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RESUMO

Objetivo: Explorar a ocorréncia adaptativa de espécimes
bacterianos ao composto Clorexidina (CLX). Revisao sistema-
tica a partir de artigos publicados no periodo de 2013 a 2017 e
indexados nos bancos de dados Pubmed/MEDLINE, LILACS,
ScienceDirect e SciELO, com a utilizagcdo dos termos chaves
“chlorhexidine”, antiseptic”, “bacteria”, “microorganisms” e
“decreased susceptibility”. Informagdes referentes aos auto-
res, ano da publicac¢do, pais de origem, espécies bacterianas,
metodologia relacionada a CLX, resultados e conclusées foram
obtidas dos estudos analisados. Contetido: A revisao incluiu
1.433 espécimes obtidas de 15 estudos. Sendo as espécies clini-
cas mais reportadas o Staphylococcus aureus e o Acinetobacter
baumannii. Como metodologias adotadas para avaliagdo da
susceptibilidade & CLX, destacam-se os métodos de dilui¢ao
seriada para a determinagao da Concentragao Inibitéria Mi-
nima (CIM) e da Concentragdo Bactericida Minima (CBM).
Os estudos mostraram evidéncias significativas de redugédo
de susceptibilidade a CLX na maioria das espécies investi-
gadas. Conclusdo: Foi constatado a resisténcia ou redugio
consideravel da susceptibilidade a CLX na literatura explorada
pelo método cientifico empregado. Contudo, ha a necessidade
de investigagdes adicionais que possam assessorar a vigilancia
epidemioldgica da adaptacio genética bacteriana a esse biocida.

Descritores: Revisdo sistemdtica. Biocidas. Antissépticos.
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Clorexidina. Susceptibilidade diminuida.

ABSTRACT

Objective: Explore the adaptive occurrence of bacterial
specimens to the compound Chlorhexidine (CLX). Methods:
Systematic review of articles published in the period from 2013
to 2017 and indexed in the Pubmed / MEDLINE, LILACS,
ScienceDirect and SciELO databases using the key terms
“chlorhexidine”, "antiseptic’, "bacteria’, "microorganisms"
and "Decreased susceptibility”. Information concerning the
authors, year of publication, country of origin, bacterial spe-
cies, CLX - related methodology, results and conclusions were
obtained from the studies analyzed. Contents: The review
included 1,433 specimens obtained from 15 studies. The most
common clinical species are Staphylococcus aureus and Acine-
tobacter baumannii. As methodologies adopted to evaluate the
susceptibility to CLX, we highlight the serial dilution methods
for the determination of Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC). The
studies showed significant evidence of reduced susceptibility
to CLX in most of the species investigated. Conclusion: Re-
sistance or considerable decrease of susceptibility to CLX was
found in the literature explored by the scientific method em-
ployed. However, there is a need for additional investigations


http://jic-abih.com.br/index.php/jic/issue/archive

that may assist the epidemiological surveillance of bacterial
genetic adaptation to this biocide.

Keywords: Systematic review. Biocides. Antiseptics.
Chlorhexidine. Decreased susceptibility.

RESUMEN

Objetivo: Explorar la instancia adaptativa de las mues-
tras bacterianas para el compuesto Clorexidine (CLX). Siste-
maticos de articulos publicados en el periodo de 2013 a 2017
e indexados en los bancos de datos Pubmed / Medline, Lilacs,
ScienceDirect y SciELO, utilizando términos clave "clorhexi-
dina", antiséptico, bacterias y microorganismos evaluacién
"Susceptibilidad". Las informaciones referentes a los autores,
afio de publicacion, pais de origen, especies bacterianas, me-
todologia relacionada a la CLX, resultados y conclusiones se
obtuvieron a partir de los estudios analizados. Contenido: La
revision incluyé 1.433 especimenes obtenidos de 15 estudios.
Las especies clinicas mds relatadas son Staphylococcus aureus
y Acinetobacter baumannii. Como metodologias adoptadas
para evaluar la susceptibilidad al CLX, destacan métodos de
dilucion en serie para determinar la concentracién inhibitoria
minima (MIC) y la Concentracién Bactericida Minima (MBC).
Los estudios mostraron evidencias significativas de suscepti-
bilidad reducida a la CLX en la mayoria de las especies inves-
tigadas. Conclusion: La resistencia o considerable reduccién
de la susceptibilidad a la CLX en la literatura explotada por el
método cientifico utilizado fue confirmada. Sin embargo, hay
necesidad de investigaciones adicionales que puedan orientar
la vigilancia epidemioldgica de la adaptacion genética bacte-
riana a ese biocida.

Palabras Clave: Revision sistemdtica. Biocidas. Antisép-
ticos. Clorhexidina.

