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RESUMO:

MENDES, E. T. Banho de clorexidina para prevencéao de colonizacéo
e infeccdo por micro-organismos multirresistentes na unidade de
transplante de células tronco e hematopoiéticas. Tese (Doutorado)-

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015

Introducédo: Infeccbes relacionadas a assisténcia de saude (IRAS)
representam hoje um dos principais desafios da qualidade do cuidado do
paciente, principalmente em pacientes submetido a transplante de células
tronco e hematopoiéticas (TCTH) O banho diario com a clorexidina (CHG)
degermante a 2% tem sido proposto principalmente em unidades de terapia
intensivas (UTIs) para diminuir a colonizagdo bacteriana do paciente e assim
diminuir IRAS. O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto do banho com
CHG degermante a 2% em unidade de internacdo de TCTH na incidéncia de
infeccdo e colonizacdo por patégenos multirresistentes e ainda avaliar seu
impacto na sensibilidade das bactérias ao antisséptico.

Métodos: Foi realizado um estudo quasi-experimental, com duracéo de 9 anos,
com inicio em janeiro/2005 até dezembro/2013. A intervencao foi iniciada em
agosto de 2009, sendo que os periodos pré e pés-intervencao tiveram duracao
de 4,5 anos. As taxas de IRAS, infecgcédo por gram-negativos multirresistentes e
infeccdo e colonizagdo por enterococo resistente a vancomicina (VRE) foram
avaliadas através de série temporal, para estudar o impacto da intervencéo. As
concentracgdes inibitdrias minimas (CIM) das bactérias para a CHG com e sem
o inibidor de bomba de efluxo (CCCP) foram avaliadas nos dois periodos. Os

genes de resisténcia a CHG foram estudados por meio da PCR e a clonalidade



dos isolados por eletroforese em campo pulséatil. Resultados: Foi observada
redugéo significativa na incidéncia de infecgdo e colonizagdo de VRE na
unidade no periodo pos-intervencéo (p: 0,001). Essa taxa permaneceu estavel
em outras UTIs clinicas do hospital. Contudo as taxas de infec¢do por Gram-
negativos multirresistentes aumentou nos ultimos anos na unidade. N&o
ocorreu diminuicdo na taxa de IRAS na unidade. As CIMs testadas de CHG
aumentaram nas amostras de VRE e K. pneumoniae apds o periodo de
exposicdo ao antisséptico, com queda importante da CIM apés o uso do CCCP,
revelando ser a bomba de efluxo, um importante mecanismo de resisténcia a
CHG. As amostras de A. baumannii e P. aeruginosa ndo apresentaram
aumento da CIM apds periodo de exposicdo a clorexidina. As bombas de
efluxo Ade A, B e C estiveram presentes na maioria dos A. baumannii do grupo
controle (66%). A bomba cepA foi encontrada em 67% de todas as K.
pneumoniae testadas e em 44,5% das P. aeruginosas do grupo pré-
intervencdo. Observamos uma relacdo positiva entre a presenca da CepA nas
amostras de K. pneumoniae e a resposta ao CCCP: de todas as 49 amostras
CepA positivas 67,3% obtiveram reducdo do seu MIC em 4 diluicdes apds
adicao do CCCP.

A avaliacdo de clonalidade demonstrou padrdo policlonal das amostras de
VRE, K. pneumoniae e A. baumannii avaliadas. Em relacdo as amostras de P.
aeruginosa foi observado que no periodo poés-intervencdo ocorreu
predominancia de um clone com >80% semelhanca em 10 das 22 amostras
avaliadas pelo dendrograma.

Conclusdes: O banho de clorexidina teve impacto na redugéo da incidéncia

de infeccdo e colonizacdo por VRE na unidade de TCTH, e ndo teve o0 mesmo



impacto nas bactérias gram-negativas. Os mecanismos moleculares de
resisténcia a clorexidina estdo intimamente ligados a presenca de bomba de
efluxo, sendo provavelmente o principal mecanismo de resisténcia e tolerancia

das bactérias ao antisséptico.



ABSTRACT

MENDES, E.T. Chlorhexidine daily bath for prevention multiresistant
microorganisms (MR) colonization and infection in Hematopoietic Stem
Cell Transplant (HSCT) unit in a nine years period. Tese (Doutorado)-
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2015.
ABSTRACT:

Background and objectives: Daily skin cleansing with 2% chlorhexidine
gluconate (CHG) in patients in intensive care unit is associated with reduction in
incidence of multiresistant microorganisms (MR). Data in Hematological Steam
Cell Transplant (HSCT), however, is scarce, and studies addressing the impact
of this intervention in this population are needed. The aim of this study was to
evaluate the effectiveness of daily bathing with CHG in reducing infection and
colonization by MR (vancomycin resistance Enterococcus -VRE, P. aeruginosa,
A. baumannii and K. pneumoniae) in HSCT patients and also evaluated the
antiseptic susceptibility comparing pre and post intervention period.

Methods: We perform a 9 year pre and post interventional study. In August
2009, was implemented daily bathing with CHG, replacing regular soap in all
patients in a 12 beds HSCT ward, located in a tertiary reference hospital in Sao
Paulo/Brazil. The goal of the intervention was decreasing MR prevalence in the
unit. Therefore we evaluated the incidence-density (ID=cases/1000 patient
days) of MR colonization and infection in periods of 4.5 years before and 4.5
years after intervention. Minimum inhibitory concentration (MIC) values were
tested for CHG using Muller-Hinton agar dilution in MR strains isolated pre and
post intervention period. The behavior of the strains after introduction of an

efflux pump inhibitor (CCCP) was also assessed to study the importance of this



resistance mechanism in relation to CHG. Statistical analyzes were performed
using time-series analyses in ARIMA model, and SPSS program was used. P
<0.05 was considered statistically significant.

Results: A significant reduction in infection and colonization VRE incidence
was observed in post-intervention period (p 0.001). The opposite occurred with
gran-negative infection and colonization rates, which had increased in recent
years at the unit (p <0.001). Rates of blood stream infection (BSI) remained
stable in both periods. The VRE and K. pneumoniae strains showed two fold
MIC 50 increase in in the post exposure period. However the strains of P.
aeruginosa and A. baumannii had no MIC 50 increase after antiseptic exposure
period. All MIC 50 strains was significant reduced after using the efflux pump
inhibitor (CCCP)

Conclusions: The CHG bath showed to be effective in reducing VRE infection
and colonization in HSCT unit, and corroborating the literature the same impact
was not taken in gram-negative bacteria. The unit microbiota has been
impacted by the CHG massive use, however the increase MIC seemed not
influence the efficacy of intervention in VRE cases. Molecular mechanisms of

resistance to chlorhexidine are closely linked to the presence of efflux pump.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA
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Infeccdes relacionadas a assisténcia de saude (IRAS) representam hoje
um dos principais desafios da qualidade do cuidado do paciente
internado, especialmente aqueles com tempo de internacao prolongado,
inimeros dispositivos invasivos e com comprometimento do sistema
imune.

Estas infeccOes acarretam maior tempo de internacdo, aumento da
mortalidade e custos elevados para o sistema de saude (1). InUmeros
fatores contribuem para o aumento das IRAS, tais como o aumento da
resisténcia bacteriana, aumento da populacdo de pacientes mais
suscetiveis as complicacdes da internacdo, como os imunodeprimidos e
idosos, além da maior utilizacdo de procedimentos diagndsticos e
terapéuticos complexos e invasivos (2).

A resisténcia bacteriana tem sido um obstaculo cada vez mais frequente
neste cenario, responsavel por grande propor¢cdo das IRAS nestes
individuos (2). Essas bactérias colonizam e provocam doenca em
pacientes vulneraveis, principalmente os com dispositivos invasivos e em
uso de antibioticoterapia de amplo espectro. Além disso, sdo capazes de
se perpetuar no ambiente por longos periodos, oferecendo risco de
transmissdo cruzada por meio das méaos dos profissionais de saude e do
contato com o ambiente, equipamentos e aparelhos que auxiliam o
cuidado (3). Além disso, sabe-se que a transmisséo cruzada pode
promover a troca de genes de resisténcia entre 0s micro-organismos,
principalmente entre bacilos gram-negativos (BGN) (4).

Dentre a populacdo de pacientes imunodeprimidos, os submetidos ao

transplante de células tronco e hematopoiéticas (TCTH) sdo os mais
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vulneraveis. Durante o condicionamento e apés a infusdo da medula,
estes pacientes apresentam uma profunda aplasia medular que dura até a
pega do enxerto, que ocorre em média apds 14 dias nos transplantes
autologos e 21 dias nos alogénicos (5, 6).

Nesta primeira fase, a neutropenia prolongada, a mucosite causada pela
terapia mieloablativa, a presenca de dispositivos (cateteres de longa
permanéncia) e a doenca de enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) aguda
levam a quebra de barreira mucocutanea. Esta lesédo propicia episodios
de bacteremia, infeccdo fungica, frequentemente por Candida sp. ou
Aspergillus sp. e a reativacdo de inumeros virus. Além disso, 0s pacientes
recebem antibiéticos profilaticos e empiricos que podem, por pressao
seletiva, levar ao desenvolvimento de infeccdo por micro-organismos
multirresistentes, especialmente por enterococo resistente a vancomicina
(VRE) e gram-negativos sensiveis a apenas polimixinas, aumentando a
morbimortalidade associada ao procedimento (7,8).

Estes pacientes apresentam inumeros fatores que contribuem para
colonizacéo e infecgcédo por VRE, tais como o uso frequente e prolongado
de glicopeptideo e as ja citadas quebras de barreiras cutédneas e do trato
gastrointestinal, como a mucosite e o GVHD. (9,10,11). A doenga
diarreica por Clostridium difficile também foi associada a maior risco de
colonizagéo e bacteremia por VRE (12,13)

Nos ultimos anos foi observado um aumento da colonizagdo por VRE
nesta populacdo, sendo que alguns centros ja relatam ser esta a primeira
causa de bacteremia no periodo de aplasia medular, antes da enxertia da

medula 6ssea (7).
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Em Chicago (8), Calderwood et al relataram prevaléncia de 67,3% de
colonizacéo por VRE entre pacientes submetidos a TCTH e 24,1% entre
pacientes ndo submetidos a este procedimento. Estudo recente da
Universidade de Minessota (2012), demonstrou que a colonizagdo por
VRE aumenta o risco de bacteremia por este micro-organismo,
principalmente entre os pacientes com persisténcia da neutropenia (9).
Além disso, os autores demonstraram que pacientes com bacteremia por
VRE tiveram maior mortalidade em um ano ap6s TCTH, em comparacdo
com pacientes que apresentaram bacteremia por enterococo sensivel a
vancomicina (VSE). Este pior progndstico ndo foi observado neste grupo
em curto prazo, o que sugere que a infec¢do por VRE comporta-se como
um marcador de mau prognostico nestes pacientes.

Outros estudos também demonstraram que a colonizagdo por VRE
apresenta-se como preditor de pior prognéstico (10,11), porém sua real
influéncia na mortalidade é questionada devido a diversos fatores
confundidores da fase peri-transplante.

Apesar de nao existirem estudos controlados especificos para esta
populacdo, é recomendado o precaucdo de contato para pacientes
colonizados por VRE, para tentar diminuir a infecgdo cruzada entre os
pacientes internados. (6)

Em estudo retrospectivo de nove anos de TCTH, realizado no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo,
HCFMUSP, o VRE foi responsavel por 18,7% das bacteremias, sendo o
terceiro micro-organismo mais comum de bacteremia, atras da

Pseudomonas aeruginosa e do estafilococo coagulase negativo (14).
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Em contrapartida, a incidéncia de infeccdo por bacilos gram-negativos
tanto da familia Enterobacteriaceae (Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
spp., Escherichia coli, entre outras) como os nao fermentadores
(Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa) tem crescido em
todo o mundo, com alta mortalidade e escassas opg¢oes terapéuticas (15).
No Brasil os bacilos gram-negativos sao o principal agente etiologico das
infec¢Bes relacionadas a assisténcia de saude (16). A disseminacao e
perpetuacdo desde tipo de patégeno estdo diretamente relacionadas a
baixa adesdo as préaticas de higiene e a falta de recursos humanos na
assisténcia ao paciente. (16)

As Dbacteremias em pacientes hematolégicos, antes fortemente
associadas as bactérias gram-positivas, tém apresentado mudancgas na
tltima década, possivelmente pela emergéncia destas amostras gram-
negativas multirresistentes no ambiente hospitalar (17,18).

