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EPIGRAFE

“Foi o tempo que dedicastes a tua rosa
que a fez tdo importante”

(Antoine de Saint-Exupéry)



Estudo “in vitro” da eficacia de antissépticos contra clones hospitalares de

Acinetobacter baumannii

RESUMO

Introducdo. A resisténcia de amostras hospitalares de Acinetobacter baumannii aos
antibiodticos tem sido frequentemente descrito na literatura, entretanto, poucos estudos tém
investigado a resisténcia deste microrganismo aos antissépticos.

Objetivo. Avaliar a eficicia dos principais antissépticos usados para a higiene das maos
contra isolados hospitalares multirresistentes de Acinetobacter baumannii. A possivel
associacao entre a resisténcia a antibidticos e antissépticos foi também investigada.

Meétodos. O teste de suspensdo quantitativo, realizado na presenca de substancias
interferentes, conforme descrito na Norma Européia 13727 (EN 13727), foi usado para
investigar a atividade bactericida da clorexidina a 2%, povidona-iodo a 1%, alcool etilico 70%
(p/p) e do Alcool etilico em gel 70% (v/v) contra diferentes clones hospitalares
multirresistentes de Acinetobacter baumannii (N=33). Como requerimento minimo para a
atividade bactericida o produto testado deve demonstrar uma reducao de pelo menos 5 logio
(preparac@es alcoolicas) ou de 3 logy (clorexidina, povidona-iodo) no teste de suspenséo.
Resultados. Todos os isolados de Acinetobacter baumannii foram sensiveis aos antissépticos
testados nas condi¢des limpa (albumina 1,5%) ou suja (albumina 15% mais hemécias de
carneiro a 15%). A acdo bactericida médiaxdp dos produtos testados, expressa pelo fator de
reducdo logaritmica, nas condi¢des limpa e suja, foram de, respectivamente, 7,40+0,20 e
7,36x£0,53 (clorexidina); 7,36+0,46 e 7,37+0,41 (povidona-iodo); 7,46+0,20 e 7,42+0,32
(&lcool etilico); 7,40+0,32 e 7,48+0,12 (4lcool gel); demonstrando que cada produto testado
cumpriu o critério exigido para aprovacdo pela EN 13727.

Conclusdo. Todos os isolados hospitalares de Acinetobacter baumannii foram mortos pelos
antissépticos comumente usados na pratica hospitalar, sugerindo que higiene das maos deve
ser efetiva na prevencdo da disseminacdo de A. baumannii nos hospitais. N&o foi encontrada
associacao entre a resisténcia aos antibioticos e a reduzida susceptibilidade aos antissépticos.

Palavras-chaves. Acinetobacter, antisséptico, Norma Européia 13727, teste de suspensao.



“In vitro” study on efficacy of antiseptics against hospital clones of

Acinetobacter baumannii

ABSTRACT

Introduction. The resistance of hospital isolates of Acinetobacter baumannii to antibiotics
has been frequently described in literature; however, few studies have investigated the
resistance of this microorganism to antiseptics.

Objective. To evaluate the efficacy of the main antiseptics used for hand hygiene against
multidrug-resistant hospital isolates of Acinetobacter baumannii. The possible association
between antibiotic and antiseptic resistance was also assessed.

Methods. The quantitative suspension test performed in the presence of interfering substances
as described in the 13727 European Standard method (EN 13727) was used to investigate the
bactericidal activity of 2% chlorhexidine, 1% povidone-iodine, 70% w/w ethyl alcohol and
70% viv ethyl alcohol gel against different multidrug-resistant hospital clones of
Acinetobacter baumannii (N = 33). As a minimum requirement for the bactericidal activity
the tested product shall demonstrate at least a 5 logso reduction (for alcoholic preparations) or
at least a 3 logyp reduction (for chlorhexidine and povidone-iodo) in the suspension test.
Results. All isolates of Acinetobacter baumannii were sensitive to the antiseptics tested under
clean conditions (bovine albumin solution 1.5%) or dirty (15% bovine albumin solution plus
15% sheep erythrocytes). The meanzsd of bactericidal action of the tested products, expressed
by the logarithmic reduction factor, in the clean and dirty conditions, were, respectively,
7.40+0.20 and 7.36x+0.53 (chlorhexidine); 7.36+£0.46 and 7.37 +0.41 (povidone-iodine);
7.46+0.20 and 7.42+0.32 (ethyl alcohol); 7.40+0.32 and 7.48+0.12 (alcohol gel);
demonstrating that each product tested fulfilled EN 13727.

Conclusion. We conclude that all hospital isolates of Acinetobacter baumannii were killed by
commonly used antiseptics and hand hygiene should be effective in limiting their spread in
hospitals. Association between resistance to antibiotics and a decreased susceptibility to
antiseptics was not found.

Keywords. Acinetobacter, antiseptics, EN 13727, suspension test.
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1. INTRODUCAO

O género Acinetobacter é constituido por cocobacilos Gram-negativos, capsulados,
ndo pigmentados, catalase positivos, ndo fermentadores de glicose, oxidase positivos ou
negativos, imoveis e aerobios estritos. Atualmente o Comité Internacional de Sistemética de
Procariotos reconhece a existéncia de 53 espécies no género Acinetobacter, cuja lista de
classificacdo e nomenclatura é mostrada no Anexo 1 (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008;
AL ATROUNI, JOLY-GUILLOU, 2016; WONG et al., 2016; NEMEC, 2017).

Acinetobacter spp sdo microrganismos ubiquitarios, podendo ser encontrados em
diferentes ambientes como, por exemplo, na pele humana (DIJKSHOORN et al., 2005), na
agua e solo (KRIZOVA et al., 2015), em plantas (ALVAREZ-PEREZ; HERRERA, 2013) e
animais (RAFEI et al., 2015). A maioria das espécies de Acinetobacter ndo é patogénica,
sendo algumas espécies encontradas vivendo como comensais na pele de individuos saudaveis
(DOI; MURRAY; PELEG, 2015).

Entretanto, nas ultimas décadas, algumas das espécies do género Acinetobacter,
particularmente Acinetobacter baumannii, tornaram-se importantes patégenos hospitalares devido a
crescente frequéncia e gravidade de infecgbes causadas em pacientes internados em unidades de
tratamento intensivo (e.g., pneumonia associada a ventilacdo mecanica, infeccdes da corrente
sanguinea e do trato urindrio, infeccdes da pele, meningite) e a ampla resisténcia destes
microrganismos aos principais antibi6ticos usados na prética hospitalar. (BERGOGNE-BEREZIN;
JOLY-GUILLOU, 1989; BERGOGNE-BEREZIN, TOWNER, 1996; DIJKSHOORN, NEMEC,
SEIFERT, 2007; FALAGAS et al, 2008, CHUANG et al, 2011; ROSSI, 2011;
WISPLINGHOFF et al., 2012; LEE et al., 2013; ANTUNES, TOWNER, 2014; OZGUR et
al., 2014; FREIRE et al., 2016).

Adicionalmente, a capacidade de sobrevivéncia de Acinetobacter spp. por longos periodos no
ambiente hospitalar facilita sua transmissdo entre pacientes via equipe de salde ou materiais
inanimados (BERGOGNE-BEREZIN, TOWNER, 1996; GETSCHELL-WHITE, DONOWITZ,
GROSCHEL, 1989; WENDT et al., 1997; ALSAN; KLOMPAS, 2010).

Um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa na unidade de terapia intensiva
adulto (UTI-Adulto) de um hospital universitario detectou a presenca, no periodo de 2004 a
2008, de um clone endémico de Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos e
sensivel apenas a polimixina e tigeciclina. Este clone foi isolado em 12% dos pacientes
internados na UTI-Adulto durante janeiro a julho de 2008, sendo encontrado nas grades dos

leitos, monitor cardiaco, ventilador mecanico, sitios da pele dos pacientes, nas luvas dos
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profissionais de saude e objetos utilizados na assisténcia ao paciente (SAAFELD et al., 2009,
SILVA etal., 2012).

As infecgbes causadas por A. baumannii tém sido frequentemente associadas a
mortalidade, devido ao aumento do surgimento de cepas resistentes a carbapenémicos
(SPELLBERG e BANOMO, 2013). A taxa de mortalidade em pacientes com bacteremia ou
pneumonia associada a ventilagdo mecanica causada por A. baumannii € de 50% a 60%
(ERBAY et al., 2009; MUNOZ-PRICE et al., 2010, CHUNG et al., 2011, SONG et al., 2011).

Os principais mecanismos de resisténcia aos antibioticos encontrados em
Acinetobacter spp. séo representados pela alteragdo do sitio de acdo dos antimicrobianos,
alteracdo na permeabilidade da membrana externa (porinas), bomba de efluxo ativa e
producdo de enzimas. Estes mecanismos podem ocorrer de forma isolada ou combinada em
uma unica cepa bacteriana (RUSSEL, 2001).

Alteracdo do sitio de acdo dos antimicrobianos, no caso dos antibioticos B-lactamicos,
ocorre pela modificacdo das proteinas ligadoras de penicilina (PBPs) que diminuem sua
afinidade pelos beta-lactdmicos (SUAREZ et al., 2006). Em Acinetobacter spp a resisténcia
aos beta-lactdmicos ndo é comumente associada a altera¢fes das PBPs, no entanto, um estudo
realizado na Espanha foi identificado cepas de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos
por auséncia ou expressdo reduzida de PBP-2 (FERNANDEZ-CUENCA et al., 2003).