INTRODUCAO

Os biocidas, incluindo antissépticos e desinfetantes, sio
utilizados extensivamente em hospitais e em outros ambientes
de cuidados de saude, para a esterilizagdo de varios disposi-
tivos e superficies de equipamentos médicos, como também
no processo de antissepsia do paciente."? Os antissépticos
conceituam-se como produtos que aniquilam ou inibem o cres-
cimento de microrganismos em tecidos bidticos.’ Dentre esses
compostos, a Clorexidina (CLX) ou Gluconato de clorexidina,
¢é amplamente utilizada em hospitais, clinicas e laboratérios.
Dispde de um mecanismo de a¢dao que se baseia na modifica-
¢do da integridade da membrana lipidica bacteriana, por ser
um cétion que se liga aos grupos fosfatos dos acidos teicoicos
em Gram positivas e aos lipossacarideos em Gram negativas.*
Classificada como uma biguanida catiénica, a CLX, possui
amplo espectro de atividade bactericida e baixa toxicidade,
contudo, existem relatos na literatura de resisténcia ou dimi-
nui¢do de susceptibilidade a esse composto. Esse evento é me-
diado, principalmente, pela perda ou redu¢do da expressao de
porinas que reduzem a permeabilidade da membrana externa
e pela expressdo de bombas de efluxo, uma vez que os biocidas
sao bons substratos para a maioria das bombas.® A resisténcia
bacteriana aos biocidas, tal como ocorre em relacdo aos anti-
bioticos, pode ser classificada como intrinseca, conferida por
elementos genéticos inatos da bactéria, ou adquirida, mediada
por mutagdes pontuais ou por plasmideos ou transposons.?

Alguns estudos explicam que esse comportamento feno-
tipico estd associado a evidéncias genéticas perante exposi¢ao
a esses compostos, tal como a presenca de genes que codificam
proteinas de sistemas de bombas de efluxo da familia SMR
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(Small Multidrugs Resistance) conferindo susceptibilidade
reduzida a CLX, gerando assim uma nova problematica, para
além da multirresisténcia aos antibiéticos muito retratada em
varias espécies bacterianas.5-

Nesse contexto, a presente revisdo sistematica objetivou
pesquisar artigos cientificos recentes sobre a resisténcia ou
diminuicdo da susceptibilidade a CLX, visando melhorar a
compreensdo do assunto.

METODOS

O estudo retrata uma revisdo sistematica de literaturas
publicadas entre o periodo de 2012 a 2017 sobre organismos
bacterianos e a possivel diminui¢do da susceptibilidade ou
resisténcia ao antisséptico CLX. Revisdes nesta drea ndo foram
encontradas na Biblioteca Cochrane (The Cochrane Database
of Systematic Reviews).

Estratégia de Busca

Realizou-se, entre os meses de agosto a setembro de 2017,
uma busca eletronica nos bancos de dados MEDLINE (Medi-
cal Literature Analysis and Retrieval System Online), LILACS
(Latin American and Caribbean Literature in Health Sciences),
SciELO (Scientific Electronic Library Online) e ScienceDirect,
limitando-se aos artigos originais de estudos empiricos, em
inglés, publicados no quinquénio 2013-2017. As palavras cha-
ves utilizadas foram: “chlorhexidine”, antiseptic”, “bacteria”,
“microorganisms” e “decreased susceptibility”.

A fim do computo do numero total de estudos encontra-
dos, apurou-se, inicialmente, a existéncia de duplicatas entre
os bancos de dados.

Selec¢ao dos Estudos

A sele¢do dos estudos foi realizada segundo as diretrizes
da declaragdo PRISMA.>® Os artigos foram submetidos a
triagem mediante a leitura inicial dos titulos e dos resumos e,
posteriormente, de todo o corpo textual. Foram eliminadas as
pesquisas com mais de 5 anos de publicagdo, artigos de revi-
sOes e capitulos de livros. As discordancias entre os revisores
foram resolvidas por consenso.

Os critérios de inclusdo para esse estudo foram: [i] pes-
quisas com microrganismos bacterianos, [ii] que abordaram
o biocida CLX e [iii], testaram a susceptibilidade a CLX por
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e/ou Concentragiao
Bactericida Minima (CBM). Como critérios de exclusdo, publi-
cagdes: [i] que ndo analisam a susceptibilidade a CLX, [ii] que
investigaram a eficacia da CLX, [iii] que analisaram somente
resisténcia aos antibiéticos induzidas por CLX, [iv] cujos temas
nao apresentaram coeréncia com titulo, [v] ndo disponiveis na
integra e [vi] com escrita em lingua nao-inglesa.

