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RESUMO
Introdugdo: A mudanca na microbiota do biofilme dental apds o uso de solucdo de
clorexidina (CHX) oral em pacientes sob ventilacdo mecéanica ndo foi descrita.
Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de bactérias patogénicas
associadas a PAVM (pneumonia associada a ventilagdo mecanica) em mucosa
bucal (OM) e da placa dentéria (DP) em pacientes em uso de solucdo de CHX.
Métodos: Um estudo randomizado, controlado, estudo prospectivo, duplo-cego.
Pacientes submetidos a ventilacdo mecanica foram randomizados para a higiene
bucal com CHX ou placebo. Amostras clinicas foram coletadas de OM e DP apoés a
admisséo e, em seguida, nos dias 3, 5, 7 e 10. A determinagdo da concentragao
inibitéria minima de clorexidina e concentracdo bactericida minima foram realizadas.
Resultados: 16 pacientes foram incluidos. No dia 5, todos os pacientes tiveram
culturas positivas para OM e DP. No momento da admissdo, 6 pacientes tiveram
bactérias multirresistentes, incluindo uma Klebsiella pneumoniae carbapenem-
resistente. O grupo CHX teve uma menor percentagem de MRSA que no grupo
placebo em OM [RR = 0,51 (0,27-0,98), p = 0,011]. Houve alta concordancia de
culturas entre OM e DP (indice de kappa = 0,825). PAVM ocorreu em 6 pacientes e
as espécies identificadas na aspiracdo traqueal de pacientes PAVM foram
semelhantes aos encontrados no OM em 4 casos. Todas as cepas apresentaram
baixa MIC e MBC para CHX (<0,039 mg / mL). Conclusdo: DP é rapidamente
colonizado por bactérias multirresistentes e que a solucdo de CHX a 2% reduziu a

colonizacéo por Staphylococcus aureus.

Palavras chave: pneumonia associada a ventilagdo mecanica; clorexidina;

microbiota bucal; unidade de terapia intensiva.



ABSTRACT

Background: The change in dental plaque microbiota following chlorhexidine (CHX)
use in patients under mechanical ventilation has not been described. Objective: The
aim of this study is to evaluate the presence of pathogenic bacteria associated with
VAP (ventilator associated pneumonia) in oral mucosa(OM) and dental plague(DP) in
patients using chlorhexidine. Methods: A prospective, randomized, controlled,
double-blind study. Patients submitted to mechanical ventilation were randomized for
oral hygiene with CHX or placebo. Microbiology samples were collected from OM and
DP after admission and then on days 3, 5, 7 and 10. Determination of chlorhexidine
minimal inhibitory concentration and minimal bactericidal concentration were
performed. Results: 16 patients were included. In day 5, all patients had positive
cultures for OM and DP. Upon admission, 6 patients had multidrug-resistant bacteria,
including a carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae. The CHX group had a
lower percentage of MRSA than placebo group in OM [RR=0.51(0.27-0.98),
p=0.011]. There was a high concordance of cultures between OM and DP (kappa
index=0.825). VAP occurred in 6 patients and the species identified in tracheal
aspiration of VAP patients were similar to those found in the OM in 4 cases. All
strains showed low MIC and MBC for CHX (<0.039 mg/mL). Conclusion: DP is
rapidly colonized with multidrug-resistant bacteria and that 2% chlorhexidine reduced

colonization by Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

Pacientes submetidos a ventilacdo mecénica nas Unidades de Terapia
Intensiva (UTI) apresentam alto risco para desenvolvimento de pneumonia
hospitalar. Nos pacientes que desenvolvem pneumonia durante a ventilacdo
mecanica apos 48 horas do seu inicio € chamada de pneumonia associada a
ventilacdo mecanica (PAVM). A PAVM aumenta a mortalidade e o tempo de
permanéncia hospitalar (LORENTE, 2012).

Sabe-se, hoje, que o biofilme dental € fator etiologico primordial para o inicio
do processo inflamatério e de afecces da cavidade bucal — como caries, gengivites
e periodontite — assim como de afeccbes distantes, como pneumonias e
broncopneumonias. Nem sempre a higienizagdo bucal com escovacdo € uma
preocupacdo em pacientes admitidos em UTI. Desta forma, ocorre o acumulo e a
adesdo tanto de bactérias, quanto de detritos alimentares, células epiteliais
descamadas, leucécitos, enzimas, sais minerais, polissacarideos, proteinas, mucina
salivar e demais detritos encontrados na cavidade bucal e proveniente de refluxo do
trato digestorio em pacientes com sondagem gastrica (SILVA, 2011).

Existem evidéncias suficientes que medidas de higiene bucal podem
prevenir esta condicdo e teoricamente a reducdo de PAVM (CABOV, 2010;
OZCAKA, 2012; CONLEY, 2013; SALIM, 2013), embora haja controversa na
literatura (BELLISSIMO-RODRIGUES 2009; LORENTE, 2012; SMITH, 2013;
YAMAGUCHI, 2013).

Assumindo a correlacédo da higiene bucal com a prevencéo de PAVM, faz-se
necessaria a manutencdo da saude bucal. Para tanto, € desejavel a manutencéo do
equilibrio entre nutricdo adequada e boa higiene. Essa Ultima pode e deve ser
alcancada por meio de procedimentos mecanicos, quimicos ou ambos, bem como,
gquando essa associagdo for por decisdo do cirurgido-dentista. Dentre o0s
procedimentos de higienizacdo, a mecanica, realizada por meio de escovacao e da
utilizacao de fios/fitas, € a mais aceita, gracas aos inumeros resultados favoraveis
(LOE e SILNESS, 1963; ANDERSON, 2003; FEJERSKOV e KIDD, 2005; KUMAR e
GREEN, 2005). J4 a prescricdo do controle do biofilme dental com quimicos, &

considerada de eficiéncia superior a da mecanica isolada, por alguns, enquanto



outros consideram os resultados semelhantes nos dois processos (LORENTE, 2012;
OZCAKA, 2012; COLEY, 2013; SMITH, 2013). Com essa hipotese, as substancias
bactericidas e/ou bacteriostaticas poderiam ser indicadas aos individuos que
estejam inconscientes. Além do mais, as substancias antibacterianas podem
compensar a eventual falta de motivagao da enfermagem para uma boa limpeza do
aparelho bucolabiodental, dai ser considerado por muitos como procedimentos
meramente coadjuvantes (LORENTE, 2012).

Dentre os produtos quimicos mais utilizados, estdo a clorexidina {1,7"-
hexametilenebis (5-[p-clorofenil] biguanida)}. Em odontologia, esta solucdo é
empregada de vérias formas, seja para inibir a prépria formacdo do biofilme, seja
para limpar campos operatorios; desinfetar canais radiculares; inibir caries e
gengivite, o que € dependente de sua concentracdo (JOHNSON, 1995). Para isso,
usa-se na forma de gel ou de solucdo para enxague. A maneira de agir dessa
biguanida € a de ligacdo a parede bacteriana, sendo bacteriostatica em baixas
concentracGes e bactericida em concentracfes altas. Atua contra microrganismos
Gram-positivos e Gram-negativos, sejam eles aerdbios ou aerobios facultativos, ou
mesmo leveduras (HUSSEY, 1980).

Outra importante propriedade é a sua capacidade de adsor¢cao no esmalte
dos dentes e na mucina salivar, com posterior liberagdo progressiva, exercendo
assim um efeito tecidual continuo e duradouro. As consequéncias mais comuns Sao:
alteracdes do paladar, tingimento da superficie bucal, tingimento das restauracdes
dentarias, geralmente temporarias; dentes com periodontite com célculos
supragengivais ou com restauragcdes de bordas rugosas podem sofrer descoloracéo
permanente (AUTIO-GOLD, 2008).

A microbiota bucal de pacientes em estado critico é diferente da de adultos
sadios e contém organismos que rapidamente podem causar pneumonia. Dentro de
48 horas ap0s a internacdo, a composi¢cdo da microbiota orofaringea de pacientes
em estado critico passa por uma mudanca da predominancia normal de Gram-
positivos e para organismos predominantemente Gram-negativos, que formam uma
microbiota mais virulenta que contém patdégenos causadores de PAVM (MUNRO e
GRAP, 2004). Por outro lado, desconhece-se o0 efeito que a clorexidina pode exercer
sobre essa microbiota (AUTIO-GOLD, 2008). Baseando-se em todas estas

guestdes, fica clara a necessidade de estudos que avaliem o perfil de bactérias



patogénicas na cavidade bucal em pacientes submetidos a ventilacdo mecanica em

uso de solucéo de clorexidina.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a presenca de patdgenos respiratorios associados com PAVM na
cavidade bucal e no biofilme dental de pacientes submetidos ao uso de solucdo de

clorexidina na higienizacao bucal.

2.2 Especifico

1. Comparar as espécies bacterianas de pacientes submetidos a higienizacédo
com clorexidina bucal para prevencdo de PAVM com as espécies bacterianas

de pacientes de um grupo controle;

2. Identificar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana das bactérias encontradas
na cavidade bucal e biofilme dental com e sem o0 uso de solug&o clorexidina

oral, na concentracao de 2%;

3. Determinar a concentracdo inibitéria minima e concentracdo bactericida
minima para clorexidina das bactérias identificadas na cavidade bucal e

biofilme dental.






3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pneumonia associada a ventilagdo mecéanica

A ventilacdo mecanica € um recurso utilizado na UTI e tem por objetivos
manter as trocas gasosas, corrigindo a hipoxemia e a acidose respiratoria associada
a hipercapnia, aliviar o trabalho da musculatura respiratoria, diminuindo a demanda
metabolica; reverter ou evitar a fadiga da musculatura respiratoria; diminuir o
consumo de oxigénio, dessa forma reduzindo o desconforto respiratorio; e permitir a
aplicacao de terapéuticas especificas no paciente em estado critico. Apesar do forte
beneficio ocasionado pela ventilagdo mecénica, ela também traz consigo algumas
consequéncias, dentre as principais, a PAVM (CARVALHO, 2007).

A pneumonia adquirida no hospital e associada a ventilacdo mecanica sao as
infeccbes nosocomiais que mais acometem pacientes internados em UTI
(HUTCHINS, 2009). E esté associada a um aumento no periodo de hospitalizacao e
indices de morbimortalidade, repercutindo de maneira significativa nos custos
(FEIJO , 2005).

Este tipo de pneumonia é uma infec¢cdo grave que atinge o parénquima
pulmonar e esta associado ao paciente intubado. Apesar dos avancos nas técnicas
para a manutencéo dos pacientes dependentes de ventilagcdo mecanica e no uso de
procedimentos para limpeza e esterilizacdo do equipamento respiratorio, a
pneumonia associada a ventilacdo mecanica (PAVM) ainda continua ocorrendo em
8% a 67% dos pacientes (SILVESTRINI E CRUZ, 2004).

Considera-se que a pneumonia associada a ventilagdo mecanica como uma
infeccdo pulmonar que ocorre 48 a 72 horas apo0s a intubacdo endotraqueal e
instituicdo de ventilacdo mecanica invasiva. E considerada precoce quando ocorre
até o quarto dia de intubacéo de ventilacéo e tardia quando ocorre ap0s o quinto dia
(CARVALHO, 2006; SILVA, 2011).

Para a ocorréncia da pneumonia, € necessario que os patdgenos superem 0s
mecanismos de defesa do sistema respiratorio: mecanicos (reflexo de tosse, reflexo
glético e sistema mucociliar), humorais (anticorpos e sistema complemento) e
celulares (leucdcitos polimorfonucleares, macrofagos e linfocitos). A medida que o

ciclo de contaminagdo, aspiracdo e patdgenos continua, 0S microrganismos



patogénicos prevalecem sobre as defesas antibactérias do organismo, e o paciente
desenvolve pneumonia (SAFDAR, 2005).