A resisténcia as quinolonas também esta associada a alteracdo no sitio de acdo dos
antimicrobianos, os principais alvos sdo as enzimas topoisomerase Il (DNA girasse) e
topoisomerase 1V, necessarias a duplicacdo do DNA bacteriano. Essas enzimas sdo
constituidas de duas subunidades GyrA e GyrB e ParC e ParE respectivamente (JACOB,
2005). Em Acinetobacter spp. essa resisténcia esta relacionada a mutacGes nos genes que
codificam as subunidades GyrA e ParC (RIBERA et al., 2004).

A parede celular das bactérias do género Acinetobacter, assim como de toda bactérias
Gram-negativa, possui uma membrana externa lipopolissacaridica contendo proteinas —
porinas — chamadas de “outer membrane protein” (OMP), que sdo canais proteicos pelos
quais sdo transportadas moléculas hidrofilicas, como os antibidticos carbapenémicos
(NIKAIDO, 1994). Quando os genes que codificam essas porinas sofrem mutagOes, pode
ocorrer producéo de proteinas alteradas ndo funcionais, perda ou expressdo diminuida tendo
como consequéncia a alteracdo do transporte de diferentes moléculas, incluindo as de
antibidticos (SUAREZ et., 2006).
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Em Acinetobacter baumannii estudos tem demonstrado que a OmpA esta envolvida na
resisténcia de alguns antimicrobianos como cloranfenicol, aztreonam e &cido nalidixico,
sugerindo que a OmpA participa na extrusdo de antimicrobianos a partir do espaco
periplasmico (LEE et al., 2017, SMANI et al., 2014, SUGAWARA; NIKAIDO, 2012).

Geralmente, a alteracdo das porinas esta associada a presenca de bomba de efluxo
responsavel pela resisténcia a mdaltiplos farmacos (LIN et al., 2017). A resisténcia a
imipenem, tigeciclina e colistina, que sdo importantes antibioticos usados no tratamento de
infeccdes causadas por A. baumannii, também tem sido associada a presenca de bomba de
efluxo (HU et al., 2007, PELEG et al., 2007, RUZIN et al., 2007, LIN et al., 2017).

Embora os mecanismos de resisténcia aos antibioticos citados anteriormente sejam
importantes, 0 mecanismo mais prevalente em A. baumannii € a producdo de enzimas
inativadoras de antibioticos, principalmente as B-lactamases, devido sua facilidade de
disseminacdo para outros microrganismos, uma vez que 0s genes codificadores destas
enzimas encontram-se geralmente localizados em plasmideos ou transposons (PELEG;
HOOPER, 2010, POTRON; POIREL; NORDMANN, 2015).

Segundo Ambler (1980) as p-lactamases podem ser distribuidas em quatro grupos:
Classe A — Serino B-lactamases, incluindo as B-lactamases de espectro estendido (ESBL),
penicilinases e carbenicilinases; Classe B — Metalo-B-lactamases; Classe C -
Cefalosporinases cromossomais; Classe D — Oxacilinases.

Em relacdo a classe A, caracterizada pelas ESBL, foram detectadas em A. baumannii
as enzimas PER, GES, VEB e KPC (WALTHER-RASMUSSEN; HOUIBY, 2007,
ROBLEDO; et al.,, 2010). Na classe B, também denominada metalo-p-lactamases, em
Acinetobacter foram descritas: IMP, VIM, SIM e NDM (DJAHMI et al., 2014). Na classe C
de modo geral, todos isolados de Acinetobacter codificam cromossomicamente a
cefalosporinase AmpC (JACOBY, 2009).

A classe D é constituida pelas carbapenemases do tipo OXA (oxacilinases) que
constituem o principal mecanismo de resisténcia a carbapenémicos em A. baumannii (LIN;
LAN, 2014). Atualmente, as oxacilinases podem ser distribuidas em seis subgrupos: OXA-51-
like (intrinseca cromossomal), OXA-58-like, OXA-23-like (variantes OXA-23, 27, 49),
OXA-24-like (variantes OXA-24, 25, 26 E 40) e OXA-148-like e OXA-235-like (adquiridas)
(POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010). A primeira carbapenemase do tipo OXA
identificada em A. baumannii resistente a carbapenemicos foi o grupo OXA-23, isolada em
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1985 no Reino Unido. No Brasil o primeiro relato ocorreu em Curitiba, Parana, durante um
surto no hospital das clinicas em 2003 (DALLA-COSTA et al., 2003).

Estudos tem demonstrado que a presenca de um elemento de sequéncia de insercédo do
inglés “insertion sequence” (IS), como ISAbal e ISAba9, aumenta a expressdo da
carbapenemase significativamente (NIGRO et al., 2016, WARNER et al., 2016). Um estudo
realizado na india mostrou que os genes blaoxasi € blaOXA-23 estavam presentes em todos
o0s 103 isolados de A. baumannii resistentes a carbapenem e quase 80% dos isolados tinham o
elemento de insercao ISAbal associado ao gene blaoxa-23 (VIJAYAKUMAR et al., 2016).

Em nossa regido, um estudo realizado por nossa equipe de pesquisadores ao investigar
a presenca de ISAbal associado ao gene blapxa-2s em isolados clinicos de A. baumannii,
constatou que 81% dos isolados foram resistentes aos carbapenémicos e apresentavam a
combinacdo 1SAbal-blapxa-23. Essa associagdo aumentou de 22% em 2009 para 73% em
2013 (VIANA et al., 2015).

A disseminacdo de infecgOes causadas por isolados Gram-negativos resistentes a
multiplos farmacos tornou-se um grande desafio publico em todo o mundo. De acordo com o
ualtimo relatério da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Acinetobacter spp. é
0 quarto patégeno mais isolado de pacientes internados em UTIs (11,8%) e 0 microrganismo
que apresenta maior taxa de resisténcia aos carbapenémicos (77,4%), quando comparado com
outros isolados Gram-negativos (ANVISA, 2016). Diante dessa situacéo, as polimixinas séo
uma das Gltimas opg¢des terapéuticas, entretanto, ha evidéncias de que a resisténcia a colistina
vem aumentando com o tempo (SADER et al., 2014, YAU et al., 2009).

Em um hospital da nossa regido, considerado centro de referencia médica em servigos
médicos gerais e de alta complexidade, com 313 leitos, foi realizado um estudo comparativo
da evolucdo da resisténcia aos antimicrobianos em A. baumannii nos periodos de 1994-1996 e
2004-2007. O estudo demonstrou um aumento significativo na resisténcia aos
carbapenémicos passando de 2% em 1944-1996 para 73% nos anos de 2004-2007. Esses
dados alertam para o elevado numero de isolados resistentes aos carbapenémicos, limitando as
opcdes terapéuticas e evidenciando a importancia de se monitorar o perfil de resisténcia de
isolados clinicos dessa espécie (Viana et al., 2011).

Recentemente a Organizacdo Mundial da Saude publicou a primeira lista de agentes
patogénicos prioritarios resistentes aos antibidticos, que representam a maior ameaga para a
salde humana. A espécie A. baumannii resistente aos carbapenémicos encontra-se como o
primeiro patdégeno para o qual é necessario urgentemente o desenvolvimento de novos

antibioticos, devido a gravidade das infecOes e altas taxas de mortalidade (WHO, 2017).
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Atualmente existem trés clones epidémicos principais de A. baumannii, denominados
clones internacionais I, Il e Ill. As cepas pertencentes ao clone internacional Il sdo
frequentemente multirresistentes e associadas a infec¢bes hospitalares (DIANCOURT et al.,
2010). Identificados inicialmente como clones europeus com origem em surtos ocorridos na
Europa, posteriormente renomeado como clones internacionais, uma vez que estdo associados
a infeccdo e disseminacdo epidémica ndo apenas na Europa, mas também em outras partes do
mundo (NEMEC et al., 1999, MUGNIER et al., 2010).

A clonalidade pode ser baseada em estudos que utilizam metodologias para avaliacGes
globais como a metodologia de “Multilocus sequence typing” (MLST), gerando dados que
podem ser comparados mundialmente, possibilitando o conhecimento da origem clonal dos
isolados (MAIDEN, 2006). Porém para estudos locais a clonalidade é baseada nos resultados
obtidos por metodologias como PFGE (Pulsed-field Gel Electrophoresis) ou ERIC-PCR
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), que se destinam a comparar os isolados
auxiliando na elucidagéo de surtos hospitalares.

Em nosso hospital, a utilizacdo da técnica de ERIC-PCR possibilitou Viana e
colaboradores (2016) demonstrarem que um clone endémico de A. baumannii estava presente
na UTIl-adulto desde 2004 (SAAFELD et al., 2009). Apds a implementacdo de medidas de
controle, tais como, a publicacdo de um manual de orientacdes; promoc¢do da higiene das
maos; isolamento de pacientes colonizados ou infectados com bactérias multirresistentes,
incluindo a aplicacdo de precaucbes de contato e limpeza e desinfeccdo de salas de
isolamento; e um programa de culturas de vigilancia, favoreceu a diminuicéo e a eliminagéo
do clone endémico. No entanto, o estudo também demonstrou que novos clones surgiram
resultando na mudanca no modo de disseminacdo de A. baumannii no hospital. A presenca de
ISAbal-blapxa-23 foi reconhecida como um obstaculo para a comisséo de controle de infeccao
hospitalar no controle destes novos clones resistentes de A. baumannii (VIANA et al., 2015).

Os biocidas, como antissépticos e desinfetantes, sdo amplamente utilizados em
hospitais como parte de programas de prevencao e controle das infecgdes hospitalares como:
alcool gel 70%, élcool etilico 70%, clorexidina e polivinilpirrolidona-iodo (PVP-I)
(HAYASHI et al., 2017).