Qualidade dos Estudos

A qualidade das referéncias foi averiguada por um dos
revisores através da avaliagdo sugerida por Munn et al., 2014."°
Essa foi composta por dez perguntas com o intuito de garantir
a representatividade da amostra, recrutamento adequado,
validade dos métodos, interpretagdo dos dados, como também
a aplicabilidade dos resultados. De acordo com o resultado,
cada artigo foi classificado nos niveis de qualidade boa,
média e baixa.

Extragao dos Dados

As informagdes selecionadas em cada uma das publi-
cagdes foram: autores, ano da publicagdo dos artigos, amos-
tra bacteriana, metodologia relacionada a CLX, resultados
e conclusoes. Nos casos dos estudos que analisaram outros




biocidas, somente a metodologia e resultados relacionados a
CLX foram considerados.

RESULTADOS

Um total de 894 referéncias foram identificadas, sendo
317 e 577 provenientes dos bancos de dados Pubmed/MEDLI-
NE e ScienceDirect, respectivamente. As plataformas LILACS
e SciELO néo revelaram resultados relativos ao tema. Dessas
referéncias, excluiram-se 3 duplicatas, 590 por se tratarem de
estudos publicados ha mais de 5 anos e 157 por tratarem-se
de artigos de revisdo e capitulos de livros. Selecionou-se
146 artigos das referéncias remanescentes apds a realizagao
de triagem a partir do titulo e resumo; desses, 117 foram
excluidas por ndo atenderem aos critérios de inclusdo. Apos
essa avaliagdo de elegibilidade e a subsequente leitura dos 26
artigos apurados, 2 foram rejeitados por falta de acesso ao tex-
to na integra e 9 por apresentarem o foco divergente ao tema.
A figura 1 esquematiza o processo de sele¢ao das 15 referéncias
discutidas no corpo dessa revisdo.

Esses estudos avaliaram um total de 1.433 espécimes
bacterianos, com predominéncia das espécies Staphylococcus
aureus (986/1433; 68%) e Acinetobacter baumannii (217/1433;
15%). Referente a essas cepas, um total de 45% dos isolados
foram caracterizados como resistentes ou multirresistentes a
antibioticos, com destaque ao S. aureus resistente a Meticilina
(MRSA) e ao A. bauamnnii resistente aos carbapenémicos
(CRAB), ambos recentemente classificados pela Organizagdo
Mundial de Satude (OMS) como organismos que representam
grande ameaga a saide humana."

Uma parcela consideravel dos estudos (7/15: 46%) em-
pregou metodologias de avaliagdo da susceptibilidade a CLX
baseadas em técnicas de dilui¢do para a determinagio da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) - Minimal Inbitory
Concentration (MIC) - ou ainda ensaios de Concentra¢ao Bac-
tericida Minima (CBM) - Minimal Bactericity Concentration
(MBC). Esses dois procedimentos baseiam-se em parametros
de avaliagdo in vitro que podem ser aplicados para classificar
0 microrganismo como sensivel, intermedidrio ou resistente a
um determinado composto farmacolédgico, permitindo moni-
torar o desenvolvimento de resisténcia aos agentes antimicro-
bianos utilizados na clinica.”

Os principais métodos de diluigdo aplicados na estipu-
lagdo da CIM/CBM foram a microdilui¢dio em caldo (9/15;
60%) e a diluigdo em meio solido (3/15; 20%). A maioria dos
estudos fez uso de técnicas da biologia molecular, como a
Reacdo da Cadeia de Polimerase (PCR) (9/15; 60%), a fim de
comprovar a nivel genético a aquisi¢ao de genes da resisténcia

Tabela 1. Sumarizacado dos estudos incluidos na reviséo.

nos isolados. E uma minoria aplicou a técnica da Reagdo da
Cadeia de Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) para analise
da expressao dos genes relacionados com a resisténcia (3/15;
20). No caso, os principais genes identificados, especificamente
qac’s (8/15; 53%) e smr (4/15; 26%), localizam-se em elementos
genéticos moveis e sua presenca em plasmideos de resisténcia a
antibidticos tem apontado para uma resisténcia cruzada entre
biocidas e antibidticos.>**

A sintese dos estudos identificados quanto a autoria, pais
de origem, metodologia aplicada, resultados obtidos e inferén-
cias estipuladas pode ser observada na figura 1.