Em estudo no HC-FMUSP foram avaliados 429 TCTH (14), sendo que as
bactérias gram-negativas foram responsaveis por pouco mais da metade

dos casos (52,3%) de bacteremia, sendo P. aeruginosa o principal agente

etioldgico isolado, com 22% dos casos.

1.1. Estratégias de controle

Multiplas estratégias tém sido propostas para controle das infecgbes por
micro-organismos multirresistentes, usualmente relacionadas a mudancga
de comportamento dos profissionais de saude perante o cuidado do

paciente durante a internagao.



Campanhas para promocdao de praticas de higiene das maos, cuidados na
manipulacdo do cateter venoso central e aplicagdo de um conjunto de
medidas associadas a prevencdo de IRAS sdo recomendadas como
intervencgdes para redugao da transmisséo cruzada de micro-organismos
multirresistentes  (19,20). Porém, sd8o0 necessarias estratégias
complementares para a prevencdo de IRAS, principalmente em um
cenario onde prevalecem pacientes em estado critico e imunodeprimidos,

pois as opcoes terapéuticas sdo escassas e a mortalidade é alta. (15, 21)

1.2. Clorexidina

Estudos recentes tém proposto o uso da clorexidina como parte do
arsenal de controle de IRAS (22). Trata-se de antisséptico tdpico
largamente usado nos hospitais hd mais de 40 anos, com diversas
formulagcbes e concentracdes disponiveis, dependendo da indicacdo do
uso.

A clorexidina é uma biguanida catidnica solivel em &gua, com atividade
contra micro-organismos gram-positivos, gram-negativos, anaerébios
facultativos e leveduras. N&o tem acao contra esporos e apresenta pouca
atividade antiviral (23).

Em baixas concentragbes, a clorexidina altera o equilibrio osmotico
bacteriano e reduz a sua capacidade metabdlica e em concentracbes
mais elevadas, como as disponiveis comercialmente, € capaz de romper
a membrana plasmatica bacteriana. Este antisséptico tem atividade

bactericida residual ndo sendo inativado na presenca de matéria organica,
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entretanto, apresenta inicio de agcdo mais lento quando comparado com
outros biocidas (23).

Em meta-analise publicada em 2002, relata-se reducdo em 49% das
taxas de BACTEREMIA relacionadas ao cateter venoso central (ICS-RC)
com o uso clorexidina no preparo da pele para inser¢dao do CVC, em
comparagcdo com o iodo povidine (24). Dispositivos impregnados com a
clorexidina também tém sido usados na tentativa de diminuir a
colonizagéo do cateter e em consequéncia, o risco de ICS-RC. O uso do
cateter impregnado de clorexidina e sulfadiazina de prata demonstrou
reducdo nas taxas de ICS-RC, que variaram de 1,5-3 vezes, sendo que
os cateteres impregnados com outros tipos de antibioticos/antissépticos
nao obtiveram o mesmo sucesso. (25).

Com o objetivo de diminuir a coloniza¢do da pele no sitio de insercao do
cateter, curativos impregnados com clorexidina também foram testados,
demonstrando eficacia na diminuicdo das taxas de ICS-RC, em meta-
andlise de 2006 (26).

O uso de clorexidina pré-cirtrgico no preparo da pele demonstrou efeito
antisséptico residual maior do que o iodo povidine, além de maior poder
de descolonizacdo da flora da pele, porém sem claras evidéncias de
diminuicdo nas taxas de infec¢ao do sitio cirargico (27).

A higiene oral com solucdes aquosas de clorexidina vem sendo incluida
em pacotes de medidas para diminuicdo das taxas de pneumonia
associada a ventilacdo (PAV). Como medida isolada apresenta apenas
uma tendéncia favoravel entre pacientes submetidos a cirurgia cardiaca

(28).
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A pratica do banho de CHG diario em pacientes internados é mais uma
estratégia proposta para reducdo das taxas de IRAS e tem objetivo de
diminuir a carga bacteriana que coloniza a pele dos pacientes criticos
internados.

Estudos que avaliam o impacto desta medida nas taxas de infeccdo em
UTIs e na colonizagcdo dos pacientes internados tém sido realizados
principalmente em delineamento quasi-experimental, tendo como grupo
controle a prépria unidade no periodo anterior a intervencao.

Um dos Unicos estudos que avaliou o efeito do banho diério de clorexidina
nas taxas de IRAS em enfermarias encontrou tendéncia néo significativa
de reducao de infeccéo por VRE e MRSA (RR =0,48; 95% CI, 0,2-1,0; p
=0,06) (29).

Em 2009, um estudo multicéntrico, também com controle histérico,
realizado em pacientes internados em UTI demonstrou diminuicdo de
73% nas taxas de bacteremia por VRE com o uso do banho diario de
clorexidina (30).

A diminuicdo da colonizagdo da pele do paciente por VRE, assim como
das maos dos profissionais de saude, foram relatadas apds banho diario
de clorexidina nos pacientes internados na UTIl, em um estudo quasi-
experimental, em 2006 (31).

Estudo australiano de 2013 (32) avaliou o impacto do banho de
clorexidina na enfermaria de pacientes onco-hematolégicos, observando
as taxas de colonizacdo por VRE trés meses antes e trés meses depois

da implantagdo do banho na unidade. Observou redugédo de 8% para
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3,8% da taxa de colonizacdo apos intervencdo, porém sem significancia
estatistica, com RR: 0,48 (0,21-1,09) e p: 0,07.

Outros autores, usando o mesmo desenho de investigagdo encontraram
diminuicdo na taxa de contaminacdo de hemoculturas, além da reducéo
na colonizacéo da pele dos pacientes com o uso do banho (33,34).

O primeiro estudo realizado de maneira prospectiva do tipo cross-over, foi
nos Estados Unidos em 2007, com duragdo de um ano em UTI clinica. Os
autores relataram reducgéo significativa na incidéncia de ICS-RC e do
tempo de internacdo na UTI no grupo que tomou banho diario com
clorexidina (35).

Milstone et al (2013), também realizaram estudo prospectivo, cross-over,
multicéntrico em 10 unidades de terapia intensiva pediatricas nos Estados
Unidos. Observaram que o banho de clorexidina nessa populacao
diminuiu em 36% o risco de bacteremia durante a internacdo, sendo que
esta reducao ocorreu as custas de infec¢des por bactérias gram-positivas.
N&o foi observada diferenca significativa na incidéncia de ICS por Gram-
negativos nos dois periodos (36).

Em estudo da universidade de Harvard (2013), de mesmo desenho
epidemioldgico (37), foram alocadas 8 UTIs e 1 unidade de TCTH.
Observou-se uma redugdo na colonizagdo por micro-organismos
multirresistentes (6,60 versus 5,10 casos/1000 pacientes-dia p = 0.03). A
taxa total de bacteremia também teve reducao significativa (5,24 versus
3,61 bacteremias/1000 pacientes dia p: 0,01), porém novamente neste
estudo, ndo foi observada diferenca na incidéncia de infec¢cdo por

bactérias Gram-negativas.
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Poucos estudos avaliaram especificamente o impacto do banho de
clorexidina nas taxas de IRAS por bacilos gram-negativos
multirresistentes em UTIs. Evans et al em 2010, analisaram o impacto da
medida quanto a colonizacdo e IRAS por MRSA e por Acinetobacter
baumannii em pacientes de uma UTI de trauma (38), onde foi encontrada
tendéncia de diminuicdo da taxa de colonizacdo pelo Acinetobacter
baumannii e reducéo efetiva (p< 0,001) na incidéncia de PAV por MRSA.
Borer et al. relataram em 2007, que o uso do banho de clorexidina diario
na UTI diminui em 85% a taxa de ICS-RC por Acinetobacter baumannii,
com significativa diminuicdo das taxas de colonizacdo da pele dos
pacientes (39). Os autores demonstraram também que as espécies
colonizantes da pele eram as mesmas encontradas no sangue periférico,
justificando o sucesso da intervengao.

O banho de clorexidina também foi usado com sucesso no controle de
surto por Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC), em

hospital de retaguarda em Chicago, EUA (40).

1.3. Resisténcia bacteriana

O mecanismo molecular da resisténcia bacteriana aos antissépticos €&
ainda pouco entendido. Até o momento, faltam estudos clinicos
prospectivos que avaliem o impacto do uso prolongado de antissépticos,
particularmente da clorexidina no desenvolvimento de resisténcia.

O proprio termo “resisténcia” deve ser usado com cautela, ja que pontos
de corte ndo sédo conhecidos e as concentracdes disponiveis no mercado
sdo usualmente maiores do que as necessarias para inibir o micro-

organismo.
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Estudos publicados sobre o tema falham em distinguir a resisténcia
bacteriana ao biocida (fendmeno usualmente irreversivel), a adaptacao
fenotipica do micro-organismo ao antisséptico apos exposi¢ao prolongada
(tolerancia). Supbe-se neste caso, que apés a retirada do estimulo, as
bactérias voltem ao nivel basal de resposta ao antisséptico, portanto o
real efeito da elevacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) ao biocida continua questionavel
(41).

A CBM é definida como a concentracdo mais baixa de antimicrobiano/
antisséptico que reduza em = 99,9% a viabilidade do in6cuo bacteriano
inicial. (41,42). O fato de a bactéria ter CIM elevada para um biocida, ndo
significa que ela ir4 sobreviver a desinfeccdo, pois a CIM é testada em
condi¢Bes de altas concentragfes de matéria organica. (41)

Sabe-se que alguns fatores como realizacdo de diluicdes inapropriadas,
presenca de matéria organica, ocorréncia de biofilmes e tempo de
exposicdo ao antisséptico, podem gerar tolerancia e resisténcia, criando
um problema importante no controle de infecgao hospitalar (43).

Casos de tolerancia e resisténcia a esse antisséptico tém sido reportados
na literatura com mdultiplos mecanismos propostos, incluindo
principalmente a bomba de efluxo em gram-negativos e 0os mecanismos
plasmidiais que também codificam bombas de efluxo em bactérias gram-
positivas, especialmente MRSA (42).

Os genes gac (quaternary ammonium compound-resistance protein)
codificam bombas de efluxo préton-dependentes (44). Varios estudos

apontaram esses genes, (principalmente gene qacA/B) como
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responsaveis pelo aumento da CIM de gram-positivos, especialmente
MRSA, aos antissépticos (30, 38, 39, 42). No Brasil, 75 amostras de
MRSA foram avaliadas em trés hospitais do Rio de Janeiro e o gene
gacA/B foi encontrado em 80% delas (45).

Estudo publicado em 2008 demonstrou que a exposicdo por 48hs a
clorexidina em concentragfes sub-6timas provocou elevacdo da CIM de
MRSA para cefotaxime, vancomicina, gentamicina, cefuroxima e oxacilina
(46). Porém ndo ocorreu a reavaliacdo das CIMs depois de retirada a
exposicdo a clorexidina.