A suspeita clinica da presenca de PAVM ocorre em funcdo do aparecimento
de um novo infiltrado pulmonar, ou a progressdo de um infiltrado prévio na
radiografia de tdérax, associado a presenca de sinais clinicos e alteracdes
laboratoriais, como febre, leucocitose, leucopenia e secrecao purulenta. A PAVM é
uma infeccdo grave e ha alguns fatores de risco que predispbem ao seu
desenvolvimento como idade, escore de gravidade quando da entrada do paciente
na UTI, uso prévio de antimicrobianos, antidcidos, bloqueadores de receptores de
H, necessidade de reintubacdo, posicdo supina, uso de canula nasogastrica,
presenca de traqueostomia e transporte dentro do hospital (SILVA, 2011).

O mecanismo principal para a entrada de patdgenos no trato respiratério
inferior de pacientes gravemente enfermos € a aspiracdo de conteludos da orofaringe
ou de secre¢bes que se acumulam acima do balonete do tubo orotraqueal,
colonizados por microrganismos bucais, presentes no biofilme dental, que é o
acumulo de bactérias da microbiota bucal sobre a superficie dos dentes (LORENTE,

2012).

3.2 Microbiota da cavidade bucal

A cavidade bucal apresenta uma grande diversidade na sua microbiota.
Esses microrganismos utilizam o biofilme dental como reservatorio permanente,
podendo causar infec¢gbes a distancia (AMARAL, 2009).

A cavidade bucal é composta por uma complexa microbiota, a qual consiste
em mais de 100 milhdes de bactérias por mL de saliva, levando a formacéo de
aproximadamente 10 g de bactérias por dia. A complexidade se da ndo apenas pela
quantidade, mas a forma como cada grupo de microrganismo se adapta aos
diferentes ambientes na cavidade bucal, tendo relacdes diferentes das espécies com
a superficies da lingua, superficie do dente e aquelas aderidas ao biofilme, por
exemplo (CURTIS, 2011). Essa complexa microbiota levou a criacdo de um banco
de dados sobre a microbiota oral humana (Human Oral Microbiome Database —

www.homd.org) a qual lista todas as bactérias identificadas, incluindo um outro
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banco de filogenia bacteriana baseada no sequenciamento do porgédo 16S do rRNA
bacteriano (CORE - http://microbiome.osu.edu) (GRIFFEN, 2011).

A maioria das bactérias da boca € considerada parte da microbiota normal

do paciente, e pode incluir até 350 espécies. Diversos organismos apresentam a
tendéncia de colonizar partes distintas da boca. Por exemplo, Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguis, Actinomyces vicosus e Bacteroides gingivalis colonizam
principalmente os dentes, enquanto Streptococcus salivarius coloniza principalmente

o dorso da lingua. O Streptococcus mitis € encontrado tanto na superficie bucal
quanto na superficie dos dentes (GIBBONS, 1989).

A microbiota bucal de pacientes em estado critico é diferente da de adultos
sadios e contém organismos que rapidamente podem causar pneumonia. Dentro de
48 horas ap0s a internacdo, a composi¢cdo da microbiota orofaringea de pacientes
em estado critico passa por uma mudanca da predominancia normal de Gram-
positivos e para organismos predominantemente Gram-negativos, que formam uma
microbiota mais virulenta que contém patdégenos causadores de PAVM (MUNRO e
GRAP, 2004).

A saliva também é um elemento importante do ambiente bucal. Ela tem uma
série de fungbBes importantes, como o de desprender os microrganismos da boca.
Além disso, a saliva contém uma série de substancias imunolégicas, como a
imunoglobulina A, que dificulta a aderéncia de bactérias na cavidade bucal, e a
lactoferrina, um agente bactericida, que inibe a infeccdo bacteriana em individuos
sadios (BAGG, 1999; van’t HOF, 2014).

No paciente que se encontra em tratamento intensivo, dentre outros fatores,
ha uma diminuicéo do fluxo salivar, o que pode levar a colonizacdo da orofaringe por
patbgenos respiratorios, podendo levar a PAVM (BAGG, 1999). Entre outras
alteracdes, maior formacao de placa dental (JONES, 2011).

3.3 Mudanga de microbiota da cavidade bucal e do trato respiratorio

Apesar de a cavidade oral possuir uma microbiota, esta pode sofrer
alteracOes, deixando o paciente mais susceptivel a infeccbes. Pacientes que

apresentam acidose, uremia, diabetes mellitus descompensada, hipotenséao,
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leucocitose, leucopenia e etilismo possuem, frequentemente, uma coloniza¢cdo maior
nessas regides. Além dos fatores enddgenos, a microbiota sofre alteracdo durante o
uso de equipamentos respiratorios contaminados, higiene bucal precaria ou ausente,
dietas enterais, contato direto e indireto com outros pacientes (transmissao cruzada)
e baixa adesdo a higiene das maos pelos profissionais envolvidos (MEDEIROS,
2005).

3.4 Prevencao de PAVM

Embora a higiene bucal seja uma pratica tradicional na assisténcia ao
paciente, até recentemente ndo havia evidéncias cientificas de sua relevancia para a
prevencdo de infeccdes hospitalares. A higiene bucal € uma medida que reduz a
incidéncia de PAVM (BERALDO E ANDRADE, 2008).

Se o paciente intubado ndo receber higiene bucal eficaz, o ciculo dentério,
formado por depdsitos de bactérias, se estabelece dentro de 72 horas. Podendo
ocorrer a microaspiracdo destes patdgenos até o trato respiratorio inferior, e
posteriormente, pneumonia (BERRY E DAVIDSON, 2006).

Varios aspectos comprometem a higienizacdo da cavidade bucal e favorecem
ainda mais o crescimento microbiano, como a dificuldade e/ou impossibilidade do
autocuidado, a presenca do tubo traqueal, que dificulta 0 acesso a cavidade bucal, e
a consequente formacao de biofilme dental (FOURRIER , 2000).

A utilizacdo de enxaguantes bucais na higiene da cavidade bucal tem sido
cada vez mais utilizada, assim como na remogéo do biofilme dental (BERALDO E
ANDRADE, 2008).

A solucao de clorexidina € o principal agente usado na prevencao contra a
pneumonia nas unidades de terapia intensiva, na antissepsia da via aérea superior e
inferior (SEMENOFF , 2008). E tem sido objeto de muitas pesquisas em pacientes
ventilados mecanicamente, por ser um agente antimicrobiano com amplo espectro
de atividade, sendo absorvida pelos tecidos, ocasionando um efeito residual ao
longo do tempo (ELDRIDGE , 1998; KOEMAN , 2006). No Brasil a clorexidina € mais
encontrada em enxaguantes bucais na concentracdo de 0,12% podendo ser
utilizada também na concentracéo de 0,20% (MARINHO E ARAUJO, 2007).



3.5 Clorexidina

3.5.1 Descricéo e propriedades

A clorexidina {1,1'-bis Hexametileno (5-[p-clorofenil] biguanida)} é uma
biguanida catibnica que foi sintetizada em 1950, na Inglaterra, por pesquisas
voltadas no combate a malaria. Em 1953, o cloridrato de clorexidina foi desenvolvido
e introduzido como um antisséptico, e apenas na década de 70, destacou-se por ser
um antisséptico de baixa toxicidade, afinidade quimica com as estruturas da pele e
mucosa, possuir largo espectro, eficaz contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas, além de apresentar acdo bactericida e bacteriostatica, agindo também
sobre alguns fungos e virus como, por exemplo, o HIV (TORTORA, 2000; DENTON,
2001).

A clorexidina possui duas principais formas de atuacao, proveniente de dois
tipos de sais: como digluconato ou dicloridrato (LINDHE, 1999). O digluconato de
clorexidina d& origem as substancias farmacéuticas de uso corrente pelos
laboratérios em produtos para as mais variadas aplicagcbes de uso humano, tais
como: colirios, cremes e pomadas associadas de uso dermatologico, produtos para
uso ginecolégico, etc. No ambito hospitalar, os degermantes antissépticos sao
destinados a desinfeccao de maos e feridas, e limpeza da pele e das mucosas antes
de cirurgias ou outros procedimentos de contato ou invasivos (BAILEY, 2011).

A clorexidina € utilizada em varias areas como, por exemplo, na odontologia,
farmacéutica, medicina veterinaria e principalmente na medicina em especialidades,
como, neonatologia e obstetricia, ginecologia, cardiologia, urologia, oftalmologia,

entre outras, além do controle da infeccdo hospitalar (BAILEY, 2011).

3.5.2 Mecanismo de acéao

b

O modo de acdo da clorexidina caracteriza-se pela ligacdo a parede
bacteriana. A clorexidina adsorve-se a compostos anidnicos como glicoproteinas
salivares, radicais fosfatados e carboxilicos presentes em bactérias e

polissacarideos extracelulares presentes na mucosa (ROLLA e MELSEN, 1975).
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O fato da molécula catidnica da clorexidina ser rapidamente atraida pela
carga negativa da superficie bacteriana faz com que seja adsorvida a membrana
celular por interacdes eletrostaticas, provavelmente por ligacdes hidrofébicas ou por
pontes de hidrogénio, essa adsorcdo € concentracdo dependente, sendo
bacteriostatica em baixas concentracdes e bactericida em concentragdes elevadas.
Assim, em dosagens elevadas, ela causa precipitacdo e coagulacdo das proteinas
citoplasmaticas e morte bacteriana e, em doses mais baixas, a integridade da
membrana celular é alterada, resultando num extravasamento dos componentes
bacterianos de baixo peso molecular (HUGO e LONGWORTH, 1964; ROLLA e
MELSEN, 1975).

3.5.3 Espectro de acao

A clorexidina mostrou ser ativa em baixas concentragdes contra um grande
namero de bactérias Gram-positivas e Gram negativas e fungos como, por exemplo,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Corynebacterium acnes, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Candida albicans (TORTORA, 2000).

N&o ha evidéncias de surgimento de resisténcia bacteriana a clorexidina,
apenas a ocorréncia de um pequeno aumento ha concentracdo minima necessaria
para inibir o crescimento de certos microrganismos. Esta caracteristica €
particularmente importante, pois oferece uma alta eficAcia no seu uso antibacteriano,
nao encontrado em outros biocidas normalmente usados para a mesma finalidade. A
clorexidina é um biocida eficaz e econdmico, ndo necessitando rodizio (GILBERT E
MCBAIN, 2003). Por outro lado a resisténcia tem chamado a atencéo,
principalmente de bactérias de pele, onde a clorexidina € usada para assepsia em
procedimentos cirdrgicos. Em um estudo sueco, cinco genes de resisténcia foram
encontrados em Staphylococcus cogulase-negaticos, identificados como gacA/B,
smr, gacH, gacJ, e gacG. Esses genes foram identificados em bactérias que

estavam relacionadas a infec¢ao do sitio cirargico (PRAG, 2014).



11

3.5.4 Efeitos Adversos

A clorexidina é estavel, ndo é toxica aos tecidos e a absor¢éo pela mucosa e
pele € minima, é bem tolerada quando administrada em animais por via parenteral e
intravenosa, parece ndo atravessar a barreira placentaria e ndo provoca efeitos
téxicos colaterais sistémicos (DAVIES E HULL, 1973; WINROW, 1973; CASE, 1977,
RUSHTON, 1977).