Identificagido

Nimero de referéncias identificadas nas bases de dados
=894
Pubmed/MEDLINE (n =317)
ScienceDirect (n =577)
Lilacs (n =0)
Scielo (n =0)

Exclusdo das duplicatas
(n=3)

Triagem

Numero de referéncias triadas a partir do
titulo e resumo
n=2891

Excluséo dos trabalhos com
mais de 5 anos (n = 590)
Excluséo das revisdes e dos
capitulos de livros (n = 157)

Elegibilidade

Namero de referéncias analisadas para
decidir sua elegibilidade
n=144

Excluidas por ndo atenderem
os critérios de inclusio
(n=118)

Numero de referéncias analisadas para
decidir sua elegibilidade
n=26

Excluidas por falta de acesso
ao texto na integra (n =2)
EEENEEEN Excluido por apresentar foco
diferente ao da revisdo (n=9)

Incluidos

Numero total de referéncias incluidas na
revisdo
n=15

Figura 1. Fluxograma representando o processo de sele-
¢ado dos estudos incluidos na revisao sistematica.

Autor, ano, pais (ref.)  Espécimes bacterianos Metodologias Resultados Inferéncias
Mombeshora; Pseudomonas aeroginosa  CIM? por microdiluicdo em caldo  Reducéo do CIM da CLX< de 6.3 ug/ Participagao significante de
Mukanganyama, 2017.1¢ e Staphylococcus aureus determinados com e sem os ml para 3.2 pg/ml na presenga do bombas de efluxo na expulsao
Zimbabwe inibidores da bomba de efluxo reserpine. da CLX em P. aeroginosa.
ABC (CCCP® e reserpine).
Marolf et al., 2017.24 S. aureus CIM por microdiluicdo em caldo Elevado CIM de CLX (2 pg/mL) em CLX pode ser amplamente
EUA e pesquisa dos genes gac pela 7/104 isolados; Auséncia dos genes utilizado em pacientes
técnica da PCR.¢ qgacA/B em todos os isolados. hospitalizados sem selecionar S.
Elevado CIM em 54.5% dos aureus resistente a CLX.
Gomaa et al,, 2017.4 Acinetobacter baumannii  CIM por macrodiluicdo em caldo isolados; presenca dos genes dos Restricdo do uso de biocidas
EUA multirresistentes e pesquisa dos genes de gace  qacE e gacAEL em 45.5% e 68% dos € necessaria, visto que houve
cepA pela técnica da PCR. isolados respectivamente, e auséncia redugédo de susceptibilidade a
do gene cepA. CLX; podendo contribuir para

a permanéncia no ambiente
hospitalar e desencadeamento
de IRASe.
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Gadea et al,, 2017.%
Espanha

Chrysoebacterium
sp., Bacillus cereus,

Enterococcus faecalis, E.
casseliflavus, E. faecium,

Enterococcus sp.
Staphylococcus sapro-

phyticus, Staphylococcus

sp., Enterobacter sp.,

Patoea sp., Salmonella sp.

CIM e CBM' por microdilui¢do
em caldo e pesquisa dos genes
qac pela técnica da PCR.

Tolerancia aumentada a clorexi-
dina em 92% dos isolados apds a
exposi¢do gradual a CLX e presenga
do gene gacH em 2 isolados do
género Enterococcus.

Exposicdo repetitiva a CLX e
cetrimide, diminui a susceptibili-
dade aos antibioticos e a outros

biocidas nas bactérias.

Prag et al.,, 2014.7
Suécia

S. epidermidis

CIM por diluigdo em meio
sélido e pesquisa e analise
da expressdo dos genes gac
pelas técnicas da PCR e PCR-RT,
respectivamente.

Elevado CIM da CLX em 13 isolados
e 8 com susceptibilidade reduzida.
Presenca dos genes gacA/B em
43% (62/143) dos isolados e smr 6%
(8/143) e gacH em 1 isolado.

S. epidermidis isolados de
infeccdes clinicas apresentam
diminuicado da susceptibilidade
a CLX em comparagao com as
estirpes comensais.

McNeil et al., 2016.2°
EUA

S. aureus

CIM e CBM de CLX por macro-
diluicdo em caldo, pesquisa dos
genes de resisténcia gac e smr.

Presenca de um ou ambos os genes
em 44.9% (111/147) dos isolados;
diferencas significativas no CBM90"
entre os isolados com ambos os
genes (> 256 pg/mL).

A tolerancia genotipica aos
antissépticos é comum entre as
IRAS,e o impacto sinérgico no
CIM/CBM da CLX deve-se a pre-
senga de genes de resisténcia.

Ferna; Vila; Marti,
2015.5
Espanha

A.baumannii

CIM e CBM de CLX por micro-
diluigdo em caldo; analise da
expressdo de genes de bombas
de efluxo (AdeB, AdeJ, AbeM,
AbeS e AmvA) e porinas (OmpA,
CarO, OprD e Omp) pela técnica
da RT-PCR.

Valores variaveis do CIM da CLX e
aumento na expressdo génica de
adeB, abeS e amvA e diminuicdo na
expressao do gene ompA.