Em 2010, Batra et al. sugeriram que o banho com este antisséptico é
medida efetiva para reducdo de circulagdo de amostras de MRSA
suscetiveis a clorexidina em uma UTI, porém estd associado a um
aumento da incidéncia de amostras com CIM elevada a clorexidina (33).
Estudo conduzido no Japado testou a sensibilidade de 283 isolados
clinicos de Acinetobacter baumannii a varios antissépticos topicos e
registrou reducdo da CIM da clorexidina em 4,6% dos isolados. Foi
observado que as amostras apresentavam maiores CMBSs, necessitavam
de um tempo de exposicdo 10 vezes mais longo para atingir a mesma
reducdo bacteriana (47). Outro estudo realizado em UTI da Escdcia
mostrou reducédo da prevaléncia de MRSA de 15% para < 3,5%, apds
medidas de vigilancia de pacientes colonizados e banho diario de
clorexidina. Neste estudo ndo foi observado aumento de resisténcia
desses isolados a clorexidina (48).

Apesar de varios estudos terem sido conduzidos para avaliar mecanismos

de resisténcia entre isolados de Staphylococcus aureus, pouco se sabe
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sobre o comportamento dos Enterococos e enterobactérias quando
expostos a clorexidina.

Estudos na maioria in vitro tém sido conduzidos para avaliar mecanismos
de resisténcia destas bactérias a clorexidina. Foi descrito em 2012, a
presenca do gene gac A/B em 0,7% das 585 amostras de enterococos
testadas (49). Em 2012, Abuzaid et al. (43) avaliaram 64 isolados de
Klebsiella pneumoniae identificando reducdo da sensibilidade a
clorexidina em 50 amostras (78,1%). A presenca de genes associados a
resisténcia de antisséptico (cepA, gacAE qgacE) foi pesquisada por meio
de Reacdo de Cadeia de Polimerase (PCR), sendo identificada em 56
(87,5%) dos 64 isolados. Apenas cinco isolados com CIM elevada para
clorexidina ndo foram positivos para o gene cepA.

O mecanismo de efluxo € expresso em todas as células com a funcdo de
protegé-las de componentes téxicos. O aumento da expressao desse
mecanismo tem sido associado a bactérias multirresistentes (50). O
sistema de expulsdo necessita de gasto de energia pela bactéria, porém,
nao ocasiona nenhuma alteracdo ou degradacgéo da droga (50).

Abuzaid et al.(43) avaliaram os efeitos de um inibidor de bomba de efluxo
(Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona - CCCP) em uma concentracao
de 10mg/L nas CIMs das amostras a clorexidina. Obtiveram uma
diminuicao de 8 -128 diluicbes nas CIMs do antisséptico, concluindo que a
presenca da bomba de efluxo parece ser o principal mecanismo de
aumento da CIM da clorexidina. Definiu em seu estudo que a diminuicao
de 4 diluicdes ou mais da CIM da bactéria na presenca do CCCP, sugere

a atuacao da bomba de efluxo como mecanismo de resisténcia.
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Estudo in vitro de Serratia marcescens também demonstrou que a
exposicdo prolongada a antissépticos pode estimular o surgimento de
amostras resistentes a varios tipos de biocidas e também a antibioticos.
Neste estudo essa resisténcia foi associada ao gene hasF, sabidamente
codificador de uma bomba de efluxo (51).

Kdljalg et al. também sugerem que a resisténcia antimicrobiana esta
associada a tolerancia aos biocidas e ap6s avaliar 70 amostras,
descreveu maior resisténcia entre as bactérias Gram-negativas nao
fermentadoras, em comparacdo com as enterobactérias e Gram-positivas
(52).

E descrito em Pseudomonas aeruginosa que a expressdo da bomba de
efluxo mexCD-oprJ pode ser um determinante da resisténcia desta
bactéria a clorexidina (53). Porém, pouco se sabe sobre mecanismos de
resisténcia das Pseudomonas especificos aos antissépticos.

Entretanto, vale novamente ressaltar que a evidéncia de tais achados
laboratoriais de resisténcia a antissépticos e sua correlacdo com
evidéncias clinicas, ainda ndo estd estabelecida, visto que as
concentragdes recomendadas de clorexidina sdo mais elevadas do que
as concentracdes testadas por Batra e colaboradores (33).

Estudos que avaliem o custo/efetividade do uso da clorexidina para
prevencao de IRAS ja foram realizados principalmente em servi¢cos norte-
americanos, porém foram estimados apenas em curativos e cateteres
impregnados com o antisséptico na prevencao de ICS-RC (54). Ainda ndo

foi avaliado o banho de clorexidina como medida de prevengéo de IRAS.

29



7

De maneira geral, o uso de clorexidina é seguro e bem tolerado,
associado a poucos eventos adversos. A dermatite de contato é a
ocorréncia mais comum, com alguns relatos de reacdes anafilaticas mais
graves e de ototoxidade (22). O baixo custo do banho diario na unidade
de terapia intensiva também é uma vantagem, com gasto de US$ 1- 5,0
por dia, dependendo da preparacdo comercial disponivel (55), sendo
praticamente o mesmo preco do sabonete comum.

Por motivos citados acima, a implementacdo do banho de clorexidina na
rotina de uma unidade de internacdo representa uma das possiveis
intervengbes para prevencdo de IRAS por bactérias multirresistentes.
Trata-se de intervencgao relativamente simples, de baixo risco, baixo custo

e com potencial beneficio na batalha contra as IRAS.
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO
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No Brasil, e também particularmente no Hospital das Clinicas da FMUSP,
as infec¢Bes por bactérias multirresistentes tém sido o principal desafio do
controle de IRAS.

Além das medidas educacionais que devem sempre ser consideradas na
tentativa de controle das taxas de infecgdo, colonizagdo e transmissao
cruzada dos patégenos, o banho de clorexidina parece ser uma medida
promissora, de facil ades&o, baixo custo e poucos efeitos adversos.
Porém, ainda faltam evidéncias para seu emprego na rotina,
principalmente em relagdo ao impacto desta medida em unidades com
predominio de gram-negativos, como ocorre no Brasil.

Além disso, ha uma escassez de estudos que avaliem a emergéncia de
resisténcia bacteriana a este antisséptico, principalmente em um cenario
de multirresisténcia como o brasileiro. Esse aspecto precisa ser estudado
para que se tenha mais seguranca no uso da clorexidina em estratégias

de controle de IRAS no pais.

32



3. OBJETIVOS
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3.1.  Objetivo Principal

Avaliar o impacto do banho de clorexidina na infeccdo e colonizacdo por
bactérias multirresistentes (gram-negativos resistentes aos

carbapenémicos e VRE) na enfermaria do TCTH.

3.2. Objetivos Secundarios
Avaliar o impacto do uso da clorexidina no banho diario de pacientes na

incidéncia de IRAS na enfermaria do TCTH.

Avaliar a concentracdo inibitéria minima da clorexidina das bactérias
multirresistentes antes e apds a implementagcédo do uso de clorexidina no

banho diario do paciente.

Avaliar a clonalidade das bactérias multirresistentes e os mecanismo de

resisténcia a clorexidina.
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4. MATERIAIS E METODOS
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Jan 2005

4.1. Delineamento do Estudo

Foi realizado um estudo de intervencdo quasi-experimental, sendo
padronizado em agosto de 2009 o banho diario de clorexidina degermante
(digluconato de clorexidina 2%), nos pacientes internados na enfermaria
de TMO do Hospital das Clinicas da FMUSP substituindo o sabao liquido
usado até entéo.

Foram avaliadas diversas variaveis nos dois periodos “pré-intervencao”
(Jan/2005-Jul/2009) e “pbs-intervencao” (Ago/2009-Dez/2013).

As variaveis em questdo foram: densidades de incidéncia mensais de
IRAS por sitio, densidades de incidéncia das infeccbes por micro-
organismos multirresistentes gram-negativos (P. aeruginosa, K.
pneumoniae e A. baumannii resistentes aos carbapenémicos) e ainda
densidade de incidéncia de infeccdo e colonizagdo por E. faecium
resistentes aos glicopeptideos (VRE). As caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas dos pacientes internados na unidade também foram
analisadas.

O periodo total do estudo foi de 9 anos, sendo 4,5 anos pré-intervencao

(controle histoérico) e 4,5 anos apoés a intervencao.

|-mmmmmm banho sabonete comum [-- banho clorexidina--------------- |

Pré-intervencao Ago02009 Pés Intervencao Dez 2013

Além destas variaveis foi avaliado o perfil de sensibilidade (concentracdo
inibitéria minima-CIM) de clorexidina das amostras multirresistentes (P.

aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae e VRE) isoladas na unidade no
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periodo pés-intervencdo, comparando com amostras isoladas na unidade
no periodo pré-intervencao.

Em relacdo a K. pneumoniae e A. baumannii ndo foram encontradas
amostras armazenadas no laboratério de pesquisa LIM 54 no periodo pré-
intervencao, pois tais bactérias ganharam importancia epidemiologica no
HCFMUSP apenas a partir de 2010. Foram portanto, avaliadas como
amostras comparativas, amostras de outras unidades do hospital e ainda
de outro servico (Hospital Universidade Estadual de Londrina).

Todas estas amostras também foram mensuradas quanto a resposta ao
inibidor de bomba de efluxo (CCCP), para avaliar a importancia deste
mecanismo de resisténcia neste cenario.

Os mecanismos de resisténcia a clorexidina e aos antimicrobianos foram
avaliados nestas amostras através da reacdo de amplificacdo em cadeia
da polimerase (PCR), para determinar genes de resisténcia. Foi também
realizado o PFGE (pulsed-field gel eletroforesis) e dendrograma para
analisar a clonalidade das amostras.

Este estudo foi submetido & Comissdo de FEtica e Pesquisa do

Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias.

4.2. Local do estudo

O estudo foi realizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP). Trata-se de um hospital de
2.200 leitos, sendo que 1.000 deles estéo localizados no Instituto Central,
onde o estudo foi conduzido. A enfermaria de TCTH dispde de oito leitos

sendo realizados em média 10-12 novos transplantes por més.



4.3. Intervencao

O banho com clorexidina (digluconato de clorexidina 2% - Riorex®), foi
padronizado pela equipe de enfermagem da enfermaria de Transplante de
Medula Ossea (ETMO) juntamente com a Subcomisséo de Controle de
Infeccdo Hospitalar (SCCIH) no més de agosto de 2009, com orientag&o
de que o produto ndo deve ser aplicado na cabeca, por toxidade em
ouvidos e olhos, assim como em pele néo integra.

Esta intervencao foi mantida durante todo o periodo do estudo a partir da
implantacédo, sendo importante ressaltar que as chefias de enfermagem
permaneceram inalteradas no periodo descrito. N&o foi realizado periodo
de “washout” pois a intervencao nao foi interrompida.

A clorexidina é amplamente utilizada em meio hospitalar desde 1950, e ja
era utilizada no HC-FMUSP para degermacéo de sitio cirdrgico, inser¢ao

de cateter venoso central entre outros procedimentos invasivos.

4.4. Coletade dados e variaveis do estudo

Os dados utilizados referentes aos pacientes, taxas de infeccédo e
colonizagao foram coletados na rotina diaria pela equipe da SCCIH, como
realizado nas demais unidades do hospital.

As variaveis de estudo foram constituidas por indicadores, taxas e
percentuais, analisando-se as tendéncias temporais e resultados antes e

apos a intervencgao.

38



4.4.1. Desfechos:

e O desfecho primario foi a densidade de incidéncia de infeccao
pelas bactérias multirresistentes: VRE, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos, e densidade de incidéncia de colonizagdo por

VRE em qualquer sitio no periodo do estudo.

Também foram analisados os desfechos:
¢ Densidade (ou taxas) de incidéncia de IRAS por qualquer micro-
organismo, em qualquer sitio, notificadas pela equipe de SCCIH,
dos periodos de 4,5 anos com e sem intervencao.
e Proporcdo de sensibilidade a clorexidina das bactérias isoladas

antes e apos a intervencao.