Os produtos a base de alcool s@o os agentes preferidos para antissepsia das méaos
porgue eles reduzem a contagem bacteriana das maos de forma mais eficaz do que o sabéo
comum e as solugdes antissépticas detergentes, como por exemplo, clorexidina e
polivinilpirrolidona-iodo (PVP-1) (PICHEANSATHIAN, 2004).
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A clorexidina tem atividade bactericida de largo espectro com um répido inicio de
acdo por ruptura de parede das células bacterianas. O PVPI, no entanto, tem uma acgéo
bactericida por difusdo através da parede celular bacteriana e inibicdo da proteina intracelular
e sintese de &cidos nucleicos, e seu inicio de acdo leva mais tempo que o da clorexidina (LIM;
KAM, 2008).

Alguns pesquisadores sugerem que a presenca de concentracdes sub-inibitorias ou uso
inadequado de biocidas poderiam selecionar clones de A. baumannii resistentes com reduzida
susceptibilidade aos biocidas (KAWAMURA-SATO et al., 2008, RUSSELL, 2004).

A selegéo de isolados resistentes de A. baumannii com reduzida susceptibilidade aos
biocidas poderia ser explicada através de mecanismos comuns de resisténcia como
permeabilidade da membrana externa e bombas de efluxo, conforme descrito anteriormente
(ABUZAID; HAMOUDA; AMYES, 2012, MAILLARD, 2007, WINDER et al., 2000).

Um estudo realizado com 49 isolados clinicos de A. baumannii, mostrou que 0s
isolados com susceptibilidade reduzida ao digluconato de clorexidina, cloreto de benzalconio
e triclosan também foram mais resistentes a alguns antimicrobianos como, por exemplo,
ciprofloxacina, carbapenem, aminoglicosideos e tetraciclinas, resultado da associacdo com a
expressao de genes que codificam algumas bombas de efluxo (AdeB e AmvA) e a reducéo da
expressao de genes codificadores de algumas porinas (OmpA e CarO) (CUENCA et al.,
2015).

Alguns estudos tem avaliado a atividade dos antissépticos através de técnicas como,
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos antissépticos ou pela Norma
Européia 1040 (KAWAMURA-SATO et al., 2008, EKIZOGLU et al., 2016). No entanto,
nosso estudo foi realizado de acordo com a Norma Europeia 13727 (2015), na presenca de

substancia interferentes que simulam uma condicao real do uso de antissépticos.

JUSTIFICATIVA

A emergéncia da resisténcia aos agentes antimicrobianos em Acinetobacter baumannii
tem sido frequentemente descrito na literatura (ROSSI, 2011; WONG et al. 2017), entretanto,
poucos estudos tém investigado a resisténcia deste microrganismo aos antissépticos e
desinfetantes (MARTRO,2003). Alguns pesquisadores sugerem que em bactérias Gram-
negativas (e.g., diversas espécies de enterobactérias, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii), pode ocorrer uma associa¢do da resisténcia aos antibioticos com a reduzida

susceptibilidade aos antissépticos, limitando assim a eficacia da antissepsia das maos na
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prevencéo e controle das infec¢Oes hospitalares causadas por estes microrganismos. Por isso,
¢ importante investigar a susceptibilidade “in vitro” destes patogenos hospitalares,
principalmente em hospitais onde eles sdo endémicos, para entender o real significado deste
problema.

Em nosso conhecimento este € o primeiro estudo realizado em nosso meio com
objetivo de investigar a eficacia dos principais antissépticos usados para a higienizacdo das
mé&os na préatica hospitalar contra isolados multirresistentes de A. baumannii, utilizando como
modelo experimental o teste de suspensdo quantitativo realizado na presenca de substancias

interferentes, conforme descrito na Norma Européia 13727 (EN 2015).

OBJETIVOS
GERAL:

Investigar a eficacia dos principais antissépticos usados para a higiene das maos contra

isolados hospitalares multirresistentes de Acinetobacter baumannii.
ESPECIFICOS:

Avaliar a acdo bactericida dos principais antissépticos usados na higiene das méos,
incluindo a clorexidina 2%, povidona-iodo 1%, alcool etilico 70% (p/p) e alcool etilico 70%
(v/iv) em gel contra diferentes clones hospitalares de Acinetobacter baumannii
multirresistentes aos agentes antimicrobianos, utilizando como modelo experimental o teste
de suspensdo quantitativo realizado na presenca de substancias interferentes (e.g., proteina,
hemaécias), conforme descrito na Norma Européia 13727.

Investigar a existéncia de uma possivel associacdo entre a resisténcia aos antibiéticos e
a reduzida susceptibilidade aos antissépticos dos isolados hospitalares de A. baumannii

multirresistentes aos agentes antimicrobianos.
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ANEXO 1.

Table. Classification and nhomenclature of the genus Acinetobacter
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Validly published species name

n=53)

Former (informal)
designation

Reference

Cultured (mainly) from *

albensis

apis T
baumannii
baylyi
beljerinckii
bereziniae
bohemicus
boissieri
bouvetii
brisouli T
calcoaceticus
celticus
courvalinii
dijkshoorniae #
dispersus
equi
gandensis
gerneri T
grimontii 1 (= A. junii)
guangdongensis t
guillouiae
gyllenbergii
haemolyticus
harbinensis t
indicus t

A. johnsonii

A. junii

kookii
lactucae T #
Iwoffir ||
modestus
nectaris
nosocomialis

PErrrEEEEEEEBEEDEEEEDLDEDEEDLDL

parvus
pittii

populi
pragensis
proteolyticus
puyangensis
gingfengensis
radioresistens
rudis
schindleri
seifertii

soli T

tandoii 1
tiernbergiae
towneri
ursingi
variabilis
venetianus
vivianii

TrrrrrEEEIDEEEEDEEDDDDDEDD D

pakistanensis t (= A. bohemicus) t

Taxon 31
Genomic species 2
Phenon 7

Genomic species 10
Taxon 26

Genomic species 1
Taxon 33

Genomic species 14BJ
NB14

Genomic species 17

Taxon 30

Genomic species 11
Phenon 3
Genomic species 4

Genomic species 7
Genomic species 5

Genomic species 9
Taxon 18
Genomic species 13TU

Phenon 4
Genomic species 3

Taxon 28
Taxon 19
Genomic species 12

Phenon 2
'Close to 13TU'

Phenon 1
Genomic species 15TU

Taxon 20

Krizova et al. 2015b

Kim et al. 2014

Bouvet & Grimont 1986

Carr et al. 2003

Nemec et al. 2009

Nemec et al. 2010, Bouvet & Grimont 1986
Krizova et al. 2014

Alvarez-Pérez et al. 2013

Carr et al. 2003

Anandham et al. 2010

Bouvet & Grimont 1986

Radolfova-Krizova et al. 2016b

Nemec et al. 2016, Bouvet & Jeanjean 1989
Cosgaya et al. 2016

Nemec et al. 2016, Bouvet & Jeanjean 1989
Poppel et al. 2016

Smet et al. 2014

Carr et al. 2003

Carr et al. 2003, Vaneechoutte et al. 2008
Feng et al. 2014a

Nemec et al. 2010, Bouvet & Grimont 1986
Nemec et al. 2009

Bouvet & Grimont 1986

Lietal 2014b

Malhotra et al. 2012

Bouvet & Grimont 1986

Bouvet & Grimont 1986

Choi et al. 2013

Rooney et al. 2016

Bouvet & Grimont 1986, Tjernberg & Ursing 1989
Nemec et al. 2016, Touchon et al. 2014
Alvarez-Perez et al. 2013

Nemec et al. 2011, Tjernberg & Ursing 1989
Abbas et al. 2014, Nemec & Radolfova-Krizova 2016
Nemec et al. 2003

Nemec et al. 2011, Bouvet & Grimont 1986
Lietal 2015

Radolfova-Krizova et al. 2016a

Nemec et al. 2016, Touchon et al. 2014
Lietal 2013

Lietal 2014a

Nishimura et al. 1988, Bouvet & Grimont 1986
Vaz-Moreira et al. 2011

Nemec et al. 2001

Nemec et al. 2015, Gemer-Smidt & Tjernberg 1993
Kim et al. 2008

Carr et al. 2003

Carr et al. 2003

Carr et al. 2003

Nemec et al. 2001

Krizova et al. 2015a

Vaneechoutte et al. 2009, Di Cello et al. 1997
Nemec et al. 2016, Touchon et al. 2014

Soil, water

Honey bee intestine
Human, warm-blooded animals
Activated sludge, soil
Human, animals, soil, water
Human

Soil, water

Floral nectar

Activated sludge

Peat

Soil, water, human

Soil, water

Human, animals

Human, water

Soil, water, human

Horse

Horse, cattle, water
Activated sludge

Activated sludge

Lead-zinc ore

Soil, water, human

Human

Human

River water

Sail

Soil, water, human, animals
Human, animals, water, soil
Soil, water

Lettuce

Human, animals, soil, water
Human, water

Floral nectar

Human

Wastewater

Human, animals

Human, soil, water

Populus bark

Soil, water

Human

Populus bark

Populus bark

Human, soil, cotton

Raw milk, wastewater
Human, animals

Human

Human, soil

Activated sludge, water, soil
Activated sludge

Activated sludge, water, soil
Human

Human, animals, soil

Salt water

Human, soil, water

Species name published ahead

of print in the IJSEM (n=3)

Former (informal)
designation

Reference

Cultured (mainly) from *

'A_ colistiniresistens’

Genomic sp. 13BJ/14TU

Nemec et al. 2017,
Bouvet & Jeanjean 1989/Tjernberg & Ursing 1989

Human

‘A. defluvii* t Hu etal. 2017 Hospital sewage
‘A. larvae’ T Liu et al. 2016 Moth larval gut
Tentative species designation Other designation T Cultured (mainly) from

(n=5)

Genomic sp. 6
Genomic sp. 15BJ
Genomic sp. 16
Taxon 21

Taxon 22

Taxon 23 ||

Genomic species 8

Bouvet & Grimont 1986

Bouvet & Jeanjean 1989

Bouvet & Jeanjean 1989

Touchon et al. 2014

Touchon et al. 2014

Touchon et al. 2014, Bouvet & Grimont 1986

Human
Human
Human
Human
Human
Soil, water, animals, human
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ANEXO 1 (continuacao).