A. baumannii mostra susceptibi-
lidade reduzida a CLX e parece
induzir co-resisténcia a alguns

agentes antimicrobianos.

Liu et al.,, 2015.22
China

MRSA'

CIM e CBM por microdilui¢do
em caldo; pesquisa e analise da
expressao de genes gac e smr
pelas técnicas da PCR e RT-PCR,
respectivamente.

Susceptibilidade reduzida a CLX, em
83% (44/53). Presenca dos genes smr
e gac em 77% e 83% dos isolados,
respectivamente.

A toleréancia a biocidas pode
contribuir para a persisténcia
de MRSA no hospital e tornar a
desinfeccao uma tarefa dificil no
controle de IRAS.

Kim et al., 2015.%
EUA

BCC

CIM e CBM por microdilui¢do
em caldo.

BCC em agua pode permanecer
vidvel com baixa susceptibilidade
aos antissépticos, como a clorexidi-
na, por 14 dias.

BCC sobrevive em soluc¢des
antissépticas, CLX inclusive e ha
necessidade de mais investi-
gagdes sobre estratégias de
sobrevivéncia quando expostas a
diversas solugdes antissépticas.

Mendoza-Olazaran
et al., 2014.1¢
México

A. baumannii

CIM por diluicdo em meio sélido.

De outubro a dezembro os valores
de CIM50% diminuiram de 128 mg/L
para 8 mg/mL e de 256 mg/L para 16
mg/mL para valores de CIM90.

Diminuigao significativa nas CIMs
apods exposicao dos pacientes a
banhos com CLX a 2%.

McNeil et al., 2014.2*
EUA

S. aureus

CIM e CBM por macrodiluigao
em caldo e pesquisa do gene
smr pela técnica da PCR.

Presenca do gene smr em 14%
(56/200) das amostras. Os isolados
que apresentaram o gene tiveram
o CIM e CBM mais elevado quando

comparado com as cepas sem o gene.

Prevaléncia elevada de
smr-positivo nao foi clara, mas
pode refletir a disseminagéo de

cepas resistentes a drogas na
comunidade e no ambiente de
cuidados da saude.

Mufioz-Gallego et al.,
2016.%
Espanha

MRSA

CIM e CBM por microdiluicdo de
caldo e pesquisa dos genes gac
pela técnica da PCR.

Os valores CIM50 e CIM90 foram de
1 mg/L e os valores CBM50 e CBM90
foram 1 e 2 mg/L, respectivamente.

Néao houve prevaléncia de MRSA
com susceptibilidade reduzida
a CLX no hospital. CLX tem
maior potencial para prevenir a
infecgdo causada pelo MRSA.

Lepainteur et al.,
2013.%
Franca

SCN!

CIM por microdiluicdo de caldo
e pesquisa dos genes gac pela
técnica da PCR.

Diminuigdo da susceptibilidade a

CLX em 12% (6/51) dos isolados e

presenca do gene gacA/B em 63%
(32/53).

Identificados niveis preocu-
pantes de perda fenotipica de
susceptibilidade a biocidas e
genes de resisténcia em SCN
isolados de recém-nascidos
expostos a biocidas.

Tuon et al., 2017.%°
Brasil

MRSA, CRAB™, CESP",
CRPA°, MSSAP, CSABS,
CSPA'", KPCs, Proteus

sp., Stenotrophomona e

Klebsiella sp.

CIM e CBM por microdilui¢do
de caldo.

CIM e CBM para clorexidina <0,039
mg/mL.

N&o houve redugdo da
susceptibilidade dentre todos os
isolados.

Hughes; Ferguson,
2017.#
Australia

S. aureus.

CIM por diluigdo em meio solido
para CLX! e Triclosan.

Elevados valores do CIM em 10%
(19/198) para a CLX.

Os valores elevados do CIM para
CLX e Triclosan foram iguias ou
inferiores a outros paises

aCIM - Concentracao Inibitéria Minima; ® CCCP - Carbonyl Cyanide M-Chlorophenylhydrazone; < CLX- Clorexidina; ¢ PCR- Reacdo em Cadeia da Polimerase; ¢IRAS - Infeccbes Relacionadas a
Assisténcia a Saude; 'CBM — Concentracédo Bactericida Minima; 9 RT-PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; " CIM90 - Concentracdo Inibitéria Minima letal para 90% dos isolados;
{MRSA - Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina;’ BCC - Complexo Burkholderia Cepacia, ¥ CIM50 - Concentracdo Inibitoria Minima letal para 50% dos isolados; 'SCN - Staphylococcus
Coagulase-Negativos; " CRAB - Acinetobacter baumannii Resistente a Carbapenémicos; " CESP - Citrobacter, Enterobacter, Serratia, Providencia; ° CRPA — Pseudomonas aeroginosa Resistente a
Carbapenémicos; » MSSA - Staphylococcus aureus Susceptivel a Meticilina; I CSAB - Acinetobacter baumannii Sensivel a Carbapenémico,; " CSPA- Pseudomonas aeroginosa Sensivel a Carbapenémi-
cos; *KPC- Klebsiella pneumonie Produtora de Carbapenemases.
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DISCUSSAO