Embora a clorexidina seja um dos mais ativos e eficazes agentes
antissépticos e considerada “gold standard”, ndo esta livre de efeitos adversos
indesejaveis (FLOTRA, 1971). Na odontologia pode apresentar como efeitos
adversos alteracbes das papilas gustativas e descoloracdo do esmalte dentério
(HELMS, 1995; AUTIO-GOLD, 2008).

Nas ultimas décadas, os relatos de reacdes do tipo imediato a clorexidina
atingindo desde urticaria localizada a choque anafilatico comecaram a aparecer com
mais frequéncia (HEINEMANN, 2002). GULERI e colaboradores (2012) confirmaram
a clorexidina como agente causal e concluiram que o0 uso extensivo de clorexidina
para reduzir infec¢cdes hospitalares tem a poténcia para sensibilizar uma pequena
proporcdo de pacientes, levando ao risco de vida por anafilaxia em exposicao

subsequente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Este € um estudo prospectivo, duplo cego (paciente e profissional que fara
limpeza da cavidade bucal), randomizado, descritivo com acompanhamento
longitudinal de pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do
Hospital Universitario Evangélico de Curitiba, durante o periodo de Junho 2014 até
Marco de 2015. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade Evangélica do Parana (CAAE: 31506514.0.0000.0103) (ANEXO A).

Como estudo descritivo microbiolégico, ndo foi possivel calcular o tamanho

amostral, pois ndo havia uma hip6tese analitica comparativa.

4.2 Critérios de Inclusao

Foram incluidos pacientes admitidos na UTI sob ventilacdo mecénica com
tempo de hospitalizacdo inferior a 48 horas; maiores de 18 anos de idade; sem
previsdo de sair de ventilacdo mecanica por, no minimo, 48 horas; ter dentes
permanentes anteriores ou posteriores naturais; ndo apresentar calculo dentario ou
restauracdes rugosas nos dentes anteriores e termo de consentimento livre e

esclarecido assinado por um representante legal (ANEXO B).

4.3 Critérios de Exclusao

Foram excluidos os pacientes que ndo concordaram com o termo livre
esclarecido; idade inferior a 18 anos; internamento prolongado prévio a UTI; que se
submeteram a tratamento com antibioticos na ultima semana; paciente internado na
UTI com suspeita clinica de pneumonia ou apdés internamento superior a 48 horas.
Uso de antibioticos, que poderiam interferir na microbiota oral, ndo foram critérios de

exclusao.
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4.4 Intervencéo

Os pacientes que preencheram os critérios de inclusdo foram alocados, ao
acaso, em dois grupos (clorexidina ou placebo). Apés obtencdo do TCLE do
paciente pelo responséavel legal, os pacientes foram aleatorizados (randomizados). A
intervencao que foi utilizada para comparar os grupos foi a higienizagcéo da cavidade
bucal com ou sem clorexidina. A higienizacdo da cavidade bucal foi realizada pela
equipe de enfermagem previamente treinada por um dentista aplicando-se 15 mL da
solucao de clorexidina 2% com suavidade, na gengiva, ha mucosa bucal e na lingua.
N&o houve limpeza mecénica por uso de escova dental. A solugdo era aspirada
apos o término da higienizacdo. No grupo placebo, a limpeza foi realizada apenas
com solucéo salina isoténica. A higienizacao foi realizada diariamente até o paciente
ter alta da UTI.

4.5 Dados clinicos

Dados clinicos foram avaliados, incluindo idade, sexo, comorbidades,
progressédo para PAVM durante o estudo e até 7 dias apds a ultima cultura colhida.
Para andlise de comorbidades, foram avaliadas aquelas relacionadas ao escore de
Charlson, que inclui diabetes mellitus, insuficiéncia renal crénica, infarto do
miocardio prévio, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral, deméncia,
doenca pulmonar obstrutiva, hipertenséo arterial sistémica, neoplasias soélidas,
linfoma, leucemia, doenca reumatoldgica, Ulcera péptica, hepatopatia e

imunossupressores.

4.6 Amostras biol6gicas

Foram coletadas amostras de mucosa bucal (OM) por meio de uma haste com
a ponta revestida de algodao (swab) e do biofilme dental (DP) por curetagem por um

dentista. A primeira amostra (tempo zero) foi coletada imediatamente apds a
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admissao na UTI e, em seguida, nos dias 3, 5, 7 e 10. A primeira amostra foi colhida
antes da aplicagdo da clorexidina. As amostras foram coletadas 6 horas apds a
higiene bucal e foram imediatamente encaminhadas para o laboratério de

microbiologia para cultivo.

O meio de cultura padréo usado para a semeadura inicial (direto da amostra)
foi agar sangue e MacConkey. As bactérias foram selecionadas conforme as
caracteristicas das coldnias. Depois de ter as colbnias suspeitas isoladas, foi
realizada a identificacdo. Testes de identificagdo e de susceptibilidade foram
realizados utilizando método automatizado (Vitek 2®, Biomeriuex, EUA) ou manual
de acordo com a CLSI M100-S24 (CLSI 2014). Foram analisadas apenas bactérias
relacionadas com PAVM. A classificacdo de resisténcia (resisténcia a mudltiplas
drogas, resisténcia estendida e pan-resisténcia) foi feita de acordo com critérios
definidos previamente por MAGIORAKOS (2012). A presenca de carbapenemase e
beta-lactamases de espectro estendido em enterobactérias foi realizada por meio de
testes fenotipicos (AREND 2015). Apenas para facilitar a descricdo dos resultados,
foram denominadas de KPC todas Klebsiella pneumoniae produtoras de
carbapenemase pelo teste fenotipico, CESP as bactérias do género Citrobacter,

Enterobacter, Serratia e Providencia.

4.7 Determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) de clorexidina e
Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A técnica a sequir foi descrita por NERANDZIC (2015). Uma solucao
concentrada de 50 mg/mL de digluconato de clorohexidina (CHX; Sigma-Aldrich, St
Louis, MO) foi preparado com agua ultrapura. Esta solucéo foi diluida para se obter
volumes de 100 mL a 2,5 mg/mL (0,25%), 1,25 mg/mL (0,12%); 0,65 mg/mL
(0,065%); 0,31 mg/mL (0,031%); 0,15 mg/mL (0,015%); 0,078 mg/mL (0,0078%); e
0,039 mg/mL (0,0039%).

As bactérias foram cultivadas aerobicamente em placas com agar Mueller-
Hinton (Himedia Laboratories, Mumbai, india) a 37 °C durante 24h. Col6nias foram

obtidas da cultura e suspensas em solucao estéril de NaCl 145 mM, até a obtencao
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de turbidez equivalente a 0,5 na escala de McFarland (cerca de 1,5 x 108 CFU/mL).
As suspensodes bacterianas foram diluidas a uma razdo de 1:20 em solucéo estéril
145 mM de NaCl. Aliquotas de cinquenta microlitros de cada suspensao bacteriana
foram transferidas para microtubos de 1,5 mL (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha)
e centrifugado a 10000 xg durante 5 minutos a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes foram descarregados por inversao do tubo e 500 pL de aliquotas de
cada solucdo com diferente concentracdo de CHX foram adicionados a cada tubo.
Os sedimentos foram suspensos em voértex durante 10 segundos. As suspensodes
finais foram incubadas a 37 ° C. Para verificar a atividade antimicrobiana imediata e
de longa duracgéo, foram avaliadas as amostras em 1h e em 12h. Apés 1h (T1h) e
12h (T12h). O T12h foi usado para avaliar o efeito residual, uma vez que a aplicacao
da solucéo de clorexidina nos pacientes era a cada 12 horas. As solucéo foram
dispostas em microtubos e centrifugadas (10000 x g durante 5 minutos) e 0s
sedimentos foram lavados com NaCl 145 mM. Este procedimento foi repetido mais
duas vezes para remocdo da CHX. Apds a ultima centrifugacdo, os sedimentos
foram suspensos com 300 pL de caldo de Mueller-Hinton (Himedia Laboratories,
Mumbai, india). Volumes foram transferidos para placas de 96 pocos para
microtitulacao (K30-5096U; Kasvi Prod Equip Lab, Curitiba, Brasil) e aerobicamente
incubados a 37 ° C, por 24-48h.

A auséncia de sedimentos bacterianos foi indicativa do efeito inibitério e a
concentracdo mais baixa a atingir tal efeito foi considerada como a concentracao
inibitéria minima (CIMCHX). A suspensao que atingiu a CIMCHX foi separada para
realizacdo da concentracéo bactericida minima (CBMHX). Aliquotas de 10 pL foram
plagueadas em superficies de agar Muller-Hinton. As placas foram devidamente
incubadas por 48h. A auséncia de crescimento bacteriano foi indicativa de efeito
bactericida e a menor concentracao a atingir tal efeito foi considerada como a
CBMCHX. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata, em trés
momentos independentes. Testes com 0s controles negativos foram realizados em

paralelo (NaCl 145 mM). Foram usados como controles as concentragdes 0%.

4.8 Anélise estatistica



16

Os resultados foram apresentados por meio de andlise descritiva ou analisados
e comparados cujo nivel de significancia das diferencgas foi de a = 95% ou p < 0,05.
Os testes estatisticos foram utilizados conforme o tipo de variavel assim como a
possibilidade de correlacdo de tempo, podendo ser utilizados os testes de qui-
guadrado ou correlacdo de Pearson, assim como Mann-Whitney para mediana entre
as amostras. Foi calculado o risco relativo (RR) com um intervalo de confianca de
95% (95% IC). Toda a analise estatistica foi realizada com o programa SPSS 18.0. A

correlacédo entre a amostra colhida de OM e DP foi analisada pelo index de kappa.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados clinicos

Vinte e oito pacientes preencheram os critérios de inclusdo. Porém, 12
pacientes foram excluidos por ndo possuirem, pelo menos, 4 coletas de cultura.
Foram, entédo, incluidos 8 pacientes em cada grupo.

As caracteristicas dos 16 pacientes incluidos estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e resultados de culturas de swab bucal e biofiime dentario de
pacientes admitidos na UTI e em diferentes dias de ventilagdo mecéanica.