Table. Classification and nomenclature of the genus Acinetobacter - continued

Effectively but not validly Other designation Reference Cultured (mainly) from *
published species name (n=10)

'A. antiviralis' t Lee et al. 2009 Tobacco plant roots

'A. halotolerans' t Dahal et al. 2017 Sail

'A. kyonggiensis' t Lee & Lee 2010 Sewage treatment plant
'A. marinus' 1 Yoon et al. 2007 Sea water

'A. oleivorans' 1] Kang et al. 2011 Soil

‘A. oryzae' T Chaudhary et al. 2012 Rice

‘A. plantarum' 1 (= A. junii) § Du et al. 2016 Wheat

'A. refrigeratoris' t (= A. variabilis) § Feng et al. 2014b Refrigerator

'A. seohaensis' 1 (= A. towneri) § Yoon et al. 2007 Sea water

'A.septicus' 1 (= A. ursingii) T Kilic et al. 2007, Nemec et al. 2008 Human

Notes

* Based also on studies other than those included in the reference list.
T Species description based on a single strain only.
1 The first name is a later heterotypic synonym of that shown in parentheses.

§ The first name is probably a later heterotypic synonym of that shown in parentheses (Nemec & Radolfova-Krizova, unpublished).

|| A. Iwoffii and Taxen 23 correspond, respectively, to genomic species 9 and 8 sensu Bouvet & Grimont (1986) (Nemec & Radolfova-Krizova, unpublished).
#'A. dijjkshoorniae' and 'A. lactucae’ are synonyms (ANIb between the published whole-genome sequences of the respective type strains is as high as 97.2%)
1l Strain 'A. oleivorans' DR1 is closely related to the A. caicoaceticus -like strains described by Gerner-Smidt & Tjernberg (1993) (Nemec & Radolfova-Krizova, unpublished).
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RESUMO

Introducdo. A resisténcia de amostras hospitalares de Acinetobacter baumannii aos
antibioticos tem sido frequentemente descrito na literatura, entretanto, poucos estudos tém
investigado a resisténcia deste microrganismo aos antissépticos.

Objetivo. Avaliar a eficicia dos principais antissépticos usados para a higiene das méaos
contra isolados hospitalares multirresistentes de Acinetobacter baumannii. A possivel
associacdo entre a resisténcia a antibidticos e antissépticos foi também investigada.

Meétodos. O teste de suspensdo quantitativo, realizado na presenca de substancias
interferentes, conforme descrito na Norma Européia 13727 (EN 13727), foi usado para
investigar a atividade bactericida da clorexidina a 2%, povidona-iodo a 1%, alcool etilico 70%
(p/p) e do élcool etilico em gel 70% (v/v) contra diferentes clones hospitalares
multirresistentes de Acinetobacter baumannii (N=33). Como requerimento minimo para a
atividade bactericida o produto testado deve demonstrar uma reducéo de pelo menos 5 logio
(preparacdes alcodlicas) ou de 3 logio (clorexidina, povidona-iodo) no teste de suspensao.
Resultados. Todos os isolados de Acinetobacter baumannii foram sensiveis aos antissépticos
testados nas condi¢des limpa (albumina 1,5%) ou suja (albumina 15% mais hemécias de
carneiro a 15%). A acdo bactericida médiatdp dos produtos testados, expressa pelo fator de
reducdo logaritmica, nas condicGes limpa e suja, foram de, respectivamente, 7,40+0,20 e
7,36x£0,53 (clorexidina); 7,36+0,46 e 7,37+£0,41 (povidona-iodo); 7,46+0,20 e 7,42+0,32
(&lcool etilico); 7,40+0,32 e 7,48+0,12 (&lcool gel); demonstrando que cada produto testado
cumpriu o critério exigido para aprovacao pela EN 13727.

Concluséo. Todos os isolados hospitalares de Acinetobacter baumannii foram mortos pelos

antissépticos comumente usados na pratica hospitalar, sugerindo que higiene das méos deve
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ser efetiva na prevencdo da disseminacdo de A. baumannii nos hospitais. N&o foi encontrada
associacdo entre a resisténcia aos antibioticos e a reduzida susceptibilidade aos antissepticos.

Palavras-chaves. Acinetobacter, antisseptico, Norma Européia 13727, teste de suspenséo.
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INTRODUCAO

A higienizacdo das méos é considerada o procedimento isolado mais importante na
prevencdo das infec¢des relacionadas a assisténcia a satde porque muitas destas infeccdes séo
causadas por microrganismos transmitidos pelas médos contaminadas dos profissionais da
saude, principalmente quando a higiene das maos é omitida, negligenciada ou realizada com
produtos inadequados.*

Nas ultimas décadas, as bactérias do género Acinetobacter, particularmente
Acinetobacter baumannii, tornaram-se importantes patdgenos hospitalares devido a crescente
frequéncia e gravidade de infeccbes causadas em pacientes internados em unidades de
tratamento intensivo e sua ampla resisténcia aos principais antibidticos usados na pratica
hospitalar. Surtos de infecgdes hospitalares causados por estes microrganismos podem durar
vérios anos devido sua longa sobrevivéncia no ambiente inanimado.*”’

Um estudo, realizado em nosso hospital mostrou que um clone endémico de
Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos e sensivel apenas a polimixina e
tigeciclina foi isolado em 12% dos pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva
Adulto (UTI-A). Este clone foi encontrado nas grades dos leitos, monitor cardiaco, ventilador
mecanico, sitios da pele dos pacientes, nas luvas dos profissionais de salde e objetos
utilizados na assisténcia ao paciente. Este microrganismo ainda persiste em nossa UTI-A,
apesar da adocdo de medidas de prevencdo e controle especificas, com énfase nas técnicas de
limpeza e desinfeccdo do ambiente, higiene das méos, uso de luvas e de rigorosos critérios de
isolamento.®®

Outro estudo em nossa UTI-A mostrou que as preparacfes alcoolicas e um sabao
liqguido comum foram mais efetivos do que a clorexidina na descontaminagdo das maos

enluvadas dos profissionais de enfermagem ap6s o cuidado a pacientes colonizados ou
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infectados com o clone endémico multirresistente do Acinetobacter baumannii.® Estes
achados clinicos foram confirmados em um estudo de laboratério no qual utilizamos como
modelo experimental a contaminacdo das méos de voluntarios humanos com uma cepa
representativa do clone multirresistente de A. baumannii endémico em nosso hospital.*

Com base nestes achados, a Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar passou a
estimular o uso das preparacGes alcodlicas na UTI-A. Essa medida resultou em uma
diminuicdo acentuada da disseminacdo do clone multirresistente de Acinetobacter baumannii
endémico em nosso hospital. Estes dados sugerem que esse clone de A. baumannii poderia
apresentar uma reduzida susceptibilidade a clorexidina, que era o produto mais usado para a
higienizacdo das méos dos profissionais de salde da UTI-A.

Este fato talvez possa explicar, entre outros aspectos, a longa permanéncia do clone
multirresistente de A. baumannii como patégeno endémico na UTI-A do nosso hospital.
Entretanto, é importante salientar que a reduzida susceptibilidade de patdégenos hospitalares a
antissépticos e desinfetantes é ainda matéria de debate e mais estudos sdo necessarios para o
melhor conhecimento deste assunto.™

O objetivo do presente estudo foi avaliar a acdo bactericida dos principais
antissépticos usados na higiene das mdos, representados por clorexidina, povidona-iodo,
alcool liguido e alcool gel, contra diferentes clones hospitalares de Acinetobacter baumannii,

utilizando como modelo experimental o teste de suspensao quantitativo realizado na presenca

de substancias interferentes descrito na Norma Européia 13727.*
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MATERIAIS E METODOS

Amostras Bacterianas. Foram selecionados da “Cole¢do de Microrganismos do Laboratério
de Microbiologia Médica” do Departamento de Ciéncias Béasicas da Saude da Universidade
Estadual de Maringd, 33 diferentes clones hospitalares multirresistentes de Acinetobacter
baumannii isolados no periodo de 1994 a 2014 de pacientes internados em unidades criticas
de trés hospitais da regido norte e noroeste do estado do Parand, Brasil. Os microrganismos
eram estocados em tubos do tipo “eppendorff”, com capacidade de 1,5 mL (Greiner Bio-One
Brasil Produtos Médico Hospitalar Ltda., Americana, SP, Brasil), contendo caldo Mueller-
Hinton (BBL-Difco, Sparks, Maryland, USA) adicionado de 30% (v/v) de glicerol (Merck,
Darmstadt, Germany), mantidos em “freezer” a -20°C.

Todas os isolados hospitalares de A. baumannii investigados no presente estudo foram
previamente caracterizados por tipagem molecular (dados ndo demonstrados) através do uso
da técnica "Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus — Polymerase Chain Reaction
(ERIC-PCR)"."® Apenas um isolado de A. baumannii por clone foi investigado, selecionando-
se sempre que possivel aguele que apresentou maior resisténcia aos agentes antimicrobianos,
utilizando-se como marcadores a sensibilidade ou a resisténcia a carbapenémicos e polimixina

B e a producdo de enzimas B-Lactamases da classe das oxacilinases (Tabela 1).