CLX é considerada um biocida padrdo ouro, usada
tanto como antisséptico como desinfetante. E uma substancia
fundamental para prevengdo de Infecgoes Relacionadas a As-
sisténcia a Saude (IRAS), amplamente empregado em hospitais
na desinfeccdo de equipamentos e na limpeza de superficies
bidticas, ja que pode agir como bacteriostatico ou bactericida,
dependendo da concentragdo usada. Somando-se a isso, tem
a capacidade de agir em bactérias Gram negativas e Gram
positivas.!>1®

Em relagdo aos principais microrganismos responsaveis
por causar IRAS, destacam-se Staphylococcus aureus, Entero-
coccus sp., Klebsiella sp., Acinetobacter sp. e Pseudomonas ae-
ruginosa.” O uso incorreto de biocidas nos cuidados pessoais
e na medicina humana tem levado, junto com outros fatores, a
sele¢ao de cepas menos susceptiveis, posto que ha o aumento
adaptativo de mecanismos de resisténcia a multiplas drogas, e
até mesmo aos biocidas.**

Afim de determinar a CIM capaz de inibir o crescimento
dos microrganismos, os estudos utilizaram as técnicas de
microdilui¢do em caldo e em meio sélido. Em adigdo, muitos
também mensuraram CBM, que corresponde a concentragao
capaz de eliminar totalmente o crescimento do microrganismo.

Para aferi¢do da susceptibilidade (CLX) de cepas das
espécies S. aureus e P. aeruginosa, Mombeshora e Mukan-
ganyama (2017) empregaram a metodologia da microdilui¢ao
em caldo, contudo a CIM foi determinada com e sem os inibi-
dores da bomba de efluxo da superfamilia ABC (“ATP-binding
cassette”), especificamente Carbonyl Cyanide M-Chloropheny-
Ihydrazone (CCCP) e reserpine. No caso, os autores observaram
uma redugdo da CIM a CLX de 6.3 pg/ml para 3.2 ug/ml na
presencga de reserpine, porém nenhuma alteragdo significativa
para o S. aureus com a utilizagao do CCCP.

Acredita-se que a alteragdo/indugdo da expressao de
bombas de efluxo é um evento inicial no surgimento da resis-
téncia aos antibidticos e & CLX.'® A reserpina, o verapamil, o
carbonil cianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) e a clorpro-
mazina sdo exemplos de inibidores de bombas de efluxo capa-
zes de aumentar a retenc¢do intracelular e, consequentemente, a
eficacia dos biocidas. A reserpina, por exemplo, age alterando
a gerac¢do da forca motriz de protons necessaria para o funcio-
namento de bombas de efluxo multidrogas. Ja o CCCP afeta os
niveis de energia da membrana bacteriana, abolindo o efluxo
de uma ampla gama de moléculas.”

Mcneil et al. (2015) investigou a ocorréncia de genes de
resisténcia {gacA ou qacB (qac A/B) e smr} em espécies bacte-
rianas de S. aureus que mostraram redu¢ao da susceptibilida-
de a CLX. Entre as duas mil e oitenta amostras coletadas no
Hospital Infantil do Texas durante o periodo de 2007-2013, 247
demostraram resisténcia a CLX com um CIM > 512 ug/mlL,
usando o método da microdilui¢do em caldo. Nesses isolados
foi verificada a presenga de um ou ambos os genes em 111 cepas
(44.9%), também como evidenciou diferencas significativas
no CBM90s entre os isolados com ambos os genes (> 256 ug/
mL).? Dessa forma, pode-se inferir que a tolerancia genotipica
aos antissépticos é comum entre S. aureus de proveniéncias
hospitalar, e que o impacto sinérgico no CIM/CBM da CLX se
deve a presencga dos genes de resisténcia pesquisados.

Em um trabalho anterior, Mcneil et al. (2014), exploran-
do esse mesmo microrganismo Gram positivo, S. aureus, en-
controu resultados que agregam aos achados descritos a cima.
Neste determinou a CIM e CBM por microdilui¢ao em caldo
e a pesquisa do gene smr pela técnica da PCR, e constatou a
presencga do gene smr em 14% (56/200) dos isolados, além disso
as amostras que apresentaram o gene apresentaram o CIM e CBM
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mais elevado quando comparado os isolados sem o gene.*!