4.4.2. Definicbes

As densidades de incidéncia (DI) de infeccdo foram construidas
segundo a formula:
o DI IRAS = Casos de IRAS/paciente-dia do més x 1000
o DI de colonizacdo por VRE= Numero de pacientes
colonizados/pacientes-dia x 1000
o DI de infeccdo por patdégeno especifico = Infeccdo em
qualquer sitio por gram-negativos resistentes aos

carbapenémicos /paciente dia no més x 1000
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o DI de infec¢cdo por VRE = Infeccdo em qualquer sitio por

VRE /paciente dia no més x 1000

Foram utilizadas as definicdes dos CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) para infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS)
(56).

Foram considerados bacilos gram-negativos multirresistentes (BGN-MR)
pela SCCIH do HC-FMUSP, BGNSs resistentes ou com sensibilidade
intermediaria a qualquer um dos carbapenémicos. As densidades de
incidéncia de IRAS em geral e as taxas de infec¢gdo por BGN-MR foram
construidas a partir de dados coletados diariamente na rotina e
registrados pela equipe da SCCIH.

Também foi realizada a descricdo da populagéo internada na unidade nos
periodos avaliados (sexo, idade, doencas hematoldgicas de base, tipos
de transplantes, comorbidades, mortalidade em 30 dias e 1 ano pds
TCTH)

Na unidade de TMO, é realizada vigilancia de coloniza¢do por VRE com
coleta de swab anal semanal em todos os pacientes internados na
unidade, semeado em meio enriquecido com 16ug/ml de vancomicina.
Eram realizados pelo laboratério de microbiologia do ICHC (DLC) desde o
inicio do estudo. Todos os pacientes diagnosticados como colonizados ou
infectados por micro-organismos multirresistentes, eram mantidos em

isolamento de contato até a alta hospitalar.
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45. Perfil de Sensibilidade da Clorexidina:

Foi avaliada a concentracao inibitoria minima da clorexidina das bactérias
isoladas no periodo pré e poés-intervencdo, e com isso avaliamos o
impacto do uso macico deste antisséptico na microbiota da unidade. O
grupo comparativo de amostras foi formado por bactérias isoladas no
periodo pré-intervencdo da unidade de TMO, por bactérias de outras
unidades do Hospital das Clinicas e bactérias de outro hospital (HU/UEL).
As amostras utilizadas estdo descritas na Tabela 1

Foram incluidos tanto espécimes clinicos das IRAS no periodo pré e pos-
intervencdo como das amostras isoladas por cultura de vigilancia (swabs
retais ou coprocultura) colhidas semanalmente na unidade para VRE e
apenas em situagao de surto para os BGN-MR, armazenados no LIM-54.
A andlise foi realizada a partir de amostras ja armazenadas do laboratério
de pesquisa LIM-54 (Laboratério de Microbiologia do Instituto de Medicina
Tropical da FMUSP). Por ser um laboratério de pesquisa, disponibilizava
armazenamento das amostras isoladas e utilizadas por demanda

académica.
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Tabela 1: Descricdo das amostras de bactérias multirresistentes avaliadas no LIM-54 no periodo do estudo

A. baumannii K. pneumoniae P. aeruginosa VRE

Total: 24 Total: 88 Total: 46 Total: 48

Pos-intervencédo (TMO) 6 27 28 20

Hospital de Londrina 0 31 - -

TMO: transplante de medula 6ssea
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4.6. Realizacdo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

4.6.1. Agar diluicdo para Clorexidina:

O teste de agar-diluicao foi realizado conforme descrito por Abuzaid et al
(43).

As concentracdes testadas foram 0-256 mg/l e foram incluidas em cada
experimento os controles K. pneumoniae ATCC13883 (CIM de clorexidina
de 16ug/ml) e E. coli ATCC25922 (CIM de clorexidina de 2ug/ml).

Cada experimento foi repetido por trés vezes e descartado caso as
ATCCs tivessem variagao >1 diluigao.

O experimento era considerado valido, no caso de: a placa de controle de
crescimento (concentracdo de clorexidina ZERO) fosse totalmente
positiva, se os resultados das ATCCs variassem no maximo 1 diluicdo do
valor padronizado, se as trés CIMs obtidas fossem iguais, ou se apenas
uma das CIMs testadas variasse uma diluicédo (p.ex.: teste 1: CIM 2ug/ml,
teste 2: CIM 2ug/ml; teste 3: CIM lug/ml). Nesse caso o teste 3 seria

descartado e o valor da CIM considerado para a amostra seria 2 pg/ml.

4.6.2. Avaliacdo da CIM para clorexidina com meio associado a
inibidor de bomba de Efluxo (CCCP):

Com o objetivo de avaliar o papel da bomba de efluxo no perfil de

sensibilidade das amostras a clorexidina, foi realizada a avaliagcdo das

CIM em associacdo do inibidor da bomba de efluxo CCCP

(Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona - Sigma®) ao meio de cultura.

O produto foi diluido em 1 ml de agua destilada, e adicionada as placas

de Muller Hilton na concentragédo final de 10mg/l (43), sendo que as
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placas apresentavam as mesmas concentracdes crescentes de

clorexidina dos testes anteriormente descritos (variando de 0- 256),

determinando assim a CIM das amostras nestas condi¢gdes. Uma

diminuicdo de no minimo 4x a CIM das amostras indicou a presenca de

alguma bomba de efluxo (43).

4.6.3. Avaliacdo dos Mecanismos de Resisténcia a Clorexidina:

Os mecanismos de resisténcia de clorexidina foram avaliados pela

amplificacdo em cadeia da polimerase (PCR) de genes especificos

associados a resisténcia aos antissépticos. As PCRs e primers utilizados

com as suas respectivas referéncia estdo descritos na Tabela 2

Tabela 2 — Primers utilizados para deteccdo dos genes relacionados as

bombas de efluxo: cepA, gacAE, gacE, AdeA, AdeA, AdeB, AdeC e

QacAB, associados a resisténcia a clorexidina (43, 57)

Tamanho do produto

Gene Iniciador Sequéncia (5’ - 3’) da reacdo
cepA (43) CepAR TCAGGTCAGACCARACGGCG 1051pb
QacAE (43) GRAER  CTGCGGTACCACTGCCACAA 370pb
Qack: (43) GacER TTAGTGGOCACTTGATTTCE 350pb
AdeA (57) SdeAR CGCGTTCATACTCACTARCE 513pb
AdeB (57) 2B R TOAGCAGACAATGGANTAGT 541pb
AdeC (61) AdecR TOGCACTTCACTATCAATAC 560pD
QacAB (42) GacABR  CCAGTCCAATGATOCCTS 300pb

A descricdo dos procedimentos

realizados com as amostras

laboratorio LIM 54 esta descrito no FLUXOGRAMA a seguir.

no
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4.6.3.1.

Deteccdo dos Genes relacionados a Bomba Efluxo em
Klebsiella pneumoniae: cepA, gacAE e gacE

De acordo com Abuzaid et al(43), para detectar a presenca dos
genes cepA, qacAE e gacE (Tabela 2) relacionados a bomba de
efluxo em Klebsiella pneumonie, foi realizada uma reacéo de
cadeia de polimerase (PCR), onde para cada reacdo foi
utilizado 04 pL de DNA extraido através de kit comercial (KIT
illustraTM bactéria genomicPrep Mini Spin Kit GE Helathcare —
UK) em 21 pL de mix de PCR contendo 1,00 pL primer cepA e
1,00uL dos primers gacAE e gacE, 1,00 U da enzima Taq
polimerase, 200 uM de desoxinucleosideo trifosfato (ANTP) e
1,5 mM de MgCI2.

Para o gene cepA, as amostras foram submetidas a uma
temperatura de 94°C por 5 minutos e 40 ciclos de amplificagéo
compreendendo a desnaturagcdo (94°C por 1 minuto),
anelamento (66°C por 30 segundos) e extensdo (72°C por 1
minuto) em uma temperatura final de 72°C por 07 minutos.

Para a deteccdo dos genes gacAE e gacE as amostras foram
submetidas a uma temperatura de 94°C por 5 minutos e 40
ciclos de amplificagdo compreendendo a desnaturagcéo (94°C
por 1 minuto), anelamento (49°C por 40 segundos) e extensao
(72°C por 1 minuto) em uma temperatura final de 72°C por 07

minutos (43).
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4.6.3.2.

4.6.3.3.

Deteccdo dos Genes relacionados a Bomba Efluxo em
Acinetobacter baumannii: AdeA, AdeB e AdeC

De acordo com LIN, 2009 a deteccdo dos genes AdeA, AdeB e
AdeC (tabela 2) relacionados a bomba de efluxo em
Acinetobacter baumannii, foi realizado através do PCR, onde
para cada reacao foi utilizado 02 pL de DNA extraido atraves de
kit comercial (KIT illustraTM bactéria genomicPrep Mini Spin Kit
GE Helathcare — UK) em 23 pL de mix de PCR contendo 0,10
pL primer AdeA e 0,30 pL do primer AdeB e 0,50 pL do primer
AdeC, 1,00 U da enzima Taq polimerase, 200 pM de
desoxinucleosideo trifosfato (ANTP) e 1,5 mM de MgCI2. Para
a deteccdo dos genes AdeA e AdeB, as amostras foram
submetidas, a uma temperatura de 94°C por 5 minutos e 30
ciclos de amplificacdo compreendendo a desnaturacdo (94°C
por 1 minuto), anelamento (57°C por 1 minuto) e extensao
(72°C por 1 minuto) em uma temperatura final de 72°C por 7
minutos. Ja para deteccao do gene AdeC, as amostras foram
submetidas a uma temperatura de 94°C por 5 minutos e 40
ciclos de amplificagdo compreendendo a desnaturagéo (94°C
por 1 minuto), anelamento (57°C por 1 minuto) e extensao
(72°C por 1 minuto) em uma temperatura final de 72°C por 7

minutos (58)

Deteccdo do Gene qgacA/B relacionado a resisténcia a

Clorexidina em Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
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baumanii, Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus
resistente a Vancomicina (VRE):

A presenca do gene de resisténcia a clorexidina qacA foi
descrita por Bischoff, 2012 (49). Para a deteccédo deste gene
(tabela 7) foi realizada uma reacdo de PCR, e para cada
reacdo foi utilizado 5 pL de DNA extraido através de Kkit
comercial (KIT illustraTM bactéria genomicPrep Mini Spin Kit
GE Helathcare — UK) em 20 pL de mix de PCR contendo 0,4 pL
primer, 2,5 U da enzima Taq polimerase, 200 pM de
desoxinucleosideo trifosfato (ANTP) e 1,5 mM de MgCI2. As
amostras foram submetidas, a uma temperatura de 94°C por 3
minutos e 25 ciclos de amplificacdo compreendendo a
desnaturacao (94°C por 30 segundos), anelamento (55°C por
30 segundos) e extensdo (72°C por 1 minuto) em uma

temperatura final de 72°C por 5 minutos (49).

4.6.4. Avaliacao dos Mecanismos de Resisténcia antimicrobiana:
Foi também investigada por técnica de deteccdo de PCR a presenca de
mecanismos de resisténcia antimicrobiana nas amostras testadas, sendo

gue os primers utilizados estdo descritos na tabela 3.
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Tabela 3 — Iniciadores utilizados para detec¢cdo dos genes de resisténcia

antimicrobiana: (resisténcia aos carbapenémicos OXA 23, OXA143, KPC,

VIM, IMP, SPM) e resisténcia a vancomicina (vanA e vanB) (58, 59, 60)

Gene Iniciador Sequéncia (5’ - 3’) gin::;(;hé%do produto
blaoxa23 - F AACGATTGCGAGCATC 501 pb

Oxa-23 (58) blaoxa23 — R GTCAACCAGCCCACTT

One-143 (58) Daoald3 R TTOGAAMATTATATAATCC  149PD

vanA (59) VAR CAGTACAATGCGOCCOTTA  S45PD

vanB (59) VanB-R CTTACGCCARAGGACGAAG 089D

blaKPG(60) kPC-R TTTTCAGAGCCTTACTGCCE 893D

bIaIMP (60) DAMP_ R CCARACCACTAGGTTATC 18P

blaVIMI(G0) DAVIM_ R AATGCOCAGCACCAGGATAG 382PD

blaSPM(57) bRSPM_R  COTTTICOGCOACCTTGATS . 798P

4.6.4.1. Deteccdo dos Genes relacionados a resisténcia a

Metalo-B-lactamase em Pseudomonas aeruginosa: IMP,

VIM e SPM

Para deteccdo dos genes de resisténcia aos carbapenémicos

foi realizado um PCR multiplex (57) onde para cada reacéo foi

utilizado 4pL de DNA extraido atraveés de kit comercial (KIT

illustraTM bactéria genomicPrep Mini Spin Kit GE Helathcare —

UK) em 46 pL de mix de PCR contendo 1 pL de primer para

IMP e 0,5 pL primer para VIM e SPM , 1 U da enzima Taq

polimerase, 150 uM de desoxinucleosideo trifosfato (ANTP) e

1,5mM de MgClI2.