Antibiograma e identificacdo das amostras bacterianas. Inicialmente, a susceptibilidade
aos agentes antimicrobianos dos isolados de A. baumannii foi analisada com base nos
resultados de rotina do antibiograma realizado com o emprego de sistemas automatizados de
identificacdo e antibiograma — Phoenix®2100, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD,
USA ou MicroScan®, DadeBehring Inc., West Sacramento, CA, USA. O perfil de

sensibilidade aos principais antibioticos utilizados no tratamento das infecgbes causadas por
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A. baumannii foi confirmado pela determinacdo da concentracdo inibitéria minima (descrito
abaixo). Testes fenotipicos complementares de identificacdo, incluindo oxidase, mobilidade
em gota pendente, crescimento as temperaturas de 37°C, 41°C e 44°C foram realizados para

confirmacdo de A. baumannii.***®

Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima. A determinacdo da concentracéo
inibitéria minima dos isolados de A. baumannii foi realizada por agar diluicdo, utilizando-se a
técnica recomendada pelo “Clinical and Laboratory Standard Institute” — CLSI M7-A10-
2015."° Foram testados 0s seguintes agentes antimicrobianos: ceftriaxona (BioChimico,
Instituto BioChimico Ltda, Rio de Janeiro, Brasil); ceftazidime (Glaxo Smith Kline, London,
United Kingdom); cefepime (Brystol-Myers-Squibb, Guayaquil, Equador); imipenem (Merck
Sharp & Dohme, Darmstadt, Germany); meropenem (AstraZeneca, London, United

Kingdom) e polimixina B (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany).

Antissépticos. Foram testados os principais agentes usados para a higiene das mados na pratica
hospitalar, representado pelos seguintes produtos: (i) solucdo antisséptica-detergente contendo
2% de digluconato de clorexidina (Riohex®, Industria Farmacéutica Rioquimica Ltda., Séo
José do Rio Preto, SP, Brasil); (ii) solucdo antisséptica-detergente contendo 10% de
polivinilpirrolidona-iodo (PVP-I), com 1% de iodo ativo (Laboriodine Degermante®,
Segmenta Farmacéutica Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil); (iii): alcool etilico a 70% (p/p),
preparado no momento de uso pela mistura de 70g de alcool etilico absoluto (Merck) com 30g
de 4gua destilada; (iv) alcool gel 70% (v/v) (Riogel®, Industria Farmacéutica Rioquimica

Ltda., Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil).
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Teste de Suspensdo (Ng). A atividade bactericida dos produtos foi avaliada pelo teste de

suspensdo quantitativo, realizado na presenca de substancias interferentes (i.e., proteina e

hemacias de carneiro), de acordo com a Norma Européia 13727.> A técnica do teste de

suspensdo, indicada para produtos prontos para uso, é descrita a seguir.

1. MICRORGANISMOS TESTES. Os microrganismos testes foram representados pelos isolados
hospitalares de Acinetobacter baumannii (N=33) e pela amostra de cole¢do de cultura
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 (ATCC, American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA) usada para efeito de comparacao.

2. MICRORGANISMOS CONTROLES. Os microrganismos controles utilizados para a validacao
do teste de suspensdo, foram as seguintes amostras de colecdo de cultura: Escherichia coli
K12, NCTC 10538 (National Collection of Type Cultures, London, England);
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442; Enterococcus hirae ATCC 10541 e
Staphylococcus aureus ATCC 6538.

3. CULTURA DE TRABALHO. Remover do “freezer” a -20°C os tubos “eppendorffs” contendo a
suspensdo das bactérias a serem testadas e deixar descongelar a temperatura ambiente. A
seguir, com auxilio de alca bacterioldgica (alga de niquel-cromo com 3 mm de didmetro
interno), semear a suspensdo bacteriana por técnica de esgotamento na superficie de placas
contendo “Tryptic Soy Agar” (Difco-BBL, Sparks, Maryland, USA). Incubar as placas em
aerobiose na estufa a 37°C, por 24 a 48 horas. Confirmar a pureza das col6nias pelo exame
microscopico (imersdo) das propriedades morfotintoriais das células bacterianas em
esfregacos corados pela técnica de Gram.'” Transferir uma coldnia bacteriana da placa para
tubos 13x100mm contendo “Tryptic Soy Agar” (Difco-BBL) inclinado, semear por estrias
na superficie do meio. Incubar o tubo na estufa em aerobiose a 37°C por 24 horas

(subcultivo 1). Fazer um novo subcultivo a partir do subcultivo 1 e incubar na estufa em
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aerobiose a 37°C por 24 horas (subcultivo 2). Usar o subcultivo 2 como a cultura de
trabalho.

. INOCcuLO DO TESTE DE SUSPENSAO (N). Em um Erlenmeyer de 125mL, contendo 5g de
pérolas de vidro (3-5mm de diametro), previamente esterilizado, adicionar assepticamente
10mL de uma solucdo de salina triptonada preparada de acordo com a seguinte formula:
cloreto de sodio 0,85g; “Tryptone” (Difco-BBL) 0,1g; agua destilada 100mL. Apoés
dissolver os ingredientes, esterilizar a salina triptonada na autoclave a 121°C por 15
minutos. Para o preparo do indculo da suspensao teste transferir véarias alcadas da cultura
de trabalho para o Erlenmeyer contendo a salina triptonada (10mL), friccionando a massa
bacteriana da alca contra a parede do frasco para deslocar as células antes do contato com a
salina triptonada, de forma a se obter uma suspensao mais estavel possivel. Homogeneizar
o frasco durante 3 minutos em agitador mecéanico. Aspirar a suspensdo sobrenadante as
pérolas de vidro e transferir assepticamente 4mL para um tubo de ensaio 13x100mm
estéril. Ajustar o nimero de células desta suspensdo para 1,5x10° a 5,0x10° unidades
formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL). Manter a suspensdo em banho-maria a
20°C e realizar o teste de suspensdo dentro de 2 horas.

4.1. Ajuste da turbidez da suspensdo bacteriana. Preparar a turbidez inicial da suspensao
bacteriana por comparacdo visual ao tubo nimero cinco da escala de McFarland que
equivale a 1,5x10° UFC/mL.® A seguir, ajustar a turbidez da suspensdo em
espectrofotometro utilizando filtro verde e comprimento de onda de 620 um (Modelo
Spectronic 21D, Milton Ray, USA) com base na contagem de viaveis realizada pelo uso da
seguinte técnica: preparar diluicBes decimais seriadas (10 a 10”®) pela mistura de 1mL da
suspensdo bacteriana com 9mL de solugdo salina triptonada 0,1%. Semear 0,1mL das
diluicdes 10" a 10° e 1mL das diluicdes 10”7 a 10 (dividido em volumes de 0,5mL por

placa) na superficie de placas contendo “Tryptic Soy Agar” (Difco-BBL). Incubar as
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placas em aerobiose na estufa a 37°C. Fazer a contagem das colbnias ap6s 24 horas de
incubacdo. Expressar o resultado final da contagem em UFC/mL. A contagem de viaveis
esperada para as diluicdes 107 e 10°® era de, respectivamente, 150 a 500 UFC/mL e 15 a 50
UFC/mL.

. SUSPENSOES DE VALIDAGAO (Ny, Nyg).

5.1.Suspensdo de validacdo (Ny). Diluir a suspensdo teste (N) com solucdo salina
triptonada a 0,1% até se obter uma suspensdo bacteriana contendo 3,0x10° UFC/mL a
1,6x10* UFC/mL [cerca de ¥4 (1+3) da diluicdo 10™].

5.2. Suspensdo de validacdo do controle de neutralizantes (Nyg). Diluir a suspenséo teste
(N) com solucéo salina triptonada a 0,1% até se obter uma suspenséo bacteriana contendo
3,0x10* UFC/mL a 1,6x10° UFC/mL [cerca de s (1+3) da diluigdo 10™].

Nota: Manter as suspensdes de validacédo (Nv, Nyvg) em banho-maria a 20°C e realizar o
teste de suspensao dentro de 2 horas.

. TESTE DE SUSPENSAO (N,) — FIGURA 1. Descricdo geral do teste: em um tubo de ensaio
16x160mm (tubo-1), misturar 0,2mL de uma solucéo de albumina bovina fragéo V a 1,5%
no teste de condigdo limpa (baixa concentragdo da substancia interferente) ou 0,2mL de
uma solucgdo contendo albumina bovina fracdo V (15%) mais hemacias de carneiro (15%,
v/v) no teste de condicdo suja (alta concentracdo de substéncias interferentes) com 0,1mL
do in6culo do teste de suspensdo (N). Homogeneizar e manter o tubo por 2min+10s em
banho-maria a 20°C — tempo de contato da pré-mistura. A seguir, adicionar para cada
condicdo do teste 9,7mL do antisséptico ao tubo-1. Apds 30 segundos de contato, a
temperatura de 20°C, transferir ImL desta mistura para outro tubo 16x160mm contendo
ImL de &gua destilada estéril e 8mL de solucdo neutralizante (tubo-2).Ap6s 10+0,2
segundos de contato, transferir volumes de 0,5mL do tubo-2 para a superficie de,

respectivamente, quatro placas contendo “Tryptic Soy Agar” (Difco-BBL) e
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imediatamente, com auxilio da pipeta, semear por estrias a superficie do meio de cultura
nos planos paralelo e perpendicular ao diametro da placa, obtendo-se assim a semeadura de
1mL (0,5mL+0,5mL) em duplicata. Incubar as placas em aerobiose na estufa a 37°C. Fazer
a contagem das colonias apos 24 e 48 horas de incubagdo. Expressar o resultado final da
contagem em UFC/mL. A atividade bactericida dos antissépticos detergentes (clorexidina e
povidona-iodo) é considerada efetiva (i.e. 0 produto é aprovado no teste de suspensao)
quando a reducdo do numero de bactérias viaveis do indculo inicial for de 3 Log (i.e.,
reducdo de 99,9%) ou de 5 Logso (i.e., reducao de 99,999%) para as preparacdes alcoolicas
(&lcool etilico 70% e alcool gel).