Colaborando com os resultados desses estudos, Liu
et al. (2015) coletou e estudou 53 isolados de MRSA em seis
hospitais Universitarios na China durante o periodo de 3 anos.
Eles efetuaram a pesquisa da CIM e CBM, por microdiluigdo
em caldo, como também a pesquisa e analise da expressdo de
genes de bombas de efluxo pelas técnicas da PCR e PCR-RT.
Preocupantemente, os autores observaram niveis de suscep-
tibilidade a CLX em 83% (44/53) dos isolados com CIM > 2
pg/ml, e sensibilidade em apenas 5 amostras (5/53; 9,4%).*’me-
thicillin-resistant Staphylococcus aureus (MuH MRSA Isso
demonstra mais um fato para se cientificar que tolerancia a
biocidas tem um grande papel para a persisténcia de MRSA no
hospital, somando-se ao fato de tornar a elimina¢do de MRSA
uma tarefa mais dificil no controle de IRAS.

Durante o periodo de 2012 e 2014, Mufoz-Gallego et al.
(2016) investigaram MRSA em instalagdes de 1300 leitos do
Hospital Universitario 12 de Octubre/Madri-Espanha. Nesse
estudo observacional, os autores ndo encontraram resultados
significativos em relagdo a prevaléncia de MRSA com suscepti-
bilidade reduzida a CLX: CIM50 e CIM90 de 1 mg/L e CBM50
e CBM90 de 1 e 2 mg/L, respectivamente.® Dessa forma, foi
demonstrado que cepas com resisténcia a CLX ainda nio se
encontram nesse hospital, consequentemente o biocida tem
maior potencial preventivo contra o MRSA.

Hughes e Ferguson (2017) relataram que os valores
elevados do CIM para CLX e triclosan na Australia é igual ou
inferior a encontrada em outros paises. Para isso, avaliaram a
CIM de 198 isolados S. aureus resistentes e sensiveis a metici-
lina (161 MRSA e 37 MSSA) obtidos de 1.244 isolados clinicos
de hemoculturas, swabs, aspirados, tecidos, suturas e urinas de
enfermos hospitalizados em hospitais regionais. A partir do
método de diluigdo em agar e incorporando os antissépticos
em concentragdes de 0,06 mg/L até 256 mg/L, verificaram que
10% (19/198) apresentaram uma CIM aumentada (CIM > 4
mg/mL) paraa CLX.*

Em um Hospital Médico de Nebrasca, Marolf et al.
(2017) verificaram que a CLX pode ser amplamente utilizado
em pacientes hospitalizados sem selecionar S. aureus resistente
a CLX. No caso, observaram CIM elevada (CLX > 2 ug/mL)
em 7/104 isolados, o0 que representa menos de 8% das amostras.
Além disso também relataram a auséncia dos genes gacA/B em
todos os isolados.”

Somando-se a esses achados, Lepainteur et al. (2013), fi-
zeram um estudo fenotipico e molecular avaliando a prevalén-
cia de cocos Gram positivos e coagulase negativa, resistentes
ao antisséptico CLX e mupirocina em uma Unidade de Terapia
Intensiva Neonatal de referéncia francesa. Cinquenta e um
(51) estafilococos coagulase negativa (SCN) - S. epidermidis (n
=25), S. capitis (N=18), S. haemolyticus (N= 2) e outras espécies
(N=6) - isolados de infec¢des sanguineas associadas a cateter
em neonatos prematuros tiveram a CIM determinada por
microdilui¢do em caldo Miiller-Hinton em triplicata. Desse
total, 12% das amostras (6/51) apresentaram susceptibilidade
reduzida (CIM = 2mg/mL).** Embora a susceptibilidade a CLX
ainda seja prevalente entre Staphylococcus sp., é preocupante a
identifica¢do de perda fenotipica de susceptibilidade a agentes
topicos e genes de resisténcia em SCN isolados de recém-nas-
cidos expostos a concentragdes mais baixas de agentes topicos.

Também utilizando o método de diluigdo em dgar Miil-
ler-Hinton com CLX (0.0025, 0.005, 0.01, 0.04 e 0.08 pg/ml),
Pragetal. (2014) avaliaram a expressao dos genes de resisténcia
qacA/B, smr, qacG, qacH e qac] em 143 isolados S. epidermi-
dis através das técnicas da PCR e PCR-RT. A diminuig¢do da
susceptibilidade a CLX foi constatada com mais frequéncia
em cepas que carreavam os genes qacA/B quando comparados




aos que ndo possufam. Por fim, ao realcarem a concordéncia
dos resultados obtidos pelos métodos fenotipicos e genotipicos
aplicados, os autores concluiram que a presen¢a de genes que
codificam bombas de efluxo (especificamente gac A/B e smr)
diminui a susceptibilidade a CLX.”