CONTROLE CLOREXIDINA
N 1 3 s 7 0 11 12 14 2 7] 3 8 9 13 15 16
Sexo M F MM FF M F M M F M M F F M
Idade a3 19 31 56 19 83 50 41 65 65 50 51 37 46 55 46
Doenca de base Ndc Ndo Nio AVC Ndo Diabete N&o  Cancer Cirrose  Ndo AVC Cancer Ndo Ndo HAS Ee;:.lm
I 1
Charlson Index 0 0 0 2 0 1 CE 1 0 3 E] 1 0 o0 2
CFZ/ Crz/ PIF/CAZ VAN/ CROJ
CA: CRO/  MEM/VAN MEM
Antibibtico* \mﬁl MEM/ AMK*’ ,‘COL" MEM/ CIP VAN/ None Nome  /MEM/V CRO CRO/VAN MEM/ MEM/ CRO  None
VAN VAN AN coL VAN
Bucal MRSA CESP KPC 'RoA  MRsa - Kieh MRSA MRSA - CESPKleb  CSAB csPA - Kleb
CRAB Kleb
Dia 0
Dente MRSA KPC  CRAB  MPSA RcaA  CRAB MRSA - Kleb  CESP CSAB  CSPA - Kleb  CSAB
KPC CRAB
MRSA cspa MSSA CSAB
Bucal MRSA CESP KPC ~CRAB "o MRSA CRAB Kieb MRSA  MSSA csas S0 SO CoR
Dia 3
MRSA MRSA csPA MSSA
D MRSA ESP KP RAB MRSA RAB MRSA ESP AB - AB
ente SA  CES C C CRAB S, C Kleb Cand S, CES cs CRAB Kleb CS
MRSA KPC MRSA MRSA MRSA CcsAB CESP
Bucal kpe MRSA Cooo CRAB E:::B MRSA [ MRSA MSSA  opoe  CESP mmen  CRAB Cand - Comn
Dia 5
MRSA MRSA
MRSA MRSA MRSA CSAB MSSA
Dente Ko CRAB KPC CRAB  CRAB MRSA .o Kieb MSSA Lol CESP mmen  Steno Cand | cspa
KPC Prot
MRSA MRSA
MRSA KPC MRSA  MRSA MRSA MRSA
Bucal Ko CRAB (oo KRC cra ot Kt - Chms  CESP CSAB  CRAB Cand MSSA CSAP
KPC Prot
Dia 7
MRSA MRSA
MRSA MRSA  MRSA MRSA cspa
Dente ke CRAB KPC  KPCCRAB CRAB [ " Co Kieb MSSA  cpap  CESP CSABKleb CRAB Cand MSSA (oo
KPC Prot
MRSA MRSA MRSA MRSA CcsaB MRSA CSAB
Bucal URSh MRoA ke HRSA MR prot  TRSA e MSSA  MRSA B MR CSA8 Kieh  csPA
Dia 10
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA CSAB
D KP NR P NR MSSA MRSA - Kl MSSA PA
ente crag kpe T cras C cras sS s =0 crAB cesp MoSA CS

Fonte: Os autores (2015). AVC = acidente vascular cerebral; HAS = Hipertenséo arterial Sistémica;
MRSA = meticillin resistant Staphylococcus aureus; MSSA = meticillin susceptible Staphylococcus
aureus; Kleb = Klebsiella spp ndo produta de carbapenemase; CSPA = carbapenem susceptible
Pseudomonas aeruginosa; CRPA = carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa; CESP
(Citrobacter, Enterobacter, Serratia ou Providencia); CSAB = carbapenem susceptible Acinetobacter
baumannii; CRAB = carbapenem resistant Acinetobacter baumannii; KPC = Klebsiella produtora de
carbapenemase; Cand = Candida spp.
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A idade média dos pacientes foi 47,9 anos, sendo 42,75 no grupo placebo e
53,13 no grupo clorexidina (p=0,229). No grupo solucdo de clorexidina foram 5
homens (62,50%) e, no grupo placebo, 4 homens (50,00%) (p = 0,500). Nao houve
diferencas no escore de morbidades (Charlson) tanto no placebo quanto na
clorexidina, respectivamente, 0,62 vs. 1,12 (p = 0,619).

Nenhum paciente recebeu antibiotico no momento de admissdo conforme os
critérios de inclusdo. Porém, antibidticos foram administrados ao longo dos dias
conforme indicagcdo médica e ndo houve influéncia do pesquisador na escolha e
indicacao dos antibioticos conforme apresentado na Tabela 2. Em trés pacientes ndo
foi utilizado antibioticos e o perfil de bactérias ndo foi multirresistente em 1 deles, em

outro foi identificado MRSA em apenas uma amostra e noutro apenas MRSA.

Tabela 2 — Antibitticos prescritos e bactérias identificadas em pacientes submetidos a higienizacao
bucal com CHX ou placebo.

Antibiodticos

N CHX* Género Idade Bactérias identificadas
usados

1 N3o Masculino 43 CAZ/VAN MRSA, KPC, CRAB

3 Nao Feminino 19 CFZ/MEM/VAN CESP, MRSA, CRAB, KPC

5 N3o Masculino 31 CRO/AMK KPC, CRAB

7 Nao Masculino 56 MEM/VAN/COL CRAB, MRSA, KPC

10 Nao Feminino 19 CFZ/MEM/VAN MRSA, CRAB, Prot

11 Nao Feminino 83 CIP MRSA, Prot

12 Nao Masculino 50 MEM/VAN CRAB, Kleb, MRSA

14 N3o Feminino 41 None MRSA, Kleb

2 Sim Masculino 65 None MRSA, MSSA, Cand

4 Sim Masculino 65 PIP/CAZ/MEM/VAN Kleb, MRSA, CRAB

6 Sim Feminino 60 CRO CESP, Kleb, MSSA

8 Sim Masculino 51 CRO/VAN CSAB, MRSA, Kleb

9 Sim Masculino 37 VAN/MEM/COL CSPA, CRAB, Steno, MRSA

13 Sim Feminino 46 CRO/MEM/VAN Cand, CSAB, CESP

15 Sim Feminino 55 CRO Kleb, MSSA

16 Sim Masculino 46 None CSAB, CESP, CSAP

* CHX - Clorexidina

CAZ - Ceftazidima; VAN - Vancomicina; CFZ - Cefazolina; MEM - Meropenem; CRO -
ceftriaxona; AMK - amicacina; COL - colistina; CIP - ciprofloxacino; PIP -

piperacilina/tazobactam

Fonte: Os autores (2015). MRSA = meticillin resistant Staphylococcus aureus; MSSA = meticillin
susceptible Staphylococcus aureus; Kleb = Klebsiella spp ndo produta de carbapenemase; CSPA =
carbapenem susceptible Pseudomonas aeruginosa; CRPA = carbapenem resistant Pseudomonas
aeruginosa; CESP (Citrobacter, Enterobacter, Serratia, Providencia); CSAB = carbapenem
susceptible Acinetobacter baumannii; CRAB = carbapenem resistant Acinetobacter baumannii; KPC =

Klebsiella produtora de carbapenemase
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5.2 Culturas

A primeira cultura obtida da cavidade bucal foi negativa (ndo houve
desenvolvimento de bactérias patogénicas) em 4 pacientes e em 3 pacientes na
cultura de biofilme. No dia 5, todos os pacientes apresentaram cultura positiva.

Na admissdo, 7 pacientes ja apresentaram bactérias MDR, incluindo uma
Klebsiella pneumoniae, produtora de carbapenemase, do tipo KPC, a qual se
perpetuou durante todo o estudo. Staphylococcus aureus foi a principal bactéria,
seguida de Acinetobacter baumannii. Ambas as espécies foram identificadas mais
frequentemente como MDR.

As bactérias identificadas em cavidade bucal e no biofilme dentario estao

descritas no Grafico 1 e na Tabela 1.

Clorexidina Placebo
ESBL ESBL
CRPA CRPA |
Candida Candida
CSPA CSPA
MSSA MSSA
CESP CESP
kPC kPC L
CSAB CSAB
Kleb/Prot Kleb/Prot
CRAB CRAB
MRSA MRSA
) 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Dente ™ Oral Dente MW Oral

Gréfico 1: Espécies identificadas na cultura do swab bucal (Oral) e biofiime dentario (Dentes). No
eixo horizontal esta representado o niimero de culturas, e no eixo vertical, as bactérias identificadas.

Fonte: Os autores (2015). MRSA = meticillin resistant Staphylococcus aureus; MSSA = meticillin
susceptible Staphylococcus aureus; Kleb = Klebsiella spp ndo produta de carbapenemase; CSPA =
carbapenem susceptible Pseudomonas aeruginosa; CRPA = carbapenem resistant Pseudomonas
aeruginosa; CESP (Citrobacter, Enterobacter, Serratia, Providencia); CSAB = carbapenem
susceptible Acinetobacter baumannii; CRAB = carbapenem resistant Acinetobacter baumannii

As bactérias MDR, como Staphylococcus aureus resistente a oxacilina

(MRSA), Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB), Klebsiella
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pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC), enterobactérias produtoras de
beta-lactamse de espectro estendido (ESBL) e Pseudomonas aeruginosa resistente
a carbapenémicos (CRPA) foram mais frequentes do que as bactérias sensiveis,
tanto em material de swab bucal como em biofilme dentério (tabela 2). Nao houve
diferenca estatistica no percentual de MDR em swab bucal em relacdo ao do

biofilme dentério.

Tabela 3. Comparacédo entre pacientes submetidos a higienizacdo bucal com clorexidina ou placebo

em relacado a perfil microbioldgico obtido por swab de cavidade bucal ou biofilme dentario.

Placebo Clorexidina
(n=117) % (n=89) 9% RR 95%CI p
MDR  Total 99,117 86% §7/89 68% 0.81 {0.67-0.98) 0.003
Oral 48/58 83% 27/43 63% 0.75 {0.58-0.98) 0.011
Dente £1/59 86% 30/46 65% 0.7%5 {0.59-0.95) 0.010
GPC  Total 45/117  38% 26/89 29% 0.75 {(0.51-1.12) 0.083
Oral 23/58 40% 13/43 30% 0.76 {0.43-1.32) 0.164
Dente 22/59 375% 13/46 28% 0.75 {0.42-1.33) 0.1565
GMNB Total 727117 62% Ls/a9 65% 1.8% {0.85-1.30) 0.296
Oral 35/58 60% 28/43 65% 1.07 (0.79-1.46) 0.312
Dente 37/59 63% 30/46 65% 1.04 {0.77-1.38) 0.395
MRSA Oral 23/58 40% 8/43 17% 0.51 {0.27-0.98) 0.011
Dente 22/59 37% 7/46 15% 0.47 {0.23-0.92) 0.006
CRAB  Oral 14/58 245% 6/43 14% 0.57 {0.24-1.38) 0.102
Dente 17/59 29% 6/43 14% 0.48 {0.20-1.12) 0.062

Fonte: Os autores (2015). MDR = multirresistente; GPC = coco Gram-positivo; GNB = Bacilo Gram-
negativo;, MRSA = Staphylococcus aureus resistente a oxacilina; CRAB = Acinetobacter baumannii
resistente a carbapenémico; RR = Risco Relativo; Cl = intervalo de confianga.

A concordéancia entre as culturas obtidas pelo swab bucal e pelo biofilme
dentario também foi avaliada. Para os casos que houve mais de uma bactéria no
material, se nenhuma foi idéntica o resultado foi considerado discordante, quando
houve pelo menos uma idéntica o resultado foi considerado como concordante. Uma
concordancia entre os testes foi de 82,5% quando pelo menos uma bactéria foi da
mesma espécie e 63,8% quando todas as bactérias identificadas foram coincidentes.

N&o foi avaliada a clonalidade entre bactérias da mesma espécie.

5.3 Comparacéao entre placebo e solucéo de clorexidina a 2%
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Na comparacao entre pacientes que usaram solucdo de clorexidina e o grupo
de pacientes que receberam apenas placebo, houveram menos casos de MRSA em
pacientes do grupo clorexidina, tanto em swab bucal [RR=0,51 (0,27-0,98), p=0,011]
como em biofiime dentario [RR=0,47 (0,23-0,92), p=0,006). Desta forma, a
clorexidina parece ser importante na redugdo de MRSA, o que ndo ocorreu com
outras espécies (Tabela 3).

A PAVM ocorreu em 4 pacientes no grupo CHX e em 2 pacientes no grupo
placebo. Das 6 PAVMs, cinco tiveram cultura quantitativa de aspirado traqueal
positiva. As espécies identificadas no aspirado traqueal foram idénticas a aquelas
identificadas na cultura de MO e PD em 4 pacientes. Testes de tipagem molecular
nao foram realizados para verificar se as bactérias apresentavam clonalidade.
Dentre as espécies identificadas, foram 2 casos de MRSA, 2 casos de MSSA e 1

caso de Serratia marcescens.

54 CIMe CBM

Todas as amostras clinicas apresentaram CIM e CBM inferior a menor
concentracéo, que foi de 0,039 mg.mL-1 (0,0039%) em T1h e T12h.