As amostras foram submetidas, a uma

temperatura de 94°C por 5 minutos e 33 ciclos de amplificacéo

compreendendo a desnaturacdo (94°C por 25 segundos),
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4.6.4.2.

4.6.4.3.

anelamento (52°C por 40 segundos) e extensédo (72°C por 50
segundos) em uma temperatura final de 72°C por 6 minutos
(57).

Deteccao dos Genes relacionados a resisténcia a Oxacilinase
em Acinetobacter baumanii:OXA-23 e OXA-143

Para deteccdo dos genes de resisténcia aos carbapenémicos em
Acinetobacter baumanii (58), foi realizado um PCR onde para cada
reacdo foi utilizado 3 uL de DNA extraido através de kit comercial
(KIT illustraTM bactéria genomicPrep Mini Spin Kit GE Helathcare —
UK) em 22 pL de mix de PCR para Oxa-23 contendo 5 pL de primer,
1,25 U da enzima Taq polimerase, 100 uM de desoxinucleosideo
trifosfato (dNTP) e 1,5mM de MgCI2. As amostras foram
submetidas, a uma temperatura de 94°C por 5 minutos e 30 ciclos de
amplificagdo compreendendo a desnaturacdo (94°C por 30
segundos), anelamento (52°C por 40 segundos) e extensao (72°C
por 50 segundos) em uma temperatura final de 72°C por 6 minutos.
Para Oxa-143 foi utilizado 22 pL de mix de PCR contendo 1 pL de
primer, 2 U da enzima Taq polimerase, 100 uM de desoxinucleosideo
trifosfato (dNTP) e 1,5mM de MgCI2. As amostras foram
submetidas, a uma temperatura de 94°C por 5 minutos e 30 ciclos de
amplificacdo compreendendo a desnaturacdo (94°C por 30
segundos), anelamento (52°C por 30 segundos) e extensao (72°C
por 30 segundos) em uma temperatura final de 72°C por 7 minutos.

Deteccédo dos Genes relacionados a resisténcia VAN A e VAN B:
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Segundo Montecalvo et al,(63) para detectar a presenca dos genes
vanA e vanB foi realizado um PCR multiplex onde para cada reacéo
foi adicionado 1 pL de DNA extraido através de kit comercial (KIT
illustraTM bactéria genomicPrep Mini Spin Kit GE Helathcare — UK)
em 24 pl de mix de PCR contendo 0,15 uM primer vanA e 0,30 uM
do iniciador vanB 1,25 U da enzima Taq polimerase, 200 pM de
desoxinucleosideo trifosfato (dNTP), 1,5 mM MgCI2. As amostras
foram submetidas a uma temperatura de 94°C por 10 minutos e 45
ciclos de amplificagcdo compreendendo a desnaturacéao (94°C por 30
segundos), anelamento (50°C por 30 segundos) e extensao (72°C
por 1 minuto) em uma temperatura final de 72°C por 10 minutos (63).
O experimento foi realizado em todas as amostras de VRE.
4.6.4.4. Deteccdo dos Genes relacionados a resisténcia
antimicrobiana bla KPC
Para a deteccdo do gene bla KPC (64) foi realizado um PCR multiplex
onde, para cada reacao, foi adicionado 1 pL de DNA extraido segundo o
protocolo proposto pelo Kit do fabricante da Amersham Pharmacia
Biotech, para realizacdo de extracdo de DNA de bactérias Gram-
negativas, nomeado como: GenomicPrepTM and Tissue DNA Isolation
Kit.
ApoOs a identificacdo do gene por meio da PCR, pelo menos um dos
produtos gerados para cada reacao foi submetido a uma nova reacao de
PCR com os oligonucleotideos iniciadores de interesse para
sequenciamento do gene. O gene amplificado foi submetido a uma

purificacdo pelo kit GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification (Ge-
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healthcare- Reino Unido) conforme instru¢cdes do fabricante. A
quantificacdo do DNA foi estimada através de uma corrida de
eletroforese em um gel de agarose a 2% utilizando o peso Low DNA

Mass Ladder (Invitrogen-EUA) e depois enviado para sequenciamento.

4.6.5 A avaliacédo de clonalidade:
A clonalidade foi avaliada nas amostras de VRE e P. aeruginosa
pré e pos-intervencdo e nas K. pneumoniae e A. baumannii pés
intervencdo, esse agentes nao eram frequentes no periodo pre-
intrevencao .
Foi realizada avaliacdo da clonalidade das amostras utilizando Pulsed-
field gel electrophoresis (PFGE), como descrito por Padoveze et al (61).
Os perfis eletroforéticos gerados foram agrupados utilizando-se o
software de bioinformatica Bionumerics versdo 7.1 (Applied Maths).
Fragmentos de DNA foram manualmente curados e normalizados
usando o peso Lambda Marker presente em cada gel. Uma tolerancia de
1,5% e otimizacdo de 0,5% foram utilizadas para a comparagdo de
diferentes amostras.
O agrupamento de clusters foi realizado e gerado um dendrograma pelo
método de Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
(UPGMA) e coeficiente Dice de similaridade. Para definir os PFT (Pulsed
Field Type) e subtipos encontrados, trés niveis de cutoff foram seguidos:
isolados com similaridade <80% foram considerados diferentes PFT. Os

subtipos foram definidos a partir daqueles PFT com coeficiente Dice
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entre 80-95%. Isolados com similaridade >90% foram considerados

idénticos (62)

4.7 Anédlise dos dados

O efeito da intervengéao foi avaliado temporalmente. Para analisar uma
possivel associacdo entre a implementacédo do banho e os desfechos,
levando em conta as mudancas relacionados com o tempo, seja
melhoria do cuidado geral e tendéncias naturais, foi utilizada a anélise
de Séries Temporais Interruptas (ou com regressao segmentar). Este
método € o mais eficiente para avaliar estudos quasi-experimentais
gue avaliem intervencdes com tempo bem delimitado (63,64). Para
isso, foram usados os Modelos ARIMA (autorregressivos integrados e
de médias moveis). ApOs correta especificacdo, foram obtidos trés
valores de coeficiente Betta (slope) e suas respectivas significancias.
O valor de Betta 1 correspondeu ao efeito tempo por si s6; Betta 2 ao
efeito imediato da intervencdo nos desfechos maiores, como dias de
internacdo, e, finalmente, o Betta 3, que representou o efeito da
intervencdo a longo prazo apos sua implementacdo. Para o Modelo
ARIMA, foram verificadas suas assumpcdes de Estacionariedade da
Série Temporal, através da analise grafica dos plots de Autocorrelacéo
e através dos testes de Unit of Root. Para variaveis de dados inteiros
no tempo, foi usada a Regresséo de Poisson.

Para a comparagéo entre as propor¢cdes das caracteristicas clinicas e

epidemioldgicas nos periodos com e sem intervencdo foi utilizado o
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teste qui-quadrado, considerando-se o nivel de significancia de 5% (a
= 0,05).

Para armazenamento das informacOes, manejo e organizacdo do
banco de dados foi utilizado o programa Microsoft-Excel-2010 e para
andlise estatistica e das séries temporais, o programa Epi.Info 3.5.3. e

SPSS.
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5 RESULTADOS
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5.6 Caracteristicas Gerais da Populacdo Estudada:
No periodo dos 9 anos observados (4,5 anos antes e 4,5 apos a
intervencado), foram realizados 1.393 transplantes de células tronco e
hematopoiéticas no servi¢co, sendo 870 no periodo antes e 523 no periodo
apos intervencéo.
As caracteristicas clinicas e epidemioldgicas estao descritas na Tabela 4.
A populacdo no periodo pos-intervencdo, foi mais idosa (p<0,001). Isso
ocorreu, porque até o ano de 2011 uma grande parte dos transplantes
autdlogos ndo complicados era realizada no Instituto do Coracao
(INCOR), e apés essa data foram em sua totalidade realizados no
Instituto Central do HC-FMUSP. Além disso, no segundo periodo os
transplantes em criancas passaram a ser realizados no ITACI (Instituto de
Tratamento do Cancer Infantil).
Percebemos também aumento de transplante alogénico e diminuicdo do
namero de pacientes com o diagnéstico de mieloma multiplo e linfomas
no periodo pds-intervencado, todos com p significativo.
Apesar dessas diferencas epidemioldgicas, a mortalidade, tanto em 30
dias, como em 1 ano, nédo diferiu nos dois grupos.
Observamos que a taxa de IRAS gerais se manteve estavel nos periodos

de estudo.
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Tabela 4: Caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos 1393 pacientes

no periodo pré e pos-intervencdo na Enfermaria de TCTH, ICHC-FMUSP,

2005-2013.

Variavel (%)

N (1393)

Sexo M:F (%)

Idade (anos)

Média (variacéo)

Idade >60 anos (%)

Idade <15 anos

Leucemias Agudas (%)

Linfomas (%)

Mieloma Multiplo (%)

Anemia Aplasica (%)

TMO Alogénico (%)

Tipo de transplantes:
Cordéao umbilical (%)
N&o aparentado (%)

Aparentado (%)

TMO Autélogo (%)

Obito em 30 dias (%)
TMO Alogénico
TMO Autélogo

Obito em 1 ano (%)
TMO Alogénico
TMO Autélogo

IRAS geral (%)

Pré-intervencéao
N (%)
870
58,4:41,6

40 (1-71)

47(5,4)
60(6,8)
179 (20,6)
310 (35,6)
205 (23,6)
64(7,4)

330(37,9)

9 (1)
31(3,6)
290(33,3)

540 (62,1)

93 (10,7)
54
39
204(23,4)
129 (63,2)
75 (58,1)

14,8

Pds-intervencdao
N(%)
523
53:47

49 (15-72)

126(24,3)
0
123 (23,5)
159 (30,4)
157 (20)
36 (6,9)

230(44)

1(0,2)
22(4,2)
207(39,5)

293 (56)

65(12,4)
38
27
115(22,0)
80(69,5)
35 (30,4)

16,4

P*

0,054

<0,001

<0,001

<0,001

0,09

0,02

0,04

0,41

0,013

0,18
0,52
0,20
0,28
0,16
0,22

0,24
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*P: estatisticas obtidas por meio do teste qui-quadrado e teste t. TMO: Transplante de

Medula Ossea; IRAS: Infeccdo associada a assisténcia a salde;

5.7 Taxas de infeccéo e colonizacéo da unidade nos periodos
pré e pos-intervencao:

A distribuicdo semestral das taxas de infeccdo por micro-organismos
multirresistentes e as taxas de infec¢ao por topografia, sdo descritas nas
duas figuras a seguir, sendo que na primeira (Figura 2), observamos
claramente um aumento das taxas de infeccdo por micro-organismos
gram-negativos, justificados principalmente por um surto de ICS por P.
aeruginosa ocorrido na unidade no periodo de dezembro de 2011 até
janeiro de 2013. Neste surto, detectamos 29 casos de bacteremia por P.
aeruginosa, principalmente nos primeiros dias pos TCTH (65) com uma
letalidade de 65%. No grafico seguinte (Figura 2), observamos a
distribuicdo de IRAS semestralmente nos periodos pré e pés-intervencao,
e ainda segundo as topografias bacteremia e pneumonia. Neste grafico
também é possivel observar aumento da incidéncia de ICS neste periodo

do surto descrito
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Infeccdes / 1000 pacientes dia

Figura 2: Densidade de Incidéncia de Infeccdo e Colonizagdo por microrganismos Multirresistentes na Enfermaria de

TCHC do Instituto central do Hospital das Clinicas - FMUSP, 2005-2013
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Figura 3: Densidade de Incidéncia de Infeccdo relacionadas a assisténciade
saude (IRAS), Infeccdo de corrente sanguinea e pneumonia na Enfermaria de

TCTH do ICHC-FMUSP, 2005-2013
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Os resultados da andlise temporal das densidades de incidéncia de
colonizacéo e infecg@o por bactérias multirresistentes nos momentos pré
e pos-intervencao estdo demonstrados nas figuras 4 a 8 a seguir.