. SOLUCAO NEUTRALIZANTE. De acordo com o produto testado, a solugdo neutralizante era
constituida da mistura dos seguintes agentes neutralizantes:

7.1. Alcool etilico 70% e alcool gel. Polisorbato 80 a 3% (Inlab, S&o Paulo, SP, Brasil);
lecitina de soja a 0,3% (Via Farma importadora Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) e saponina
3% (Inlab, Sao Paulo, SP, Brasil).

7.2. Povidona-iodo. Tiossulfato de sddio a 1% (Labsynth Produtos para laboratdrios Ltda.,
Diadema, SP, Brasil), polisorbato 80 a 3% (Inlab) e lecitina de soja a 0,3% (Via Farma
importadora Ltda).

7.3. Clorexidina. Tiossulfato de sodio a 0,5% (Labsynth Produtos para laboratérios Ltda),
polisorbato 80 a 10%? ou 3%? (Inlab) e lecitina de ovo a 3% (CR Vertuan Inddstria de
Produtos Naturais e Nutracéuticos, Maringa, PR, Brasil); L-histidina 0,1% (Labsynth
Produtos para laboratérios Ltda) e saponina 3% (Inlab).

. CONTROLES. Em paralelo ao teste de suspensdo realizar os controles da condicdo
experimental, da agéo toxica dos neutralizantes e do efeito residual dos produtos testados.
8.1. Controle A (Figura 2) — Controle da condicdo experimental — Transferir 0,1ml da

suspensdo de validacdo (Ny) para um tubo contendo 0,2ml de solugéo de albumina bovina
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fracdo V a 1,5% no teste de condicdo limpa ou 0,2ml de solucdo contendo albumina bovina
fracdo V (15%) mais hemacias de carneiro (15%, v/v) no teste de condicdo suja. Manter 0s
tubos em banho-maria a 20°C por 2 minutos— tempo de contato da pré-mistura. A seguir,
adicionar 9,7ml de &gua dura no controle dos antissépticos detergentes (clorexidina e
povidona-iodo) ou 9,7ml de agua destilada estéril no controle das preparacdes alcodlicas
(&lcool etilico 70% e alcool gel). Apo6s 30 segundos de contato, semear 1mL da mistura de
cada tubo, em duplicata, na superficie de “Tryptic Soy Agar” (Difco-BBL) conforme
descrito anteriormente no item 5. Incubar as placas em aerobiose na estufa a 37°C durante
24 horas. Expressar o resultado final da contagem de coldnias em UFC/mL.

8.1.1. Técnica de preparo da agua dura. Em um Erlenmeyer de 125mL estéril, adicionar
assepticamente 40,3mL de &gua destilada estéril; 0,3mL da Solugdo A e 0,4mL da Solugédo
B. Usar a solucéo de agua dura no maximo 12 horas ap0s o preparo.

Solucdo A. Formula: 1,98g de cloreto de magnésio (MgCly); 4,62g de cloreto de célcio
(CaCly); agua destilada, 100mL.Dissolver os ingredientes e esterilizar a solugdo na
autoclave a 121°C por 15 minutos. Manter a solucdo em refrigerador e usar até 30 dias
apos o preparo.

Solucdo B. Dissolver 0,35g de bicarbonato de sédio (NaHCO3;) em 10mL de agua
destilada. Esterilizar por filtracdo em membrana com poros de 0,45um (MF™ Membrane
Filters; Merck-Millipore, Tullagreen, Carrigtwohill, Irlanda). Manter a solugcdo em
refrigerador e usar até sete dias apds seu preparo.

8.2. Controle B (Figura 3) — Controle da auséncia de toxicidade dos neutralizantes —
Transferir ImL da suspensédo de validacdo (Nyg) para um tubo contendo 9mL da solugéo
neutralizante especifica para cada produto testado. Transferir 0,5mL dessa mistura para o
tubo-1 contendo 4,5 mL de solucdo neutralizante (diluigdo 1:10). Transferir 0,5 mL da

mistura do tubo-1 para o tubo-2 contendo 4,5 mL de solucgéo neutralizante (dilui¢do 1:100).
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Apds 30 segundos de contato, semear 1mL da mistura do tubo-2, em duplicata, na
superficie de “Tryptic Soy Agar” (Difco-BBL) conforme descrito anteriormente no item 5.
Durante a realizacdo da técnica manter todos os tubos em banho-maria a 20°C. Incubar as
placas em aerobiose na estufa a 37°C. Fazer a contagem das coldnias apos 24 e 48 horas de
incubacdo. Expressar o resultado final da contagem em UFC/mL.

8.3. Controle C (Figura 4) — Validacdo da neutralizacdo-diluicdo — Transferir 0,1ml de
solucgéo salina triptonada a 0,1% para um tubo contendo 0,2mL de solugéo de albumina
bovina fracdo V a 1,5% no teste de condi¢cdo limpa ou 0,2mL de solugdo contendo
albumina bovina fragdo V (15%) mais hemacias de carneiro (15%, v/v) no teste de
condigdo suja. A seguir, adicionar para cada condigdo do teste 9,7mL do produto a ser
testado. Apo6s 30 segundos, transferir 1,1mL dessa mistura para um tubo, mantido em
banho-maria a 20°C, contendo 8,8mL da solucdo neutralizante especifica para cada um dos
produtos testados. Ap6s 10 segundos, adicionar ao tubo 0,1mL da suspensdo de validacao
(Ny) e deixar em contato por 30 minutos. A seguir, semear 1mL dessa mistura, em
duplicata, na superficie de “Tryptic Soy Agar” (Difco-BBL) conforme descrito
anteriormente no item 5. Incubar as placas em aerobiose na estufa a 37°C durante 24 horas.

Expressar o resultado final da contagem de col6nias em UFC/mL.
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Figura 1. Teste de suspensdo (Na) na presenca de substancias interferentes (proteina e hemacias de carneiro) de produtos prontos para uso
para a higiene das maos: antissepticos detergentes (clorexidina e povidona-iodo) e preparacdes alcoolicas (alcool etilico 70% e alcool gel).
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Figura 2. Controle A — Controle da condicdo experimental do teste de suspenséo (Na) na presenca de substancias interferentes (proteina e

hemaécias de carneiro) de produtos prontos para uso para a higiene das maos: antissépticos detergentes (clorexidina e povidona-iodo) e
preparacdes alcodlicas (alcool etilico 70% e alcool gel).
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Figura 3. Controle B — Controle da auséncia de toxicidade dos neutralizantesdo teste de suspensdo (Na) na presenca de substancias
interferentes (proteina e hemécias de carneiro) de produtos prontos para uso para a higiene das maos: antissépticos detergentes
(clorexidina e povidona-iodo) e preparac@es alcoodlicas (alcool etilico 70% e alcool gel).



41

_._111:”:'35 1 ,.1 |T|| m -
[ tempo de ' T Incubagio
P | " 1 0, T 4 19
: F | 36Cou3lC=1°C
- contato (t) | Jih+ih
= 0,1 mi {2 \
97 mi (@) 1,1 ml H10E
: ’ EW= _—
% tempo de neutralizacio
0.1 ml @ B8 m k5 10s
g °C 20°C
O E do teste (/ @ = : @ # :
Legenda i‘q‘: uspensio teste (V) 37 Substancia interferente 5] Neutralizante 7) Produto @ Agua
Suspensio de validagio ) o — ]
2 H(Nv=método modificado E(EI} Agua dura 1 5(1'1: Diluente {é_} Liquido de lavagem Mistura

3x10P—16x10%

Figura 4. Controle C — Validacdo da neutralizacdo-diluicdo do teste de suspensdo (Na) na presenca de substancias interferentes (proteina
e hemaécias de carneiro) de produtos prontos para uso para a higiene das maos: antissépticos detergentes (clorexidina e povidona-iodo) e
preparacGes alcodlicas (alcool etilico 70% e alcool gel).
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RESULTADOS

Na Tabela 1 sdo apresentadas as caracteristicas da origem dos 33 clones hospitalares
de Acinetobacter baumannii e o perfil de sensibilidade aos principais antibioticos do grupo -
Lactamico, representado pelas cefalosporinas de 32 geragéo (ceftriaxona, ceftazidime) e de 42
geracdo (cefepime) e os carbapenémicos (imipenem e meropenem); a polimixina-B e a
producdo de B-Lactamases da classe das oxacilinases.

Conforme mostrado na Tabela 1, todos os clones hospitalares de A. baumannii
sensiveis aos carbapenémicos, produtores ou ndo de OXA-23, foram resistentes as
cefalosporinas e sensiveis a polimixina B. Os clones resistentes aos carbapenémicos, com
excecao do clone HU-UEL-24, foram sensiveis apenas a polimixina B. Os clones hospitalares
de A. baumannii HU-UEL-680, HU-UEL-576 e HUM-Ac-59, produtores de OXA-23, foram
resistentes as cefalosporinas, carbapenémicos e a polimixina.