22

6 DISCUSSAO

A microbiota da cavidade bucal pode ser modificada por diversos fatores,
como interacdes fisico-quimicas entre enzimas e microrganismos, reducao de saliva
e de imunoglobulinas, niveis elevados das enzimas proteases e neuraminidases
associadas a uma higiene bucal precéria e gengivites, promovendo a colonizacdo
por bactérias Gram negativas (GIBBONS, 1989). Diversas destas condi¢cbes ficam
afetadas em pacientes submetidos a ventilacéo artificial em UTI, levando a alteracéo
da microbiota habitual e facilitando a colonizacdo por bactérias patogénicas,
relacionadas com PAVM.

Neste estudo detectamos a colonizacdo da microbiota bucal tanto em biofilme
dentario como em cavidade bucal com bactérias multirresistentes. Isso nao significa
mudanca na microbiota, pois ndo foi avaliada a microbiota normal, apenas avaliamos
bactérias patogénicas. Desde MRSA e até mesmo um caso de enterobactéria
resistente a carbapenem foram identificado precocemente. A probabilidade destes
pacientes estarem previamente colonizados ndo pode ser descartada, embora seja
pouco provavel para uma enterobactéria produtora de carbapenemase, uma vez que
esta bactéria é raramente encontrada na comunidade. Para MRSA, a colonizacao
domiciliar pode acontecer (CHENG, 2004; ABUDU, 2001).

A presenca de bactérias diferente da microbiota habitual na cavidade bucal,
como bacilos Gram-negativos e S. aureus pode acontecer em pacientes
hospitalizados, como descrito previamente, em 16 a 57%. Este mesmo estudo da
década de 70 mostrou que essa situacdo € extremamente rara em pacientes
saudaveis (até 2%) (JOHANSON, 1969). Outros pesquisadores encontraram dados
similares em pacientes de UTI na década de 80 e 90 (VALENTI, 1978;
SCANNAPIECO, 1992).

Uma das questdes mais instigantes diz respeito a correlagdo entre as
bactérias identificadas na cavidade bucal com aquelas de material obtido da via
aérea inferior e também daquelas identificadas nos pacientes com PAVM
(BRENNAN 2004). Estes dados tem sido avaliados em alguns estudos com
resultados bastante diferentes (BONTEN, 1996; GARROUSTE-ORGEAS, 1997,
FOURRIER, 1998; SCANNAPIECO, 1992; DONALDSON, 1991; SOLE, 2002;
TORRES, 1993). Na admissédo, 63% (23 a 96%) dos pacientes podem estar
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colonizados com um agente patogénico associado com PAVM. Dos pacientes que
ndo estdo colonizados, 63% também acabam adquirindo um patégeno associado a
PAVM durante a permanéncia na UTI. No presente estudo estes percentuais foram
superiores a alguns destes estudos, sendo que 75% ja apresentavam um patdgeno
associado com PAVM na admisséo e 100% estavam colonizados com um patégeno
associado com PAVM em até 10 dias.

Nos mesmos estudos citados anteriormente, a concordancia da mesma
espécie que colonizava a cavidade bucal com aquela identificada em lavado
broncoalveolar foi desde 0 até 97%. FELDMAN (1999) demonstrou em um pequeno
estudo que a colonizacdo da via aérea inferior € precedida da colonizacdo da
cavidade bucal, traqueia e trato digestorio alto.

As fontes de transmissdo de bactérias multirresistentes sdo bem conhecidas
no ambiente hospitalar. No presente estudo, a transmissédo pode ter acontecido no
momento da intubacdo orotraqueal ou durante procedimento de aspiracao de vias
aéreas ou cavidade bucal, conforme ja foi observado em estudo prévio (ROCK,
2014). Nao avaliamos o perfil clonal das bactérias do raspado dentario com a da
cavidade bucal. No presente estudo também n&o foi avaliada a historia recente de
internacdo em outros hospitais, assim como visitas a servigcos de emergéncia e uso
de antibidticos, que poderiam justificar uma cultura precocemente positiva por
bactérias multirresistentes. Os pacientes hospitalizados néo receberam antibiéticos
na primeira coleta. Porém, nas coletas subsequentes, alguns pacientes receberam
antibiéticos, muitos deles de amplo espectro. Esse fato pode ter influenciando a
mudanca na microbiota, conforme outros autores ja descreveram (WILLING, 2011)

Além de precoce, ficou claro que a colonizacao persistiu ao longo dos dias na
maioria dos pacientes. Os motivos pelos quais a colonizacdo persiste ou muda
depende de muitos fatores intrinsecos e extrinsecos. A utilizacdo de antibiéticos, a
presséao seletiva de outros microrganismos, as condi¢cdes higiénicas da cavidade oral
e fatores imunolbgicos locais podem interferir. Pacientes em estado critico
apresentam elevados niveis da protease, a qual remove das superficies dos dentes
uma substancia protetora denominada fibronectina (glicoproteina inibidora da
aderéncia de bacilos Gram-negativos a orofaringe). A perda dessa substancia facilita
a fixacdo de bactérias Gram-negativas, inclusive de Pseudomonas aeruginosa nas
células epiteliais da faringe (MEDEIROS, 2005).
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Em pacientes de UTI, o perfil microbiano encontrado dependera do tempo de
internacdo, do uso de antimicrobianos, da susceptibilidade do hospedeiro e da
microbiota da UTI. Bacilos Gram-negativos (Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp.,
Acinetobacter spp.) e Staphylococcus aureus sdo frequentemente isolados (BASSIN
E NIEDERMAN, 1995; GEORGE, 1995). No nosso estudo ficou evidente que nos
pacientes que ndo usaram antibioticos, o perfil das bactérias nao foi de
multirresisténcia, ficando sugerido aqui o papel da presséo seletiva induzida pelos
antibidticos na microbiota bucal.

Pacientes internados em UTI apresentam uma quantidade de biofilme dental
aumentada proporcional ao tempo de internacdo, ocorrendo um aumento na
probabilidade desse biofilme ser colonizado por patégenos respiratorios e da
aspiracdo desse conteudo para os pulmdes, ocasionando a pneumonia (SATO,
2009).

Neste estudo evidenciou-se uma forte correlagdo de espécies identificadas no
raspado de biofilme com os achados em cavidade bucal. O acumulo de bactérias da
microbiota bucal sobre a superficie dos dentes é uma das explicativas para a
cavidade bucal e a biofiime dental apresentarem os mesmos patégenos (GOMES,
2010; EWAN, 2010). A formagdo do biofilme na superficie dentéria tem sido
estudada in vitro e in vivo (KOLENBRANDER, 2010). Cada passo na formacao
desse biofilme é bastante especifico e apresenta caracteristicas estruturais e
diferente espécies daquelas encontradas na mucosa bucal, pelo menos em
pacientes saudaveis. (SOCRANSKY, 2005; ZIINGE, 2010; NOBBS, 2009).

A higiene bucal € um fator importante na prevencao da pneumonia associada
a ventilacdo mecanica (PAVM). Frente as limitacbes dos métodos mecanicos de
higiene, agentes antimicrobianos em forma de enxaguantes bucais sdo amplamente
utilizados no controle do biofilme, auxiliando os métodos mecéanicos de remocéo e
diminuindo o nimero de microrganismos patogénicos na cavidade bucal (MARINHO
E ARAUJO, 2007). Ficou evidente a reducdo no nimero total de bactérias no grupo
que recebeu a solugdo de clorexidina em relacdo ao grupo placebo, além de uma
reducdo significativa de MRSA, corroborando com o perfil de suscetibilidade ja
conhecido deste antisséptico para Staphylococcus aureus. Por outro lado, nédo foi
vista mudanca no perfil de bacilos Gram-negativos.

Diante da persisténcia de pacientes colonizados por bacilos Gram-negativos,

foi realizado o teste de suscetibilidade das bactérias identificadas a clorexidina. Os
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resultados mostraram que todas as bactérias apresentaram CIM bastante reduzidas.
Diante da duvida sobre a atividade bactericida e ndo simplesmente da acédo
bacteriostatica foram realizados os testes de CBM, cujos resultados comprovaram a
alta sensibilidade dos patdgenos a clorexidina. Nao foi possivel comparar CIM e
CBM entre os grupos (placebo e CHX), pois foram todos abaixo do valor minimo.
Isso demonstra que a solugéo de clorexidina é um antisséptico efetivo. Um dos
principais mecanismos da resisténcia do biofilme esta relacionado a falha dos
agentes penetrarem em toda sua extensdo. Substancias que compdem a matriz do
biofilme retardam a difusdo de substancias quimicas e antimicrobianas. A velocidade
de penetragcéo varia de acordo com o microrganismo envolvido e a composicao da
matriz. Um segundo mecanismo de resisténcia esta relacionado com a capacidade
dos microrganismos, presentes no interior do biofilme, ficarem por longos periodos
sem nutrigdo, diminuindo sua taxa de crescimento. Microrganismos com baixa taxa
de crescimento, ndo sdo muito suscetiveis as substancias quimicas (STOODLEY,
2002).

A suposicdo para a ineficacia da clorexidina para determinados
microrganismos, deve-se ao fato da vitalidade bacteriana permanecer na parte
interna do biofilme. Sendo assim, indica a necessidade da remog¢ao mecénica prévia
do biofilme para eficacia da solucéo de clorexidina (PRATTEN, 1998)

O CDC (Centro de Controle e Prevencdo de Doencas) sugere a implantacao
de um programa que contemple a higiene bucal e a descontaminacdo desta
cavidade com antissépticos em pacientes com quadro agudo, internados em
instituicbes de longa permanéncia e com risco aumentado para a pneumonia
hospitalar (TABLAN, 2004). Embora a clorexidina reduza a colonizacédo bacteriana
na cavidade bucal e, consequentemente, a prevaléncia de PAVM e de pneumonia
pés-cirargica, sua influéncia na reducdo da mortalidade associada a essas
condic¢des ainda néo foi totalmente esclarecida (CHLEBICKI E SAFDAR, 2007).

Dentre as limitagbes do nosso estudo, incluimos o numero reduzido de
pacientes que ndo nos permitiu avaliar se a solugéo de clorexidina 2% mudaria a
incidéncia de PAVM. A identificacdo ndo quantitativa de bactérias, ndo permitindo
avaliar se o numero de unidades formadoras de colénias mudou durante o tempo e
entre 0s grupos. Outro questionamento diz respeito a determinagéo da CIM e CBM

para clorexidina pois nao foi usado um controle resistente.
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7 CONCLUSAO

Este estudo mostrou que a cavidade bucal e o biofilme dental se colonizam
precocemente nos pacientes admitidos na UTI, geralmente por bactérias
multirresistentes. Os agentes etioldgicos identificados no biofilme dental apresentam
alta correlacdo com aqueles identificados na cavidade bucal.

O uso da solucéo de clorexidina a 2% na higienizacdo da cavidade bucal ndo
mudou a colonizacdo por bacilos Gram-negativos, mas mostrou-se efetiva na
reducado de colonizagéo por Staphylococcus aureus.

Embora a solugéo de clorexidina a 2% né&o tenha sido efetiva na redugéao de
bacilos Gram-negativos, o perfil de sensibilidade de todos o0s microrganismos
testados foi alto. Isto demonstra que a falha deste antisséptico na reducdo de
patégenos associados com PAVM na cavidade bucal ndo esta na sensibilidade, mas
provavelmente pela ineficacia local pela presenca de biofilme ou outro mecanismo

desconhecido.
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Apresentagio do Projeto:

Pacientes sujeitos as condigdes de ventilagio mecanica nas Unidades de Terapia Intensiva (UTls)
apresantam alto risco para

desenvolvimento de pneumonia hospitalar. A pneumonia associada a ventilaggo mecanica aumenta a
mortalidade & o tempo de permanéncia

hospitalar, OBJETIVO: o presente estudo procura avaliar & eficacia no uso da solugBo digluconato de
clorexidina a 0,2% como auxiliar quimico no

controle do biofilme dental & de suas conseqiéncias nas mudangas da microbiota da cavidade oral e
tragueal em pacientes internados em UTL.