A figura 4 demonstra a distribuicdo das taxas de incidéncia de infecgcao
por VRE na enfermaria de TCTH, e a andlise da série temporal mostra
que no periodo apés a intervencdo ocorreu uma queda significativa na
incidéncia de infeccdo VRE com p: 0.001. A mesma tendéncia foi
observada na taxa de colonizacdo por VRE na unidade, que também
sofreu uma reducéo significativa (p: 0,001) apos inicio da intervencao
(Figura 5).

Em contrapartida, observamos na figura 6 um aumento importante das
infecgbes por bactérias gram-negativas multirresistentes nos ultimos dois
anos na unidade, com taxas maiores no periodo pés-intervencdo
(p<0,001). A analise temporal da incidéncia de infeccdo por gram-
negativos apos a exclusdo do surto de P. aeruginosa mostra um aumento
significativo das taxas de infeccdo de gram-negativos multirresistentes na
unidade. (Figura 7).

A densidade de incidéncia de bacteremia teve aumento significativo
(Figura 8), que desapareceu se excluido o surto de P. aeruginosa (Figura

9).
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Figura 4: Distribuicdo temporal das densidades de incidéncia

intervencédo na enfermaria de TCTH do HC-FMUSP de 2005 a 2013
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Figura 5: Distribuicdo temporal das densidades de incidéncia de colonizacdo por VRE nos momentos pré e poés-
intervencédo na enfermaria de TCTH do HC-FMUSP de 2005 a 2013
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Figura 6: Distribuicéo temporal das densidades de incidéncia de infecgao por Gram-negativos multirresistentes nos
momentos pré e pos-intervencdo na enfermaria de TCTH do HC-FMUSP nos periodos de 2005 a 2013
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Figura 7: Distribuicdo temporal das densidades de incidéncia de infec¢cdo por Gram-negativos multirresistentes nos

momentos pré e pos-intervencdo na enfermaria de TCTH do HC-FMUSP nos periodos de 2005 a 2013, com excluséo

do surto de P. aeruginosa, ocorrido em 2012.
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Figura 8: Distribuicdo temporal das densidades de incidéncia de infec¢cdo de corrente sanguinea nos momentos pré e
pés-intervencao na enfermaria de TCTH do HC-FMUSP nos periodos de 2005 a 2013
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Figura 9: Distribuicdo temporal das densidades de incidéncia de infec¢cdo de corrente sanguinea nos momentos pré e
pés-intervencdo na enfermaria de TCTH do HC-FMUSP nos periodos de 2005 a 2013 com exclusdo do surto de P.

aeruginosa, ocorrido em 2012.
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5.7.5 Mecanismos de Resisténcia Antimicrobiana
Os genes de resisténcia antimicrobiana avaliados estdo descritos na Tabela 2.
As figuras 10-12 ilustram resultados de PCRs obtidos das amostras testadas.
Todos os isolados de VRE avaliados continham o gene VanA e eram da espécie E.
faecium (Figura 10)
Figura 10 — Foto de PCR para deteccdo do gene vanA em isolados de E. faecium no

momento  pré intervengdo na enfermaria de TCTH do HC-FMUSP.

PM: Peso molecular 100bp (InVitrogen, USA); 02 controle de H20; 3 controle positivo 4- 6 isolados positivos; 7

controle final
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Figura 11: Foto de PCR para a deteccdo de gene OXA 23 em amostras de A.

baumannii no momento pés-intervencao na enfermaria de TCTH do HC-FMUSP

PM: peso molecular 100bp (InVitrogen, USA), Colunas 1: controle inicial, 02 controle positivo. 03,08 e 09:
amostras negativas; 04-07: amostras positivas.

Figura 12: Foto de PCR para a deteccdo de carbapenemase IMP,VIM e SPM em
amostras de P. aeruginosa nos momentos pré e pos intervencao na enfermaria de

TCTH do HC-FMUSP

PM 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14

PM: peso molecular 100bp (InVitrogen, USA), Colunas 1: controle inicial, 02 controle positivo IMP; 03 Controle positivo
VIM; 04 Controle positivo SPM. 05 a 15 amostras positivas.
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Tabela 5: Genes de Resisténcia Antimicrobiana pesquisados nas amostras POS-INTERVENCAO isoladas na enfermaria de

TCTH do HC-FMUSP e amostras CONTROLE isoladas no HC-FMUSP e no Hospital de Londrina.

Amostras P. aeruginosa K. pneumoniae A. baumannii E. faecium TOTAL
PRE POS LONDRINA KPC HC POS HC POS PRE POS
CONTROLES INTERVENGAO CONTROLE) ~ CONTROLE INTERVENGAO CONTROLE INTERVENGAO CONTROLE INTERVENGAO
CIM50/CIM90 32/64 32/64 8/32 16/32 64/128 32/64 32/64 2/16 8/32
N (%) 18 (100) 28(100) 30 (100) 31(100) 27(100) 33(100) 6(100) 28(100) 20(100) 219(100)
OXA 23(%) 20(60,6) 5(83,3) -
OXA 143(%) 1(3) 0 -
KPC(%) 30(100) 33(100) 27(100) -
IMP(%) 0 0 -
VIM(%) 4(22,2) 0 .
SPM(%) 8(44,4) 6 (21,4) -
VAN A(%) 28(100) 20(100)
VAN B(%) 0 0

CIM: Concentracéo inibitéria minima
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PFGE e Dendrograma: As amostras de VRE, K. pneumoniae e A. baumannii
avaliadas foram policlonais nos dois momentos do estudo. Em relacdo as amostras
de P. aeruginosa, foi observado que no periodo pdés-intervencdo ocorreu
predominancia de um clone com >80% semelhanca em 10 das 22 amostras
avaliadas pele dendrograma. Todos os dendrogramas e PFGEs estdo demonstrados
a seguir nas figuras 13-16.

N&o foram observados clones que permaneceram na unidade de um periodo para o

outro na avaliacdo do dendrograma do VRE e P. aeruginosa.
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Figura 13: PFGE e Dendrograma das amostras de P. aeruginosas

isoladas na enfermaria de TCTH do FMUSP nos momentos pré e pos-

intervencao.
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Figura 14: PFGE e Dendrograma das amostras de A. baumannii isoladas

na enfermaria de TCTH do HC-FMUSP no momento pds-intervencéo
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Figura 15: PFGE e Dendrograma das K. pneumoniae isoladas na

enfermaria de TCTH do HC-FMUSP do momento pos-intervencéo
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Figura 16: PFGE e Dendrograma das amostras de VRE isoladas na

enfermaria de TCTH do HC-FMUSP nos momentos pré e pés-

intervencao-
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Avaliacao do perfil de sensibilidade dos micro-organismos a

clorexidina e mecanismos de Resisténcia:

Na figura 17 observamos um exemplo de placas com concentracdo de
clorexidina de 8 e de 16 pg /ml com as amostras de K. pneumoniae
mostrando crescimento apenas na placa 8ug/ml CHG. Neste caso a CIM
definida deste experimento foi de 16 pug /ml.

Figura 17: Foto de placa de diluicho em agar de clorexidina com

concentracdo de 8ug/ml e 16 pg/ml

Na Tabela 5 é apresentado a CIM da clorexidina entre as amostras do

grupo pré e poés-intervencdo, e amostras comparativas de outras
unidades: P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae e E. faecium, com
e sem a adicao do inibidor da bomba de efluxo CCCP.

Em relacdo as amostras de P. aeruginosa e A. baumannii, as CIM50 pré e
pés-intervencdo permaneceram exatamente iguais (32 pg/ml), porém
apenas 1 cepa (5%) das P. aeruginosa do grupo pré-intervencao diminuiu
sua CIM apés uso de CCCP enquanto 39,1% sofreram essa diminuicdo

no grupo pos-intervencao.
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Ja as amostras de A. baumannii apresentaram em ambos o0s periodos
uma proporgdo importante de queda da CIM apés uso do inibidor, com
queda em 66,7% e 42% respectivamente nos periodos pré e pos-
intervencao.

As amostras de K. pneumoniae apresentaram aumento de 2 diluicbes na
CIM50 testadas no periodo pés-intervengéo. Observou-se ainda que apos
uso do CCCP houve diminuicdo da CIM nos dois grupos, porém com
maior importancia no grupo pos intervencdo que apresentou queda de 5
diluicbes na CIM50 em 85,7% das amostras testadas.

Quando as amostras controles de K. pneumoniae do Hospital das Clinicas
e do Hospital de Londrina (HU/UEL) foram avaliadas separadamente,
notou-se que os controles de Londrina (n=30) apresentaram CIM50 de 8
pHg/ml sem CCCP e 2 ug/ml com o uso do inibidor, enquanto os controles
HC apresentaram CIM50 de 16 pcg/ml com queda mais importante ap6s
CCCP (CIM50 de 2 pg/ml).

Em relagdo aos VREs, claramente observa-se uma menor CIM basal em
relacdo aos gram-negativos. Entre as amostras do periodo pré-
intervencado, ocorreu uma diminuicdo de 2 diluicbes na CIM50 apds 0 uso
de CCCP. Porém observou-se um aumento em 2 diluicbes da CIM50
dessas amostras do periodo pés-intervencdo, e efeito importante apés
inibidor de bomba de efluxo, com queda da CIM em no minimo 4 diluicbes

em 90% das amostras testadas.
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Tabela 6: Descrigdo do perfil de sensibilidade das bactérias a Clorexidina por diluigdo em agar, nos periodos Pré e pos
Intervencéo, antes e apds o uso do inibidor de bomba de efluxo CCCP, HC-FMUSP, 2005-2013.

Pré- Intervencédo/Controle

POs- Intervencéao

Bactérias N CIM 50 CIM 90 CIM 50 Queda 4 N CIM 50 CIM 90 CIM 50 Queda 4
N =221 (min-max.) CCCP diluicdes (variacao) CCCP diluicdes
(min-max) CCCP(%) (min-max) CCCP (%)
P. aeruginosa 18 32 64 4 1 28 32 64 4 9
TMO: 46 (16-64) (2-8) (5%) (4-64) (1-8) (39,1%)
A. baumannii 33 32 64 4 24 6 32 64 4 3
HC: 33 (4-64) (0,5-16) (66,7%) (8-64) (0,5-8) (42,8%)
TMO: 6
K. pneumoniae 61 16 32 2 20 27 64 128 2 24
Londrina: 30 (0,5-128) (0,5-16) (31,7%) (16-128) (0,5-8) (85,7%)
HC: 31
TMO: 27
E. faecium 28 2 16 0,5 7 20 8 32 0,5 18
TMO: 38 (1-32) (0,25-4) (25%) (4-32) (0,125-4) (90%)

CIM: concentragéo inibitéria minima; CCCP: inibidor de bomba de efluxo (Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone)

Min-méax: Variacdo da CIM minina e maxima
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5.7.6 Mecanismos de Resisténcia a Clorexidina:

Os mecanismos de resisténcia a clorexidina foram avaliados por meio da deteccdo
de genes codificadores de bombas de efluxo (AdeA, AdeB, AdeC, cepA, gacAE e
gack e gacAB) por PCR, os resultados estao descritos na Tabela 7.