A respeito do coco-bacilo Gram-negativo ndo fermen-
tador Acinetobacter baumannii, os trabalhos desenvolvidos
por Gomaa et al. (2017), Ferna; Vila; Marti (2015) e Mendoza-
-Olazaran et al. (2014) aludiram a respeito da existéncia de
susceptibilidade reduzida a CLX.>!418

Gomaa et al. (2017) analisaram a CIM da CLX de 56 iso-
lados de A. baumannii por microdiluigdo em caldo, como tam-
bém os genes de resisténcia qacE, qacAEl e cepA pela técnica
da PCR. Os genes qacE e qacAE1 foram detectados em 54,5% e
45,5% dos isolados respectivamente; além da auséncia do gene
cepa em 68% das amostras. Além disso 77% dos isolados tive-
ram redugdo da susceptibilidade a CLX." Ferna; Vila; Marti,
(2015), aferiram valores da CIM a CLX no intervalo de 2.4-39
mg/L, como também um aumento (diminui¢do) na expressio
génica de adeB, abeS e amvA (ompA). Ambos os trabalhos
corroboram com o senso de que a suceptibilidade reduzida a
CLX parece induzir co-resisténcia a alguns agentes antimicro-
bianos.” Apenas Mendoza-Olazardn et al., (2014) apresentou
discordéncia com os achados anteriormente mencionados. No
caso, os autores verificaram a diminui¢ao significativa nas CI-
Ms a CLX apos exposicao de 146 pacientes contaminados com
A. baumanni a banhos de CLX-2%, o qual esteva associado ao
aumento da produgéo de biofilme.'

Analisando outro Gram negativo nido fermentador -
Burkholderia Cepacia (BCC) - KIM et al. (2015) investigaram
a sobrevivéncia do BCC expostas a diversas solucdes antis-
sépticas; dentre elas a CLX. No primeiro dia de exposi¢ao, o
BCC apresentou uma susceptibilidade duas vezes maior que as
verificadas nos 40 dias subsequentes.?®

Expondo a andlise de varias espécies bacterianas - Chry-
soebacterium sp., Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Ente-
rococcus casseliflavus, Enterococcus faecium, Enterococcus sp.
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus sp., Enterobacter
sp. e Patoea sp., Salmonella sp. - isoladas a partir de alimentos
classificados como orgénicos, Gadea et al. (2017) demonstra-
ram um aumento de tolerdncia 8 CLX em 92% dos isolados (n
=70) ap0s a exposi¢do gradual.?

Recentemente, Tuon et al. (2017) estudaram a incidéncia
de espécimes patogénicas associadas a pneumonia por venti-
lagdo mecénica e a cobertura da placa dental de 16 pacientes
internados em UTIs tratados com CLX. Para isso, avaliaram as
concentragdes inibitdrias e bactericidas minimas a esse antis-
séptico. Dentre as espécies bacterianas isoladas, destacam-se a
Citrobacter sp., Enterobacter sp., Serratia sp., Providencia sp.,
Proteus sp. e Klebsiella sp., Escherichia coli, Stenotrophomona,
S. aureus susceptivel e resistente & meticilina, A. baumannii
e P. aeruginosa susceptiveis e resistentes a carbapenémico.
Concentragdes inibitorias e bactericidas baixas para CLX
(<0,039 mg/mL) foram encontradas em todas as amostras, o
que demonstra que nao houve redugido da susceptibilidade nos
dos isolados.*® Apesar da quantidade de tipos diferentes de
bactérias encontradas (n=117), a pequena amostragem de pa-
cientes é um viés a ser considerado na valida¢io das inferéncias
apresentadas pelos autores.

A utilizagdo da clorexidina é parte essencial das praticas
atuais de controle de infec¢do no ambiente hospitalar, em
especial, quando se objetiva limitar a disseminac¢do de clones
bacterianos multirresistentes. Assim, a redugao da susceptibi-
lidade a este composto aflige a capacidade médica de prevenir
infec¢bes durante cirurgias de rotina e emergéncia, e durante a
internagao em hospitais.

CONCLUSAO

Torna-se imprescindivel vigiar a evolu¢do dos perfis de
susceptibilidade bacteriana aos biocidas, em particular a CLX,
para que medidas preventivas sejam executadas com tempo
habil; evitando, pois, o surgimento de um problema global
de satde publica. Nessa perspectiva, a revisdo sistematica
de literatura se destaca como uma 4tima ferramenta para o
monitoramento (da susceptibilidade) nos diversos centros de
saude, bem como os possiveis fatores associados a expressio
do fenoétipo resistente.
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