METODOS: Serdo incluidos todos os adultos que forem internados na UT, submetidos imediatamente &
vantilagdo mecanica. Os pacientes eleitos

serdo alocados ao acaso em dois grupos, A e B, inicialmente com cinco doentes cada, O grupo A sera
‘placebe’, que & aguele que segue as

definigies protocolares da UTI; o grupo B sera ‘experimental’ que segue as mesmas rotinas do grupo A
adicicnando o uso de clorexidina. Serdo

coletadas amostras no momento que o paciente & incluido no estudo. Novas coletas s&o realizadas apés 3,
5, 7 e 10 dias. Serao coletas amostras
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de placa dentaria, swab oral e aspirado fraqueal. Serdo incluidos apenas os microrganismos que estejam
relacionados com PAVM, excluindo-se

culturas com flora mista, colonizadores de cavidade oral @ anaerdbios.Os dados clinicos serSo utilizados
para avaliar semelhanca enftre os grupos A

e B para avaliar possiveis interferéncias nos resultados de culturas e perfil de suscetibilidade. Os principais
dados ser@o as espécies identificadas

nos diferentes dias de coleta de cultura nos diferentes sitios. Da mesma forma serfio comparados os perfis
de suscetibilidade a clorexidina no grupo

AeB.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo principal deste estudo & avaliar o perfil de suscetibilidade dos principais patdgenos respiratdrios
associados com PAVIM (pneumonia

associada & ventilagdo mecanica) com & sem o uso de clorexidina oral & as concentragdes minimas
inibitérias destas bactérias a clorexidina.

Objetivo Secundario:

1. ldentificar o perfil das bactérias encontradas na cavidade bucal, placa dentaria e aspirado traqueal com e
sem o uso de diglucenato de clorexidina,

na concentragio de 0,20%.2. Avaliar o perfil de suscetibilidade das bactérias associadas com PAVM a
clorexidina.3. Comparar as espécies e perfil

de suscetibilidade bacteriana de pacientes que fizeram uso de clorexidina oral para prevengio de PAVM
com um grupo de pacientes que nao fara a pravencao.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

MNenhum risco para o paciente

Beneficios:

MNenhum beneficio para o paciente. Os dados clinicos serfo utilizados para avaliar semelhanca entre os
agrupos A @ B para avaliar possiveis interfergncias nos resultados de culturas e perfil de suscetibilidade.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Todos os exames laboratoriais serdo solictados pela equipe assistenta e fazem parte da rotina,
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n&o havendo interferénecia do pesquisador nesta
rotina. Exame Inicial: dados pessoais do paciente; anamnese em geral e exame clinico constantes do
prontuario médico.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Adequados.

Recomendagoes:

Mao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto de acordo com as legislagbes nacionais e internacionais de pesquisa.

Situacio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa da Sociedade Evangélica Beneficente de Curitiba, de
acordo com as atribuigbes definidas na Resolugdo 468/12 CNS, manifesta-se pela aprovagéo do projeto
conforme proposto para inicio da pesquisa.

Solicitames gue sejam apresentados a este CEP, relatdrios semestrais sobre o andamento da pesquisa,
bem como informages relativas as modificagBes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos oblides.

E dever do CEP acompanhar o desenvolvimento do projeto, por meio de relatérios semestrais dos
pesquisadores e de outras estratégias de moniteramento, de acordo com o risco inerente & pesquisa
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9.2 ANEXOB

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO: AVALIACAO DO PERFIL MICROBIOLOGICO E DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE BACTERIAS DO
TRATO RESPIRATORIO APOS O USO DE CLOREXIDINA ORAL EM PACIENTES SOB VENTILACAO MECANICA

InvestigadorES:

Felipe Francisco Tuon
Secado 1 Introdugéo

O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar de um estudo clinico. Antes de decidir participar, € importante que
o senhor (a) entenda por que a pesquisa esta sendo feita, o que envolvera e os possiveis beneficios, riscos e desconfortos que
pode causar. Leia com calma as informagdes abaixo e discuta sobre elas com o seu médico ou a equipe do estudo.
Entendendo tudo sobre o estudo, caso o senhor (a) decida participar, entdo nés pediremos que assine este termo. Se o senhor
(a) estiver participando de qualquer outro estudo clinico o senhor (a) ndo podera participar deste estudo.

Estamos convidando o senhor (a) a participar de uma pesquisa que avaliar4 quais sdo as bactérias presentes nos
dentes, na boca e nas vias respiratorias. Estas informagdes ajudardo a entender melhor como que as bactérias vao se

modificando apés o paciente entrar na UTI (unidade de terapia intensiva).

No6s acreditamos que, as bactérias que o paciente normalmente tem, vdo sendo modificadas por bactérias
hospitalares. A modificagédo pode ocorrer naturalmente ou apés a limpeza com um produto que é utilizado frequentemente, que

é chamada de clorexidina.

Leia todas estas informag6es cuidadosamente e, por favor, faca perguntas ao médico ou a equipe do estudo sobre

suas duvidas.
Secdo 2 Objetivo da pesquisa

O objetivo desta pesquisa é estudar as bactérias que estdo nas vias aéreas, boca e dentes em varios dias apos
entrar na UTI. Este estudo néo vai testar remédios e nem aplicar medicamentos nos pacientes. Este estudo serve apenas para
conhecer quais bactérias estao presentes nas vias respiratorias.

Secdo 3 Descri¢ao da Pesquisa e dos Procedimentos

No primeiro dia do estudo sera colhida amostra de material da boca e dentes. Outras coletas destes mesmos locais

véo ser realizadas nos dias 3, 5, 7 e 10 dias de internagao.

Em algumas UTlIs a limpeza da boca é feita com um produto chamado de clorexidina. A utilizacdo desta substancia
ndo é obrigatdria. Desta forma, neste estudo, metade dos pacientes vai usar esta substancia, que ja € usada varias vezes na

UTI e a outra metade ndo vai receber este produto.

A coleta do material é feita com um cotonete na boca e um raspado no dente (igual ao dentista). Ap6s isso nada mais

é feito ao paciente e as bactérias serdo identificadas no laboratério especialidade.

Secdo 4 Riscos e Inconvenientes
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Este estudo tem poucos riscos, pois passar 0 cotonete e remover uma pequena placa dentaria ndo tem
complicagdes. A substancia clorexidina ndo é absorvida pelo corpo e s6 atua na regido oral eliminando algumas bactérias que

estdo na boca.
Secdo 5 Possiveis Beneficios a se obter com a Participacéo

O doente néo vai ter nenhum beneficio direto, pois s6 serve para conhecer as bactérias que estdo nas vias aéreas.
Por outro lado, o conhecimento sobre essas bactérias podera melhorar a forma de tratamento e prevencao de infeccdes em

outros pacientes no futuro.

Secdo 6 Pagamento por participagdo no estudo

O senhor (a) ndo recebera qualquer compensagao financeira por sua participacéo neste estudo porque esta pratica é

proibida em nosso pais
Secdo 7 A sua participacao é voluntaria

A sua participagdo neste estudo € voluntaria. O senhor (a) poderd se recusar a participar ou sair do estudo a
gualquer momento sem sofrer qualquer penalidade ou perda de beneficios aos quais tenha direito. O senhor (a) ndo tem

qualquer obrigacéo de participar de um projeto de pesquisa proposto por seu médico.
Secdo 8 Confidenciabilidade

Todos os dados do estudo s&do confidencias; no entanto, os médicos pesquisadores autorizados, seus
representantes, agéncias governamentais e o Comité de Etica em Pesquisa poderdo ter acesso aos dados. Os dados e
resultados deste estudo também poderdo ser apresentados em Congressos ou publicagbes, mas nestes casos, 0s

participantes néo seréo identificados pelo nome.
Secao 9 A quem fazer perguntas

O senhor (a) tem o direito de fazer perguntas sobre este estudo a qualquer momento, e o senhor (a) € encorajado a
fazé-lo. Se o senhor (a) tiver quaisquer perguntas acerca deste estudo, sobre os seus direitos ou se 0 senhor (a) sofrer

quaisquer danos, entre em contato com o médico do estudo ou a equipe de pesquisa:

Nome: FELIPE FRANCISCO TUON  Tel: 88521893

Secdo 10 Direito de interromper a participacdo e procedimentos de Saida

O senhor (a) decide se quer ou ndo participar do estudo. Se decidir participar, tera a liberdade de sair do estudo a

qualquer momento sem precisar explicar porque decidiu sair. Isso ndo afetara o padrdo de tratamento que o senhor (a) recebe.

Secdo 11 Assinaturas

Eu, (nome do paciente em letra de forma) , i e entendi todas as informagdes que me

foram fornecidas neste termo de consentimento. Tive a oportunidade de discutir e tirar dividas. Todas as minhas perguntas
foram respondidas satisfatoriamente. Concordo voluntariamente em participar do presente estudo. Entendo que receberei uma

cOpia assinada deste termo de consentimento.

Por meio da assinatura deste termo de consentimento, ndo renuncio a quaisquer direitos legais que eu teria como

participante de uma pesquisa clinica.

Autorizo a divulgacdo de meus registros médicos ao patrocinador deste estudo (incluindo seus contratados e

agentes), autoridades regulatérias e comité de ética em pesquisa.
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Assinatura do paciente Data

Nome do paciente

Declaro que a informagéo sobre a natureza e propdsito do presente estudo foi comunicada ao paciente acima nomeado.

Assinatura de quem aplicou o termo Data

Nome de quem aplicou o termo

ESTA SECAO E APLICAVEL A PACIENTES INCAPAZES DE LER OU QUE NECESSITEM DE TESTEMUNHAS PARA A
OBTENGAO DESTE TERMO

Expliquei o contelido deste documento a pessoa acima que mostrou entender e dar seu consentimento de livre e espontanea

vontade.

Assinatura da Testemunha 1 (se aplicavel) Data

Nome da Testemunha 1 (letras de forma)

Assinatura da Testemunha 2 (se aplicavel) Data

Nome da Testemunha 2 (letras de forma)

ESTA SECAO E APLICAVEL A PACIENTES QUE ESTEJAM INCAPAZES DE ASSINAR ESTE TERMO DE
CONSENTIMENTO.