Atividade bactericida dos antissépticos degermantes representada pela clorexidina a
2% e povidona-iodo (PVP-1) a 10% com teor de 1% de iodo livre e das preparacdes alcodlicas
incluindo o alcool etilico 70% (p/p) e o alcool gel (alcool etilico 70% v/v) contra os diferentes
clones hospitalares de Acinetobacter baumannii com diversos perfis de sensibilidade aos
antibioticos avaliada pelo teste de suspensdo quantitativo realizado na presenca de substancias
interferentes (proteina e hemacias de carneiro) é apresentada na Tabela 2. Nenhum dos
isolados de Acinetobacter baumannii testados mostrou susceptibilidade aos antissépticos
degermantes ou as preparacgdes alcodlicas no teste de suspensao realizado em condicéo limpa
(i.e., na presenca de albumina 1,5%) ou suja (i.e., na presenca de albumina 15% mais
hemacias de carneiro a 15%).

Conforme evidenciado na Tabela 2, a atividade bactericida dos produtos testados,

expressa pelo fator de reducgéo logaritmica (FRL), nas condigdes limpa e suja, variaram de,
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respectivamente, 6,51 a 7,59 e 4,44 a 7,81 para clorexidina; 5,64 a 7,81 e 5,66 a 7,69 para
povidona-iodo; 6,54 a 7,81 e 6,24 a 7,81 para alcool etilico; 6,03 a 7,65 e 7,24 a 7,81 para
alcool gel. A média e o desvio padrdo do FRL dos produtos testados nas condic¢des limpa e
suja foram de, respectivamente, 7,40+£0,20 e 7,36+0,53 para clorexidina; 7,36+0,46 e
7,37+£0,41 para povidona-iodo; 7,46+£0,20 e 7,42+0,32 para alcool etilico; 7,40+0,32 e

7,48+0,12 para alcool gel (Tabela 2).



Tabela 1. Caracteristicas dos clones hospitalares de Acinetobacter baumannii e perfil de sensibilidade® aos principais antibi6ticos B-

Lactamicos (cefalosporinas e carbapenémicos) e polimixina-B e a producdo de enzimas -Lactamases da classe das oxacilinases.
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Amostras Data de Origem Antimicrobianos (ug/mL) Producéo
bacterianas isolamento de
CTX CTZ CEP IMI MER PMB oxacilinase
Sensiveis®
sem OXA-23
HU-UEL-18T  20/06/1994 Ponta de cateter R (>512) R (64) R (128) S (1) S(2) S(2) 51
HU-UEL-14 23/10/1995 Ambiente (cama) R (>512) R (32) R (32) S(2) S(2) S(2) 51
HU-UEL-4071  27/10/2004 Secrecdo traqueal R (>512) R (64) R (64) S (1) S(2) S(2) 51
HU-UEL-97 14/11/1995 Solugdo enteral R (32) R (32) R (64) S (1) S(2) S(2) 51
HU-UEL-102  21/10/1996 Secrecdo traqueal R (>512) R (256) R (256) S (1) S (2) S (2) 51
Sensiveis®
com OXA-23:
Sc-Ab-04 12/05/2009 Secrecéo traqueal R (>512) R (128) R (64) S(1) S(2) S (1) 51,23
Sc-Ab-34 22/06/2009 Hemocultura R(>512) R (>256) R (128) S (0,5) S(2) S (1) 51,23
Sc-Ab-39 22/03/2010 “Swab” oral/nasal R (16) R (4) R (4) S (1) S(1) S(1) 51,23
Resistentes®
sem OXA-23:
HU-UEL-3813 11/04/2004 Circuito de ar R (>512) R (>256) R (64) R (32) R (32) S(2) 51
Sc-Ac-36 04/03/2010 Secrecdo traqueal R(>512) R (>256) R (128) R (16) R (16) S(1) 51
Sc-Ac-43 13/03/2010 Hemocultura R(>512) R (>256) R (128) R (16) R (16) S (1) 51
Sc-Ac-46 19/03/2010 Secrecdo traqueal R (>512) R (>256) R (128) R (4) R (8) S(1) 51
HUM-Ac-21 19/06/2011 Secregéo traqueal R(>512) R (>256) R (>256) R (8) R (8) S (2 51
HUM-Ac-72 22/07/2012 Secrecdo traqueal R(>512) R (®>256) R(32) R (16) R (16) S(2) 51
HUM-Vi-341  28/08/2012 “Swab” retal R (>512) R (>256) R (256) R (32) R (32) S(2) 51




... | Continuacdo da Tabela 1.
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Amostras Data de Origem Antimicrobianos (ng/mL) Producéo
bacterianas isolamento (_Jlg
CTX CTZ CEP IMI MER PMB oxacilinase
Resistentes®
com OXA-23:
HU-UEL-24 27/11/1994 Ponta de cateter R (>512) R (32) R (16) S(2) S@) S(2) 51,23
HU-UEL-4605 08/11/2004 Secrecao traqueal R (>512) R (>256) R (64) R (16) R (16) S(1) 51,23
HU-UEL-4345 27/08/2007 Secrecao traqueal R (512) R (>256) R (256) R (32) R (32) S(1) 51,23
HUM-Ac-17 28/05/2011 Hemocultura R(>512) R (>256) R (128) R (32) R (32) S(2) 51,23
Sc4-Ac-113 10/11/2014 “Swab” nasal R(>512) R (>256) R (>256) R (64) R (32) S(1) 51,23
Sc-Ac-20 02/11/2009 Secrecao traqueal R(>512) R (>256) R (128) R (>64) R (32) S (0,25) 51,23
Sc-Ac-59 14/04/2010 Secrecéo traqueal R(>512) R (>256) R (128) R (16) R (16) S(1) 51,23
Sc4-Ac-57 21/06/2014 Ponta de cateter R(>512) R (>256) R (>256) R (32) R (32) S (0,25) 51,23
HUM-Vi-11 14/09/2011 “Swab” retal R(>512) R (>256) R (>256) R (32) R (32) S(2) 51,23
HUM-Vi-264  15/04/2013 “Swab” retal R (>512) R (>256) R (64) R (32) R (32) S(2) 51,23
HUM-Ac-27 21/07/2011 Secrecao traqueal R (>512) R (>256) R (128) R (32) R (32) S(2) 51,23
HUM-Ac-74 14/08/2012 Secrecgdo traqueal R (>512) R (256) R (128) R (64) R (16) S (0,5) 51,23
HUM-Ac-57 28/02/2012 Hemocultura R (>512) R(>256) R (>256) R (32) R (32) S(2) 51,23
HUM-Ac-104  19/06/2013 Ponta de cateter R (64) R (>256) R (128) R (32) R (32) S(2) 51,23
HUM-Ac-127  13/05/2014 Secrecdo traqueal R (512) R(>256) R (>256) R (32) R (32) S (0,25) 51,23
Multirresistentes’
com OXA-23:
HU-UEL-680  23/10/2011 Secrecdo traqueal R(>512) R (>256) R (256) R (180) R (>64) R (16) 51,23
HU-UEL-576  09/10/2011 Secrecdo traqueal R(>512) R (>256) R (256) R (8) R (8) R (32) 51,23
HUM-Ac-59 23/03/2012 Aspirado traqueal R (>512) R (>256) R (>256) R (64) R (64) R (4) 51,23

CTX, ceftriaxona; CTZ, ceftazidime; CEP, cefepime; IMP, imipenem; MER, meropenem; PMB, Polimixina B; R, Resistente; S, sensivel.

1. Concentragéo inibitéria minima determinada pelo método de &gar diluicdo®®; 2. Sensivel aos carbapenémicos; 3. Resistentes aos carbapenémicos; 4. Resistentes aos
carbapenémicos e polimixina B.
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Tabela 2. Atividade bactericida dos principais antissépticos usados para a higienizacdo das maos, expressa pelo fator de reducéo logaritmico (FRL), contra
diferentes clones hospitalares de Acinetobacter baumannii avaliada pelo teste de suspensao quantitativo realizado na presenca de substancias interferentes
em condicdes limpa (albumina a 1,5%) e suja (albumina a 15% e hemacias de carneiro a 15%), conforme descrito na Norma Européia 13727*

Amostras testadas Clorexidina 2% Povidona-iodo 1% Alcool etilico 70% (p/p) Alcool Gel

Limpa Suja Limpa Suja Limpa Suja Limpa Suja

Sensiveis a carbapenémicos
néo produtoras de OXA-23:

HU-UEL-18T 7,60 7,60 7,61 7,61 7,61 7,61 7,61 7,61
HU-UEL-14 7,37 4,44 7,37 7,37 7,37 7,37 6,37 7,37
HU-UEL-4071 7,38 7,35 7,42 7,42 7,42 7,42 7,42 7,42
HU-UEL-97 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54
HU-UEL-102 7,65 7,65 7,65 7,65 7,65 7,65 7,65 7,65

Sensiveis a carbapenémicos
produtoras de OXA-23:

Sc-Ab-04 7,65 7,64 5,95 7,25 7,25 6,25 7,25 7,25
Sc-Ab-34 7,50 7,50 7,57 7,57 7,57 7,57 7,57 7,57
Sc-Ab-39 7,41 7,41 7,45 7,45 7,45 7,45 7,45 7,45

Resistentes a carbapenémicos
néo produtoras de OXA-23:

HU-UEL-3813 7,30 7,30 7,48 7,48 7,48 7,48 7,48 7,48
Sc-Ac-36 6,51 7,81 7,81 6,81 7,81 7,81 6,03 7,81
Sc-Ac-43 7,56 7,56 7,53 7,53 7,53 7,53 7,53 7,53
Sc-Ac-46 7,31 7,31 7,32 7,32 7,32 7,32 7,32 7,32
HUM-Ac-21 7,69 7,69 7,69 7,69 7,69 7,69 7,69 7,69
HUM-Ac-72 7,35 7,35 6,35 5,66 7,18 7,18 7,35 7,35
HUM-Vi-341 7,56 7,56 7,56 7,56 7,56 6,56 7,56 7,56

Resistentes a carbapenémicos
produtoras de OXA-23:

HU-UEL-24 7,38 7,38 7,39 7,39 7,39 7,39 7,39 7,39
HU-UEL-4605 7,39 7,39 7,59 7,59 7,59 7,59 7,59 7,59
HU-UEL-4345 7,33 7,33 7,48 7,48 7,48 7,48 7,48 7,48
HUM-Ac-17 7,57 7,57 7,62 7,62 7,62 7,62 7,62 7,62
Sc4-Ac-113 7,38 7,38 7,35 7,35 7,35 7,35 7,35 7,35

Sc-Ac-20 7,32 7,32 7,32 7,32 7,32 7,32 7,32 7,32




/... Continuacédo Tabela 2.