Abaixo as figuras 20 a 23 ilustram os PCRs de bomba de efluxo.

A bomba de efluxo cepA foi encontrada em 44,5% das P. aeruginosas do grupo preé-
intervencado, e em zero das amostras pos-intervencdo. Em relagdo as K. pneumoniae
cepA foi positiva em 22,9% do grupo pré e 62,9% do grupo pés-intervencdo. Ja em
relagdo aos A. baumannii, foram encontrados em 42,4% do grupo pré e em
nenhuma amostra do grupo pos.

Observamos associagao entre a presenca da CepA nas amostras de K. pneumoniae
e a resposta ao CCCP, de todas as 49 amostras CepA positivas, 67,3% obtiveram
reducdo da CIM em 4 diluicBes apo6s adicdo do CCCP.

As bombas Ade A, B e C foram testadas nas amostras de A. baumannii, sendo AdeB
e C encontrados em todas as amostras do grupo pds e em apenas metade do grupo
pré-intervencdo. O gene AdeA foi apenas encontrado no grupo pré-intervencao

(51%).
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Figura 18: PCR para a deteccéo de genes de bomba de efluxo de clorexidina: AdeB
nas amostras de A. baumannii isoladas na unidade de TCTH do HC-FMUSP nos

momentos pré e pés-intervencao

S g Y

PM: peso
molecular 100bp (InVitrogen, USA), Colunas 1: controle positivo; 2 3,5-11 amostras positivas para

Ade B; 12 controle final e 13 controle de 4gua
Figura 19: PCR para a deteccao de genes de bomba de efluxo de clorexidina: AdeC
amostras de A. baumannii isoladas na unidade de TCTH do HC-FMUSP nos

momentos pré e pés-intervencao

PM O 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15

PM: peso molecular 100bp (InVitrogen, USA), 01 Ci; 02 H20; 03 controle positivo; 04 a 15 amostras

positivas .



Figura 20: PCR para a deteccao de genes de bomba de efluxo Ade A em amostras
de A. baumannii isoladas na unidade de TCTH do HC-FMUSP nos momentos pré e
pos-intervencao

O

) ) ‘- ¥ i
TSIl 13 tiz,'.

PM: peso molecular 100bp (InVitrogen, USA), coluna 01 Controle inicial; 02 Controle positivo; 03 a 14
amostras positivas e negativas.

Figura 21: PCR para a detecgdo de gene de bomba de efluxo de clorexidina em
amostras de K. pneumoniae: cepA A isoladas na enfermaria de TCTH do HC-
FMUSP

02 03 04 05 06 07

PM: peso molecular 100bp (InVitrogen, USA), coluna 01 Controle inicial; 02 Controle positivo; 03 a 15

amostras positivas.
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Tabela 7: Genes de Resisténcia a Clorexidina pesquisados nas amostras CONTROLE e POS-INTERVENCAO, isoladas na
enfermaria de TCTH do HC-FMUSP, 2005-2013:

AMOSTRAS

CIM50/CIM90
CHG

N (%)
AdeA
AdeB
AdeC
cepA
qacAE
qacE

gacAB

P. aeruginosa

PRE POS
CONTROLES INTERVENGAO
32/64 32/64
18 (100) 28(100)
8(44,5) 0

0 0
0 0
0 0

K. pneumoniae
LONDRINA KPC HC POS
CONTROLE ~ CONTROLE  INTERVENGAO
8/32 16/32 64/128
30 (100) 31(100) 27(100)
15 (46,8) 17 (54) 17(62,9)
0 0 0
1(3) 3(9,6) 0
0 0 0

A. baumannii

HC

CONTROLE

32/64

33(100)

17(51,5)

17(51,5)

15(45,5)

14(42,4)

POS

INTERVENGAO

32/64

6(100)

6(100)

6(100)

E. faecium
PRE POS
CONTROLE  INTERVENGAO
2/16 8/32
28(100) 20(100)
0 0
0 0
3(10,7) 0
0 0

CIM: Concentracéo inibitéria minima CHG: Clorexidina
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6 DISCUSSAO
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Neste estudo, foi demonstrado que o uso do banho diario de
clorexidina levou a diminuigdo significativa da densidade de incidéncia
tanto de colonizacéo (p: 0,001), quanto de infec¢éo por VRE (p: 0,001) na
unidade de TCTH. Como controle, analisamos a densidade de incidéncia
de colonizagéo e infeccdo por VRE em 5 unidades de terapia intensiva
clinicas do HC-FMUSP no mesmo periodo, e observamos que ndo ocorreu
diferenca significativa das taxas nos dois periodos (Anexo). Essa andlise
nos permite considerar que a reducdo significativa ocorreu

especificamente na unidade de estudo.

E sabido que a infeccdo por VRE aumenta o tempo de internagéo,
custo e morbimortalidade associada ao paciente internado (66). A
colonizacéo e infecgcdo por esse agente ocorrem predominantemente em
pacientes imunodeprimidos, sendo que pacientes onco-hematolégicos
representam um grupo especialmente suscetivel. Estudos apontam que
aproximadamente 12% dos pacientes colonizados por VRE desenvolverao

infeccdo clinica (66).

O banho de clorexidina tem sido associado a diminuicdo da incidéncia
de VRE em unidades de terapia intensiva (30 e 31). Vernon et al em 2006
acreditaram que o banho de clorexidina diminuiria a carga bacteriana
presente na pele dos pacientes colonizados, e com isso reduziria a chance
da transmissdo do patégeno para as maos do profissional de saude e
consequentemente para outros pacientes. Neste estudo, realizado em

uma UTI em Chicago, os autores demonstraram uma diminui¢gdo no risco
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de contaminacdo das maos do profissional, do ambiente e da aquisi¢do do

VRE pelo paciente na unidade apos inicio do banho com clorexidina (31).

Em 2009, um estudo multicéntrico em 6 UTIs, também com controle
histérico demonstrou diminuicdo de 73% nas taxas de bacteremia por VRE
e diminuicdo significativa no risco de colonizacdo por esse micro-

organismo (p: 0.008) com o banho diario de clorexidina (30).

Estudo “quasi-experimental” realizado na Australia em 2013 (32),
demonstrou que o banho diario da clorexidina diminuiu as taxas de
colonizacdo e infeccédo por VRE em uma unidade onco-hematoldgica, (8,7
vs 4,6 colonizados por 1000/pacientes dia), porém sem significAncia
estatistica (IC: 0,23-1,23 p:0,14). Os proprios autores argumentam que o
tempo de observacgédo foi curto (3 meses antes e 3 meses pos) e que iSso

pode ter enfraquecido o poder da amostra.

Outro estudo que avaliou esta medida em unidade de TCTH foi
publicado em 2013 (37). Multicéntrico e prospectivo incluiu 8 UTIs e
apenas uma enfermaria de TCTH e n&o demonstrou queda global
significativa nas taxas de infeccdo e colonizacdo por VRE. Quando
observada a unidade hematoldgica isoladamente, a reducédo de ICS nao

foi significativa no periodo do uso do antisséptico,

Estudos que avaliem o impacto desta intervengcdo na populacao
submetida a TCTH ainda sdo escassos na literatura, sendo que estes
citados acima apresentam um tempo de segmento curto para avaliar o real

impacto microbioldgico da intervencdo. Nosso estudo demonstrou que o
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banho de clorexidina teve impacto positivo na reducdo na incidéncia de

colonizacéo e infeccdo por VRE na unidade de TCTH.

O tempo de observacdo de 9 anos do presente estudo (4,5 anos nos
periodos pré e pos-intervencdo) fortalece os achados encontrados, pois
atenua o efeito imediato da intervencao, iguala as possiveis mudancas
epidemioldgicas ocorridas no decorrer dos anos e avalia a intervencao sob

aspecto da “vida real”.

A maioria dos estudos publicados sobre o tema foi realizada em
pacientes internados em UTls, recebendo “banho no leito”, poucos
avaliaram o efeito em unidades de internacdo, como 0 presente estudo,
onde pacientes tomaram banho muitas vezes sem auxilio, apés orientacao
realizada pela equipe de assisténcia. Outro estudo realizado nos Estados
Unidos foi um dos poucos que avaliou a intervencdo em uma unidade de
internacdo clinica (29). Nesse estudo o banho de clorexidina foi
considerado um fator protetor para infecgcdo por MRSA e VRE no periodo

da intervencédo (RR 0,36; 95% CI 0,2- 0,8; p= 0,01) (29).

Em relacdo a técnica ideal para a realizacao da intervencdo, vemos que a
maioria dos estudos em terapia intensiva, faz uso da toalha impregnada
com clorexidina 2%, e encontramos poucos estudos que validassem o
banho com a formulacéo liquida degermante. Um estudo publicado em
2012 (67) mostrou que o banho com clorexidina teve efeito protetor (OR:
0.44, CI 95% 0,32-0,59, p: 0,00001) em bacteremia hospitalar,
independente da formulacdo e técnica usadas (toalha impregnada ou a

formulacdo degermante liquida). Outro estudo de 2012, também realizado
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em enfermaria de pacientes onco-hematolégicos, comparou as duas
formulacbes de clorexidina e demonstrou que as duas técnicas
apresentaram impacto e diminuiram as taxas de VRE e MRSA, porém o
uso da toalha impregnada aumentou o custo da intervencdo (68),
enguanto a formulacéo liquida degermante apresentou custos baixissimos,
comparaveis até ao gasto com o sabonete comum. Esse achado é de
extrema importancia para definir a viabilidade de uma intervencdo no
nosso pais, e ainda em nosso hospital, sendo que a formulacéo liquida
degermante ja faz parte do arsenal do Hospital das Clinicas, pois é usada
também em outros procedimentos, como degermacdo cirlrgica, e
antissepsia da pele para procedimentos invasivos. O uso de toalha
especifica, impregnada de clorexidina, acarretaria em um aumento

importante no custo da intervencao.

O aumento na densidade de incidéncia de Gram-negativos
multirresistentes na unidade foi expressivo nos ultimos anos do estudo.
Além do surto ja mencionado de P. aeruginosa resistente a
carbapenémicos iniciado em 2012, ocorreu um aumento de infec¢des por
enterobactérias multirresistentes, ainda com a introducdo da Klebsiella
produtora de carbapenemase no ano de 2010, ausente no servigco até
entdo. Estudo realizado no HC/FMUSP avaliou 429 pacientes submetidos
a TCTH de 2001 a 2009 (14), e mostrou que 52,3% das bacteremias
notificadas foram por Gram-negativos. Como ja mencionado, o perfil
infeccioso da populacdo onco-hematologica tem mudado nos ultimos

anos, com aumento da incidéncia de infeccdo por gram-negativos
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multirresistentes, sendo que essa populacéo estava antes mais associada

a bacteremias por gram-positivos. (17, 18)

No Brasil os bacilos gram-negativos sdo o principal agente etiolégico
das infeccdes relacionadas a assisténcia de saude (16). Dados de boletins
epidemioldgicos corroboram essa tendéncia em nosso pais e no restante
do mundo (69, 70, 71). Dados do CVE (69) mostram um aumento na
resisténcia de bactérias gram-negativas aos carbapenémicos quando se

avalia isolados das UTls do estado de Sao Paulo.