Assinatura do responsavel legal (se aplicavel) Data

Nome do responsavel legal (letra de forma) Data
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9.3 ANEXOC

ARTIGO ENCAMINHADO PARA PUBLICACAO
Ja encaminhado para AMERICAN JOURNAL OF INFECTION CONTROL

Title:
Early modification of oral microbiota following admission to intensive care unit and oral

hygiene with chlorhexidine — a prospective, randomized, controlled study

Running Title:
Chlorhexidine and MIC

Authors:
Felipe Francisco Tuon (1, 2); Oleg Gavrilko (1); Saulo de Almeida (3); Eigi Ricardo Sumi(3);
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*Corresponding author:
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Abstract

Background: Chlorhexidine (CHX) has been the most common product used for oral

hygiene in patients under mechanical ventilation for prevention of ventilator-associated
pneumonia (VAP). The change in dental plaque microbiota following CHX use in patients
under mechanical ventilation has not been described. Objective: The aim of this study is to

evaluate the presence of pathogenic bacteria associated with VAP in oral cavity and dental
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plaque in patients using chlorhexidine. Methods: A prospective, randomized, controlled,
double-blind study at a 600-bed university hospital from June 2014 to March 2015. Patients
immediately submitted to mechanical ventilation were randomized for oral hygiene with CHX
or placebo. Microbiology samples were collected from oral mucosa (OM) and dental plague
(DP) after admission and then on days 3, 5, 7 and 10. Determination of chlorhexidine minimal
inhibitory concentration and minimal bactericidal concentration were performed. Results: 16
patients were included. In day 5, all patients had positive cultures for OM and DP. Upon
admission, 6 patients had MDR bacteria, including a carbapenem-resistant Klebsiella
pneumoniae. Staphylococcus aureus was the most common microorganism. The CHX group
had a lower percentage of MRSA than placebo group in OM [RR=0.51 (0.27-0.98), p=0.011].
There was a high concordance of cultures between OM and DP (kappa index=0.825). VAP
occurred in 6 patients and the species identified in tracheal aspiration of VAP patients were
similar to those found in the OM in 4 cases. All strains showed low MIC and MBC for CHX
(<0.039 mg/mL). Conclusion: Dental plaque is rapidly colonized with multidrug-resistant

bacteria and that 2% chlorhexidine reduced colonization by Staphylococcus aureus.
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INTRODUCTION

Ventilator-associated pneumonia (VAP) is the most important infection in patients admitted
to intensive care unit (ICU) (1). VAP is associated to prolonged hospitalization, increased
costs, morbidity and mortality. The mechanism of pathogens entry in the lower respiratory
tract of patients under mechanical ventilation is the aspiration of secretions from oropharynx

and nasopharynx that accumulates over the orotracheal tube balloon (2).

The oral microbiota of patients in the ICU is different from healthy individuals. After 48
hours of hospital stay, the normal predominant Gram-positive microbiota changes to Gram-
negative bacilli, usually the same species associated with VAP (3). Furthermore, those

bacteria can use the normal dental plague as a natural reservoir (4).

Several studies have shown that oral hygiene of patients under mechanical ventilation can
reduce VAP rates (5). Chlorhexidine has been the most common product used once previous
studies have shown the efficacy in reduce VAP rates (6). However, the change in dental
plaque microbiota following chlorhexidine use in patients under mechanical ventilation has
not been described. The aim of this study is to evaluate the presence of pathogenic bacteria
associated with VAP in oral cavity and dental plague in patients using chlorhexidine or
placebo during admission to the ICU. The secondary objective is to evaluate minimal

inhibitory and bactericidal concentrations of chlorhexidine among the identified bacteria.

METHODS
9.4  Study design
This is a prospective, randomized, controlled, double-blind study. The study was carried out

at a 600-bed university hospital in Curitiba (Brazil) from June 2014 to March 2015. The study
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was approved by the Ethics Committee (CAAE: 31506514.0.0000.0103). Clinical data,

microbiological samples and progression to VAP were evaluated.

Inclusion and exclusion criteria

All of the following criteria should be met: patients admitted to the hospital and immediately
submitted to mechanical ventilation; 18 years old or older; high probability of mechanical
ventilation > 48h; permanent teeth (anterior and posterior). Exclusion criteria: impossibility to
obtain the consent form; hospitalization > 24 hours; recent use of antibiotics (< 1 week) or
admission to another hospital or emergency room; suspected infection in the upper or lower

respiratory tract; less than 4 culture samples as described below.

Clinical data

Clinical data were evaluated, including age, gender, antibiotic use during the study,
comorbidities and Charlson Comorbidity Index, progression to VAP during the study and
until 7 days after last culture. VAP criteria were those defined by CDC (7).

9.5

9.6 Intervention

Patients included in the study were randomized for chlorhexidine (CHX) oral washing or
placebo. In the chlorhexidine group, patients were submitted to oral wash with 15 mL of 2%
CHX digluconate by a trained nursery team. The CHX solution was gently brushed in the
gum, oral mucosa and tongue two times a day until ICU discharge. In the placebo group, oral

wash was performed with a 0.9% NaCl solution.

Microbiology samples
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Samples were collected from oral mucosa (OM) and dental plaque (DP) by curettage with a
brush. The first sample was collected immediately after admission to the ICU and then on
days 3, 5, 7 and 10. Samples were collected 6 hours after oral hygiene and were immediately
plated for bacterial identification. The samples were inoculated on McConkey and Blood agar
and only pathogenic bacteria were included for identification. Further identification and
susceptibility tests were performed using automated method Vitek 2® (Biomerieux, Marcy-
I'Etoile, France) or disk diffusion according with bacterium using CLSI (Clinical Laboratory
Standard Institute) as reference (8). The resistance rating (multidrug resistance, extended-
resistance and pan-resistance) was done according to Magiorakos et al. (9). Carbapenem
resistant Enterobacteriaceae were tested for carbapenemase production with Hodge test and if

positive, molecular test for blakpc detection as previous described (10).

Determination of Chlorhexidine Minimal Inhibitory Concentration and Minimal Bactericidal
Concentration

A concentrated solution of 50 mg.mL™ (5% m.v™*) chlorhexidine digluconate (CHX; Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) was prepared with ultrapure water. This solution was diluted to obtain
volumes of 100 mL at 2.5 mg.mL™ (0.25%), 1.25 mg.mL™ (0.12%); 0.65 mg.mL™ (0.065%);
0.31 mg.mL™* (0.031%); 0.15 mg.mL™ (0.015%); 0.078 mg.mL™ (0.0078%); and 0.039

mg.mL™ (0.0039%).

Bacteria were aerobically grown in Mueller-Hinton Agar dishes (Himedia Laboratories,
Mumbai, India) at 37 °C for 24h. Characteristic colonies were obtained and suspended in
sterile 145 mM NaCl solution until obtaining turbidity equivalent to ca. 0.5 in McFarland
scale (ca. 1.5x10® CFU.mL™). Bacterial suspensions were diluted at a ratio of 1:20 in sterile

145 mM NacCl solution.
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Fifty-microliter aliquots of each bacterial suspension were transferred to 1.5-mL microtubes
(Eppendorf AG, Hamburg, Germany) and centrifuged at 10,000 x g for 5 min at room
temperature. Supernatants were discharged by tube inversion and 500 pL aliquots of different
CHX solutions were added to each tube. Pellets were suspended by vortexing for 10 sec. Final
suspensions were incubated at 37 °C. After 1h (T1lh) and 12h (T12h), microtubes were
centrifuged (10,000 x g, 5 min) and pellets were washed with 145 mM NaCl. This procedure
was repeated more two times for CHX removal. After the last centrifugation, pellets were
suspended with 300 pL of Mueller-Hinton Broth (Himedia Laboratories, Mumbai, India).
Volumes were transferred to 96-well “U” bottom microtitration plates (K30-5096U; Kasvi

Prod Equip Lab, Curitiba, Brazil) and aerobically incubated at 37 °C, for 24-48h.

The absence of bacterial sediments was indicative of inhibitory effect and the lowest
concentration achieving such effect was considered as the Minimum Inhibitory Concentration
(MICchx). Suspensions were revolved and 10 pL aliquots were plated onto Muller-Hinton
Agar surfaces. Dishes were properly incubated for 48h. The absence of bacterial growth was
indicative of bactericidal effect and the lowest concentration achieving such effect was
considered as the Minimum Bactericidal Concentration (MBCchx). All procedures were
performed in triplicate, in three independent moments. Challenges with negative controls (145

mM NaCl) were conducted in parallel.

Statistical analysis
Clinical data were used to evaluate the similarity between chlorhexidine and placebo.
Statistical tests were performed according to the variable. All statistical analyses were carried

out using SPSS 18.0. Bivariate analysis was performed separately for each variable. P values



49

were calculated using the %2 test or Fisher’s exact test for categorical variables and Student’s
t-test or Wilcoxon rank-sum test for continuous variables. The agreement of culture results
between OM and DP was analyzed using kappa index. All tests were two-sided, and a P

value < 0.05 was considered significant.

RESULTS

Twenty-eight patients were screened, but 12 did not fulfill the inclusion criteria. A total of 16
patients were evaluated, 8 in the placebo group and 8 in the chlorhexidine group. Clinical data
of 16 patients are detailed in Table 1. The mean age was 47.9 years (42.7 years-old in the
placebo group and 53.1 years in the chlorhexidine group; P = 0.229). There were 5 men in the
chlorhexidine group (62.5%) and 4 men in the control group (50.0%) (P = 1). The Charlson

comorbidity score was similar in both groups.

The first culture was negative for pathogenic bacteria in 4 and 3 patients from OM and DP,
respectively. In day 5, all patients had positive cultures for OM and DP. All bacteria identified
in the OM and DP are described in Table 1 and figure 1. Upon admission, 6 patients had
MDR bacteria, including a carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae. The resistance gene

was identified as blakpc.o.

Staphylococcus aureus was the most common microorganism, followed by Acinetobacter
baumannii. Both bacteria were commonly MDR (MRSA and carbapenem-resistant
Acinetobacter baumannii) (Table 2). The prevalence of MDR bacteria was similar between

OM and DP.
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The CHX group had a lower percentage of MRSA than placebo group in OM [RR=0.51
(0.27-0.98), p=0.011] and DP [RR=0.47 (0.23-0.92), p=0.006). This difference was not seen
for other bacteria. There was a high concordance of cultures between OM and DP with a
kappa index of 0.825. Overtime, there was a tendency of same species of bacteria in
sequential samples. In 10 patients, the first bacteria identified continue to be identified until
the last sample. Antibiotic was not used in three patients, most of bacteria identified were not

multidrug-resistant.

VAP occurred in four patients in the CHX group and in 2 patients in the placebo group. Out
of the 6 VAP cases, five patients had positive cultures (quantitative) obtained from tracheal
aspiration. The species identified in tracheal aspiration of VAP patients were similar to those
found in the OM and DP in 4 cases. Molecular tests were not performed to evaluate clonality.

All strains showed low MICchx and MBCchx of 0.039 mg.mL™ (0.0039%) in Ty, and Toon.

DISCUSSION

The microbiota of oral cavity can be modified by several factors, such as physical and
chemical interactions with enzymes or microorganisms, reduction in saliva production and
immunoglobulins, high levels of proteases and neuroaminidases associated with gingivitis and
periodontal disease. All those conditions are associated with early colonization by Gram-
negative bacilli (11). We found an early colonization of dental plaque and oral mucosa with
Gram-negative bacilli, including multidrug-resistant species. We cannot state that there was a
change in the microbiota because we evaluated only pathogenic bacteria and not normal
microbiota. MRSA and even carbapenemase-producing Enterobacteriaceae were identified in

the first sample.
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The colonization can occur during the admission to the emergency room, but these patients
can also be colonized during previous medical care (12, 13). The sources of multidrug-
resistant bacteria are well known. In the hospital, the acquisition can occur during intubation
or during aspiration of airways or oral cavity (14). We did not evaluate the clonality of these
bacteria, which could be important to correlate with the species commonly found in the
hospital. This could be also important to correlate species identified in DP and OM. In our
city, the KPC-producing Enterobacteriaceae and Acinetobacter are polyclonal (10, 15), but
not for Enterococcus spp. (16). We did not evaluate the recent history of hospitalization in
other hospitals, as well as visits to emergency services that could justify an early positive

culture.