Amostras testadas Clorexidina 2% Povidona-iodo 1% Alcool etilico 70% (p/p) Alcool Gel

Limpa Suja Limpa Suja Limpa Suja Limpa Suja

Resistentes a carbapenémicos
produtoras de OXA-23:

Sc-Ac-59 7,41 7,41 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54
Sc4-Ac-57 7,49 7,49 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54
HUM-Vi-11 7,38 7,38 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54
HUM-Vi-264 7,58 7,58 7,41 7,41 7,41 7,41 7,41 7,41
HUM-Ac-27 7,48 7,48 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54
HUM-Ac-74 7,43 7,43 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54
HUM-Ac-57 7,33 7,33 7,33 7,33 7,33 7,33 7,33 7,33
HUM-Ac-104 7,22 7,22 5,64 6,06 6,54 6,24 7,24 7,24
HUM-Ac-127 7,21 7,21 7,52 7,52 7,52 7,52 7,52 7,52
Multirresistentes’:

HU-UEL-680 7,47 1,47 7,48 7,48 7,48 7,48 7,48 7,48
HU-UEL-576 7,59 7,59 7,45 7,45 7,45 7,45 7,45 7,45
HUM-Ac-59 7,18 7,18 7,62 7,62 7,62 7,62 7,62 7,62

Amostra padréo de
Acinetobacter baumannii:

A. baumannii ATCC19606 7,32 7,32 7,32 7,32 7,32 7,32 7,32 7,32
Amostras Controles*:

Escherichia coli K12 NCTC 7,59 7,59 7,59 7,59 7,59 7,59 7,59 7,59
10538

Pseudomonas aeruginosa 7,49 7,49 7,49 7,49 7,49 7,49 7,49 7,49
ATCC 15442

Enterococcus hirae ATCC 7,62 7,62 7,62 7,62 7,62 7,62 7,62 7,62
10541

Staphylococcus aureus ATCC 7,38 7,38 7,38 7,38 7,38 7,38 7,38 7,38
6538

NCTC, National Collection of Type Cultures, London, England; ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA.
1. Resistentes a carbapenémicos e polimixina B; 2, amostras de cole¢do de cultura usadas como controles para validacdo do teste de suspensdo descrito na Norma
Européia.®..
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DISCUSSAO

A emergéncia da resisténcia aos antibioticos em Acinetobacter baumannii tem sido
frequentemente descrito na literatura, entretanto, a resisténcia deste microrganismo aos
antissépticos e desinfetantes tém sido pouco investigada.'®® Alguns pesquisadores sugerem
que a exemplo do que ocorre em bactérias Gram-positivas (e.g., estafilococos, enterococos),
as bactérias Gram-negativas, tais como, enterobactérias, pseudomonas, acinetobacter, também
podem apresentar uma associacdo da resisténcia aos antibidticos com a reduzida
susceptibilidade aos antissepticos. Essa associa¢do poderia limitar a eficacia da antissepsia
das maos na prevencdo e controle das infecgdes hospitalares causadas por esses

microrganismos. 2%

Por isso, acreditamos que ¢ importante monitorar “in vitro” a
susceptibilidade destes patdgenos hospitalares aos antissépticos, principalmente em hospitais
onde eles sdo endémicos, para entender o real significado deste problema.

Varios pesquisadores tém investigado a atividade antibacteriana de antissépticos
contra isolados hospitalares de Acinetobacter baumannii utilizando diferentes métodos de
estudo, como por exemplo, a determinacdo da concentracdo inibitéria minima e testes de
suspensdo, como por exemplo, aquele descrito na Norma Européia 1040.1°2?* Entretanto, em
nosso conhecimento, este é o primeiro estudo realizado em nosso meio abordando a atividade
bactericida dos principais produtos usados na higienizacdo das maos em isolados hospitalares
multirresistentes de A. baumannii, utilizando o teste de suspenséo descrito na Norma Européia
13727.12

O fundamento do teste de suspensdo quantitativo descrito na Norma Européia 13727%2
é avaliar a atividade bactericida do produto na presenga de substancias organicas (e.g.,

proteina, sangue) que podem interferir na sua atividade antimicrobiana. Os resultados do

nosso estudo mostraram que todos os clones hospitalares de A. baumannii multirresistentes
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aos antibioticos, foram mortos pelos antissépticos comumente usados para a higiene das maos
na pratica hospitalar. Esse achado demonstra que a higiene das méos, quando executada no
momento indicado, com a técnica correta e com produtos nas concentragdes de uso
adequadas, deve ser efetiva na prevencao da transmisséo cruzada de A. baumannii pelas maos
contaminadas dos profissionais de salde, que é considerada a principal via de disseminagédo
deste microrganismo nos hospitais.®**°

Apesar de ndo termos encontrado em nosso estudo nenhum clone hospitalar de A.
baumannii, multirresistente aos antibidticos, com reduzida susceptibilidade ou resisténcia aos
antissépticos testados, é importante salientar que varios estudos tém reportado a existéncia de
associacdo entre a resisténcia a antibidticos e aumento da susceptibilidade aos biocidas em
outros patogenos hospitalares, como por exemplo, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus resistente a meticilina e Enterococos resistente a vancomicina.??®?® Por isso, estudos
como 0 nosso, aqui descrito, sdo importantes para monitorar a sensibilidade de A. baumannii
aos antissépticos usados para a higiene das méos e para surpreender um possivel surgimento
de cepas hospitalares de A. baumannii com reduzida susceptibilidade aos antissépticos.

Nos testes de suspensdo, independente da metodologia empregada, € indispensavel o
uso de neutralizantes adequados para impedir um possivel efeito residual dos produtos
testados que pode inibir o crescimento do microrganismo testado no meio de cultivo,
conhecido como efeito “carryover”. Com este propdsito nos usamos uma mistura de
neutralizantes, seguindo as recomendacdes da Norma Européia 13727*, que foi efetiva para
todos os produtos ensaiados, especialmente para a clorexidina e povidona-i6do, produtos com
reconhecido efeito residual. A mistura de neutralizantes foi eficiente e ndo mostrou efeito
inibitdrio sobre os microrganismos testados.

Nosso estudo apresenta algumas limitagfes. Primeira, o reduzido numero de isolados

de A. baumannii investigados por hospital. Acreditamos que o0 estudo precisa ser ampliado,
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testando-se um maior nimero de amostras de A. baumannii para torna-lo mais representativo.
Segunda limitacdo, apesar do periodo de estudo ndo ser o mesmo nos trés hospitais
envolvidos na pesquisa, acreditamos que este fato ndo teve influéncia na tendéncia dos
resultados encontrados.

Em resumo, os resultados do presente estudo mostraram que todos os clones
hospitalares de Acinetobacter baumannii, multirresistentes aos antibioticos, foram mortos
pelos antissépticos comumente usados na pratica hospitalar, sugerindo que higiene das méaos
com preparacdes alcodlicas (e.g., alcool gel) ou antissépticos-detergentes (e.g., clorexidina,
povidona-iodo) deve ser efetiva na prevencdo da disseminacdo de A. baumannii nos hospitais.
Ndo foi encontrada associacdo entre a resisténcia aos antibioticos e a reduzida
susceptibilidade aos antisseépticos nos diferentes clones hospitalares de A. baumannii

investigados no presente estudo.
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CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostraram que todos os clones hospitalares de
Acinetobacter baumannii, multirresistentes aos antibioticos, foram mortos pelos antissépticos
comumente usados para a higiene das méos na pratica hospitalar.

Os resultados também sugerem que a higiene das méos com preparacdes alcoolicas
(e.g., alcool etilico, alcool gel) ou antissépticos-detergentes (e.g., clorexidina, povidona-iodo)
deve ser efetiva na prevencao da disseminagédo de A. baumannii nos hospitais.

N&o foi encontrada associacdo entre a resisténcia aos antibidticos e a reduzida
susceptibilidade aos antissépticos nos diferentes clones hospitalares de A. baumannii,

multirresistentes aos antibidticos, investigados no presente estudo.



56

PERSPECTIVAS FUTURAS

Acreditamos que estudos como este sdo necessarios para monitorar clones hospitalares
de Acinetobacter baumannii, multirresistentes aos antibioticos, com objetivo de surpreender o
surgimento nestes microrganismos de uma possivel resisténcia cruzada entre antibidticos e

antissépticos, a exemplo do que ja foi constatado em outros patdgenos hospitalares.
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