E sabido que a situacdo hiperendémica das bactérias gram-negativas
nos hospitais esta intimamente ligada as dificuldades basicas no cuidado
ao paciente. Apesar de serem multifatoriais, as principais caréncias
relacionam-se com a baixa adesdo a higiene de maos e medidas de
precaucdo de contato e principalmente ao numero insuficiente de

profissionais da saude para assistir pacientes de alta complexidade. (71)

Sabemos que grande parte dos estudos ndo demonstra um real
beneficio do banho de clorexidina na incidéncia de infeccao e colonizacao
por essas bactérias Gram-negativas. Também em nosso servico, nao

houve beneficio.

Em revisdo sistematica australiana, foi avaliado o impacto desta
intervencdo especificamente em bactérias multirresistentes, sendo que
para as Gram-negativas, ndo se mostrou benéfico o banho de clorexidina
(72). O mesmo foi demonstrado nos dois estudos prospectivos ja citados,

(36,37). Apesar de demonstrarem impacto positivo na incidéncia de
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bacteremia, ambos claramente demonstram que esta reducdo de taxas

ocorreu a custa do impacto em bactérias Gram-positivas.

Entretanto, outros estudos com casuisticas menores relatam reducéo
nas taxas de Gram-negativos apés implementacdo desta intervencao,
sendo A. baumannii, o micro-organismo mais estudado. Estudo de
intervencdo em UTI no México, realizado em 2014, obteve uma diminuicéo
significativa da taxa de infeccdo hospitalar geral no periodo com uso da
clorexidina (p: 0,02) e ainda uma reducgéo na incidéncia de A. baumannii
na unidade, porém a intervencao foi associada a uma campanha para

aumentar adesdao de higiene de maos (73).

A infeccdo de corrente sanguinea apresenta-se como o principal sitio
infeccioso na populacdo onco-hematoldégica, e principalmente na
submetida & TCTH (14). Diversos fatores aumentam o risco de ICS nestes

pacientes. Em nosso estudo o banho de CHG né&o reduziu ICS.

A avaliacdo do perfil de sensibilidade da microbiota bacteriana da
unidade de TCTH a CGH faz-se essencial para conhecer e avaliar o
impacto ecoldgico desta intervencédo, visto que se trata de um produto
usado em inameras situacbes assistenciais, em todas suas formulacdes
(alcodlica, aquosa e degermante). O que pode por em risco a sua

efetividade.

Neste estudo avaliamos a CIM das amostras da unidade no momento
pré e pos-intervencdo, porém nem todas as espécies estavam disponiveis

em nosso laboratorio nos dois momentos. Por exemplo, as K. pneumoniae
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resistentes aos carbapenémicos tornaram-se endémicas apenas a partir
de 2010 (periodo de intervencéo), sendo que como controle, tivemos que
selecionar amostras de outras unidades que nao sofreram intervencao.
Este fato pode ter gerado um viés na analise deste perfil epidemiolégico,
visto que as unidades podem ter diferentes clones e diferentes potenciais

mecanismos de resisténcia.

No presente estudo a avaliacdo das CIMs das bactérias nos momentos
pré e pos-exposicdo trouxeram informacdes importantes. Observamos
claramente a necessidade de concentracdes menores de clorexidina para
inibir o crescimento bacteriano entre as amostras de VRE quando
comparadas as demais bactérias gram-negativas testadas. Inameros
estudos apontam para essa “resisténcia intrinseca” dos Gram-negativos
(42,74,75), ndo s6 em relacédo a clorexidina, como a outros antissépticos.
Uma das hipoteses aventadas € de que a membrana externa da bactéria
Gram-negativa funcionaria como uma barreira natural para entrada de
substancias quimicas externas, inclusive dos antissépticos e
antimicrobianos (76). Essa tolerancia intrinseca é provavelmente uma das
explicacbes para fato do banho de clorexidina ndo ser efetivo na reducao

da incidéncia de infeccdo por Gram-negativos.

Outro dado observado em relagcdo ao perfil de sensibilidade a
clorexidina foi um aumento em 2 vezes da concentracdes da CIM50 de
isolados de VRE e K. pneumoniae identificados na unidade de TCTH no
periodo pos-intervencdo. Isto sugere que a exposicdo macica prolongada

ao antisseptico pode gerar um aumento da CIM basal das bactérias. Este
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aumento da CIM50 nado foi observado em relagdo aos demais Gram-
negativos na fase pos-intervencédo. Este fendmeno ja foi descrito na
literatura (41, 42, 43). Meyer et al (41) relatam que esse aumento pode
tanto significar resisténcia, quanto apontar apenas para mecanismos
adaptativos, que seriam reversiveis ap0s a interrupcdo da exposicao

continua.

Consideracdes sobre resisténcia

E importante esclarecer que, até o momento, pouco se sabe sobre
resisténcia aos antissépticos em geral, e que ndo existem pontos de corte
de sensibilidade e resisténcia definidos. O que os estudos avaliam é um
aumento da CIM ou CBM dos micro-organismos ap0s exposi¢cao, que nao
necessariamente traduzem resisténcia ou ineficacia do antisséptico. Neste
estudo ndo conseguimos avaliar o efeito da clorexidina apds a retirada da

exposicao, pois o0 banho continua sendo feito na unidade.

A maioria dos estudos de intervencao nao avalia o impacto da clorexidina
na microbiota da unidade nos momentos pré e pds-exposicdo. O estudo
de Climo et al, (37), menciona que ndo houve mudanca nas CIMs 50 de
VRE e MRSA no periodo pés intervencéo, porém vale lembrar que apesar
de prospectivo e multicéntrico, o estudo avaliou o efeito do banho em
apenas 6 meses, 0 que pode ter diminuido o impacto na microbiota.

Analise molecular:

A avaliacdo molecular das amostras em relagédo a presenca de bombas

de efluxo demonstrou que os genes codificadores gacAE e gacB néo
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estiveram presentes nas bactérias testadas. O gene gacE foi encontrado
em 1 amostra de K. pneumoniae e em apenas 3 amostras de VRE do
grupo controle. Esse dado € compativel com estudos associados ao VRE,
sendo que em 2012, um estudo detectou a presenca do gene gqacA/B em
apenas quatro amostras de 585 testadas (0,7%). Porém nesse estudo
esses quatro isolados apresentaram CIMs elevadas para o biocida
quaternario de amonia (49). Os genes codificados gqac sdo muito descritos
em S. aureus, (30, 38, 39, 42, 45), porém a prevaléncia em Gram-

negativos é muito variavel nos estudos.

Em nosso estudo, nao foi possivel associar a presenca das bombas de
efluxo com o aumento da CIM para clorexidina, com o periodo de
exposicao e nem com a deteccdo de gene de resisténcia antimicrobiana.
Apesar disso, a alta porcentagem de resposta ao CCCP no momento pos-
exposicao é um forte indicio de que o aumento da CIM, e a exposi¢do ao
antisséptico estdo relacionados com a presenca de bombas de efluxo de

tipos ndo testados em nosso estudo.

Observamos, contudo que a deteccdo da bomba de efluxo CepA
esteve relacionada com maior resposta ao CCCP nas amostras de K.
pneumoniae. Este achado foi descrito por Abuzaid et al (43), que obteve
reducdo das CIMs de clorexidina em praticamente todas as amostras que
positivaram a bomba de efluxo CepA. Estudo em Taiwan demonstrou que
0 gene CepA esta relacionado a CIMs elevadas de clorexidina em
amostras de K. pneumoniae, (75, 76). Em 2002, outro estudo relacionou o
gene cepA a tolerancia a clorexidina, por meio de mecanismo de bomba

de efluxo (77).
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A avaliacdo de clonalidade, realizada com as amostras deste estudo,
encontrou um perfil policlonal em relagdo as amostras de K. pneumoniae,
VRE e A. baumannii dos momentos pré e pos-exposicdo. Contudo
observamos a predominancia de poucos clusters de P. aeruginosa no
periodo pés-intervencdo. O dendrograma realizado demonstrou que 10
das 22 amostras avaliadas (45,5%) apresentaram semelhanca de >80%.
Esse fato pode sugerir que o uso macico do antisséptico na unidade tenha
colaborado para a mudanca do perfil policlonal das amostras de P.
aeruginosa do periodo pré-intervencdo, inclusive favorecendo o

surgimento de um perfil mais virulento (78) e monoclonal (67).

Do nosso conhecimento, o presente estudo € o Unico que avaliou o
impacto da intervencdo por maior periodo de tempo, tanto em relagdo as
medidas de incidéncia de IRAS, como em relagdo ao impacto ambiental do
antisséptico, sendo que outros estudos prospectivos e multicéntricos tém
realizado a intervencdo por apenas 6 meses, 0 que pode ter diminuido o
impacto na microbiota das unidades avaliadas. (9, 10). Acreditamos que esta
avaliacdo prolongada € importante principalmente em unidades t&o

vulneraveis, como as de pacientes submetidos a TCTH.

Limitacdes

O estudo tem algumas limitagdes, além de ser de um anico centro, o longo
periodo de observacdo, pode trazer fatores confundidores para analise. No
periodo de 9 anos, ocorreram surtos, mudancas no perfil da microbiota

hospitalar e mudancas na politica de internacdo da unidade, impactando em
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alteracdo epidemioldgica do paciente internado na enfermaria. Apesar disso
as taxas de mortalidade em 30 dias e em 1 ano foram semelhantes nos dois

periodos.
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7 Conclusodes
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Neste estudo, foi demonstrado que o uso do banho diario de
clorexidina levou a diminuicdo significativa da densidade de
incidéncia tanto de colonizacdo, quanto de infec¢cdo por VRE na
unidade de TCTH.

Nao foi observado o mesmo efeito em relagdo as bactérias gram-
negativas, que vem aumentando sua prevaléncia na unidade e no
hospital exponencialmente.

Evidenciamos também que o uso de banho de CGH degermante
2% acarretou em aumento da CIM para bactérias gram-positivas,

A principal bomba de efluxo encontrada foi a CepA. Sendo as
demais (gacA, gacEk, gacAB) foram apenas raramente encontrados.
N&o foi possivel relacionar os mecanismos de resisténcia e
tolerancia aos antissépticos, apesar da relacdo estar amplamente
descrita na literatura.

Foi identificado um perfil clonal das amostras de P. aeruginosas no
periodo pos-intervencdo. As demais espécies testadas

apresentaram perfil policlonal.
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Anexos

Figura 22: Distribuicdo temporal das densidades de incidéncia de colonizacao e infeccao

por VRE nos momentos pré e pés-intervengao nas UTls clinicas do ICHC de 2005 a 2013

Model (0,1,1) (0,0,0)

Variable Betta SE P value
VRE, col, HC
Constant -0.140 0.203 0.492
Secular 0.001 0.003 0.72
< | |
S - - - Taxas observadas
Modelo completo
= o _— . =
§' = - - - Previsdo sem a interveng¢do
S = = = Previsdo com a intervencdo
g =
=) = = = Momento da interven¢do
=
K=
B o
M
=
o
8
w o ©
o
>
5
2 YT 4
B
2
@
o
P
o 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
wn wn © ©o ~ ~ =] =] [=2] {23 o o - - o~ o~ (32 (32 <
o (=] o o o o o o o o — — — — — — — — —
£ 3§ 3§ 3§ =5 35 3§ = § 3 5§ 3 §
VRE, infection, HC
Modelo (1,0,2) (1,0,1)
Variavel Betta SE P value
Secular 0.009  0.007 0.209
Intervengdo 0.309 0.376 0.414
Pos-intervengao -0.015 0.010 0.131
© 4
&
=
= - - - Taxas observadas
§ Madelo completo
= - - - Previsdo sem a intervencdo
= < -
-% - - - Previsdo com a intervengio
.,E = = = Momento da intervengio
£
o
>
s
2 o~
2}
2
)
a W
o d
T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
w LW YW © ~ ~ ® ® % @ S o = =S &N o ® o %
s 8 8 8 & 5 8 8 83 8 3 3 4 S5 49 S5 3 S3
£ 3 § 3 § 3 § 3 5§ 3 5§ 3 § 3 8§ 3 8§ 3 §

105