In addition to early colonization, it became clear that colonization persisted throughout the
study in most patients. Critically ill patients have increased protease levels, which remove a
protective substance called fibronectin from the tooth surface. The fibronectin is a
glycoprotein that inhibits the adherence of Gram-negative bacilli to the oropharynx. Some
patients received antibiotic during admission to the ICU, but it cannot justify the early

colonization.

In ICU patients, the microbial profile depends on the length of stay, use of antimicrobials,
host susceptibility and ICU microbiota. Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa, Proteus
spp, Acinetobacter spp) and Staphylococcus aureus are often isolated in these patients (17).
Patients in the ICU have an increased amount of dental biofilm, which is proportional to the

length of stay. The longer the stay, the greater chance of biofilm colonization by multidrug-
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resistant bacteria associated with respiratory infections. Our study showed a strong correlation

of species identified in dental plaque scraped with the findings in the oral cavity.

Oral hygiene is an important factor in the prevention of ventilator-associated pneumonia
(VAP). Mechanical hygiene methods have several limitations in the ICU, but antimicrobial
agents in the form of mouthwashes are widely used in controlling plaque, helping the
mechanical removal methods and reducing the number of pathogenic microorganisms in the
oral cavity. The reduction in the total number of bacteria in the group receiving CHX was
evident compared to the placebo group, and a significant reduction in MRSA was seen,

confirming the Staphylococcus susceptibility profile already known to this antiseptic.

On the other hand, there was no change in the Gram-negative bacilli profile. Chlorhexidine
showed to be active at low concentrations against a number of Gram-positive and Gram-
negative bacteria and fungi. These data were confirmed in our study when CHX MIC was

determined, showing extremely low resistance levels for S. aureus and Gram-negative bacilli.

Exposure to CHX concentrations > 0.039 mg.mL™ (0.0039%) was sufficient to inhibit the
growth of 375,000 CFU bacteria and kill them both after exposure for one hour and 12 hours.
This becomes interesting because the antimicrobial effect proved to be active at relatively low
concentrations of CHX within reduced exposure time (1 hour). A recent study showed that
low CHX concentrations [0.004 mg.mL™ (0.0004% wi/v)] may serve as an aid in the

eradication of resistant bacterial forms such as Clostridium difficile spores (18).

It is important to remember that all in vitro tests analyzed the planktonic phenotype of

bacteria, which are more sensitive to the antimicrobial action that those bacteria that grow in
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biofilms. A dynamic biofilm model should be important to evaluate the MIC for CHX in
biofilm bacteria (19). The ineffectiveness of chlorhexidine can be due to the fact that the
bacterial vitality remains within the biofilm. Thus, it indicates the need of biofilm mechanical

removal prior to the chlorhexidine use, e.g., using toothbrush.

The CDC (Center for Disease Control) suggests the implementation of an oral hygiene
program and decontamination of the oral cavity with antiseptic in patients at an increased risk
for nosocomial pneumonia (20). Although chlorhexidine reduces colonization in the oral
cavity and, consequently, the prevalence of VAP and postoperative pneumonia, the reduction

in mortality associated with these conditions has not yet been fully clarified (21).

We discussed some limitations in our study, but it is important to mention that we included a
small number of patients that did not allow us to assess whether chlorhexidine changes the
incidence of VAP. The non-quantitative bacterial identification of, not allowing to assess the

number of colony-forming units has changed over time and between groups.

In summary, this study demonstrated that dental plaque is rapidly colonized with multidrug-

resistant bacteria and that 2% chlorhexidine reduced colonization by Staphylococcus aureus.
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Table 1. Clinical characteristics and culture results for oral swab and dental smear of patients
admitted to the ICU and on different days of mechanical ventilation. CRPA = Carbapenem-
resistant Pseudomonas aeruginosa; CSPA = Carbapenem-susceptible Pseudomonas
aeruginosa; MSSA = Methicillin-susceptible Staphylococcus aureus; CESP = Citrobacter,
Enterobacter, Serratia or Providencia; CSAB = Carbapenem-susceptible Acinetobacter
baumannii; Kleb/prot = Klebsiella spp, Escherichia coli or Proteus spp; CRAB =
Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii; MRSA = Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. CAZ = ceftazidime; VAN = vancomycin; CFZ = cefazolin; MEM =
meropenem; CRO = ceftriaxone; AMK = amikacin; COL = colistin; CIP = ciprofloxacin; PIP
= pipetacillin/tazobactam. OM = oral mucosa; DP = Dental plate.Table 2. Comparison
between patients submitted to oral hygienisation with chlorhexidine or placebo regarding the
microbiological profile obtained by oral cavity swab or dental smear. MDR = multidrug-
resistant bacteria; GPC = Gram-positive cocci; GNB = Gram-negative bacilli; MRSA =
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; CRAB = Carbapenem-resistant Acinetobacter
baumannii

Figure 1. Species identified in culture from oral swab (Oral) and dental smear (Teeth). The
horizontal axis shows the number of positive cultures during all time, and the vertical axis
shows the identified bacteria. ESBL = Extended spectrum beta-lactamases bacteria; CRPA =
Carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa; CSPA = Carbapenem-susceptible
Pseudomonas aeruginosa; MSSA = Methicillin-susceptible Staphylococcus aureus; CESP =
Citrobacter, Enterobacter, Serratia or Providencia; CSAB = Carbapenem-susceptible
Acinetobacter baumannii; Kleb/prot = Klebsiella spp, Escherichia coli or Proteus spp; CRAB
= Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii; MRSA = Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus.
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Table 1. Clinical characteristics and culture results for oral swab and dental smear of patients admitted to the ICU and on different days of mechanical ventilation. CRPA = Carbapenem-resistant
Pseudomonas aeruginosa; CSPA = Carbapenem-susceptible Pseudomonas aeruginosa; MSSA = Methicillin-susceptible Staphylococcus aureus; CESP = Citrobacter, Enterobacter, Serratia or
Providencia; CSAB = Carbapenem-susceptible Acinetobacter baumannii; Kleb/prot = Klebsiella spp, Escherichia coli or Proteus spp; CRAB = Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii;
MRSA = Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. CAZ = ceftazidime; VAN = vancomycin; CFZ = cefazolin; MEM = meropenem; CRO = ceftriaxone; AMK = amikacin; COL = colistin;
CIP = ciprofloxacin; PIP = pipetacillin/tazobactam. OM = oral mucosa; DP = Dental plate.

Day O Day 3 Day 5 Day 7 Day 10
N Chlorexidine Gender Age Diseases C';::I'::“ Antibioticx OM DP OM DP OM DP OM DP OM DP
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
1 No Male 43 Burn 0 CAZ/VAN MRSA | o= MRSA MRSA 527 o B2 0 CRAR CRAB
MRSA MRSA MRSA \oc) moca
3 No Female 19 None 0 CFZ/MEM/VAN  CESP - CESP CESP MRSA CRAB CRAB CRAB o> oc
KPC  KPC  KPC
5 No Male 31 None 0 CRO/AMK kec kpc kpc ke KPC o wpe KPC o ypc kP kpC
CRAB CRPA
MRSA KPC  MRSA MRSA
7 No Male 56 Stroke 2 MEM/VAN/COL ~ p~o' CRAB CRAB CRAB CRAB CRAB KPC oo (lono cono
MRSA MRSA MRSA MRSA
10 No Female 19 None 0 CFZ/MEM/VAN  MRSA MRSA MRSA MRSA -p B CcRAB CRAB CRAB NR  NR
CRAB CRAB CRAB
Prot Prot Prot Prot
11 No Female 83 Diabetes 1 cIp - MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA E"rifA ';,"rifA Prot  Prot
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
12 No Male 50 None 0 MEM/VAN Kleb CRAB CRAB CRAB oot o' (ool core CRAB CRAB
14 No Female 41 Solid 2 None MRSA MRSA Kleb MRSA MRSA Kleb MRSA Kleb NR NR
neoplasm Kleb Kleb Kleb
2 Yes Male 65 Cirrhosis 1 None MRSA - - Cand MSSA MSSA - MSSA MSSA MSSA
MRSA MRSA MRSA MRSA
4 Yes Male 65 None 0 PIP/CAZ/MEM/VAN -  Kleb  MRSA MRSA oot Conr! (o0 Co0' MRSA MRSA
6 Yes Female 60 Stroke, 3 CRO CESP  -tcp MSSA CESP CESP CESP CESP CESP - -
hypertension Kleb
Solid CSAB CSAB CSAB CSAB
8 Yes Male 51 - eoplasm 2 CRO/VAN CSAB CSAB CSAB CSAB o) ooy CSAB (o° 20 Kleb
CSPA CSPA MRSA MRSA
9 Yes Male 37 Burn 1 VAN/MEM/COL ~ CSPA CSPA  o\o conn CRAB Steno CRAB CRAB oo cnnp
CSAB CSAB
13 Yes Female 46 None 0 CRO/MEM/VAN - - - - Cand Cand Cand Cand CESP CESP
. MSSA MSSA MSSA
15 Yes Female 55 Hypertension 0 CRO Kleb  Kleb Kleb Kleb Kleb MSSA MSSA Kleb MSSA
. CSAB CESP CSPA
16 Yes Male 46 Renal failure 2 None - CSAB CSPA CSAB CSPA CSPA CSAP CESP CSPA CSPA
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Table 2. Comparison between patients submitted to oral hygienisation with chlorhexidine or
placebo regarding the microbiological profile obtained by oral cavity swab or dental smear.
The “n” is the total number of samples during all time of the study. MDR = multidrug-
resistant bacteria; GPC = Gram-positive cocci; GNB = Gram-negative bacilli; MRSA =
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; CRAB = Carbapenem-resistant Acinetobacter
baumannii.

Placebo Chlorexidine
(n=117) % (n=89) % RR 95%CI P
MDR Total 99/117 86% 57/89 68% 0.81 (0.67-0.98) 0.003
Oral 48/58 83% 27/43 63% 0.75 (0.58-0.98) 0.011
Teeth 51/59 86% 30/46 65% 0.75 (0.59-0.95) 0.010
GPC Total 45/117 38% 26/89 29% 0.75 (0.51-1.12) 0.083
Oral 23/58 40% 13/43 30% 0.76 (0.43-1.32) 0.164
Teeth 22/59 37% 13/46 28% 0.75 (0.42-1.33) 0.165
GNB Total 72/117  62% 58/89 65% 1.85 (0.85-2.30) 0.296
Oral 35/58 60% 28/43 65% 1.07 (0.79-1.46) 0.312
Teeth 37/59 63% 30/46 65% 1.04 (0.77-1.38) 0.395
MRSA Oral 23/58 40% " 8/43 17% 0.51 (0.27-0.98) 0.011

b |

Teeth 22/59  37% 7/46 15% 0.47 (0.23-0.92) 0.006

CRAB Oral 14/58  24% " 6/43 14% 0.57 (0.24-1.38) 0.102
Teeth 17/59  29% 6/43 14% 0.48 (0.20-1.12) 0.062

b |
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Figure 1. Species identified in culture from oral swab (Oral) and dental smear (Teeth). The
horizontal axis shows the number of positive cultures during all time, and the vertical axis
shows the identified bacteria. ESBL = Extended spectrum beta-lactamases bacteria; CRPA =
Carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa; CSPA = Carbapenem-susceptible
Pseudomonas aeruginosa; MSSA = Methicillin-susceptible Staphylococcus aureus; CESP =
Citrobacter, Enterobacter, Serratia or Providencia; CSAB = Carbapenem-susceptible
Acinetobacter baumannii; Kleb/prot = Klebsiella spp, Escherichia coli or Proteus spp; CRAB
= Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii; MRSA = Methicillin-resistant

Staphylococcus aureus.
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