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Hoofdstuk 1

Inleiding

De minister van Volksgezondheid, Welzijn en Sport (VWS) en de staatsecretaris
van Infrastructuur en Milieu (IenM) hebben op 4 februari 2015 de Gezondheids-
raad om advies gevraagd over desinfectantia. Ze willen onder meer weten of er
aanwijzingen zijn voor een toename van de microbiéle resistentie tegen desinfec-
tantia door een stijgend gebruik van deze stoffen en of daar gezondheidsschade
uit kan voortvloeien. Ook vragen ze of de resistentie tegen antibiotica toeneemt
door het (toegenomen) gebruik van desinfectantia.

Om de hoeveelheid te bestuderen literatuur te beperken, heeft de ad-hoccom-
missie die met de beantwoording van de vragen is belast zich hoofdzakelijk
gebaseerd op een nadere analyse van de resistenticontwikkeling bij vijf (groepen
van) desinfectantia: triclosan, quaternaire ammoniumverbindingen, chloorhexi-
dine, zilververbindingen en reactieve chloorverbindingen. Deze ‘case studies’
zijn opgenomen in dit achtergronddocument dat hoort bij het door de commissie
opgestelde advies Zorgvuldig omgaan met desinfectantia. Samen vormen de
genoemde middelen een goede afspiegeling van de grote verscheidenheid aan
chemische verbindingen die voor desinfectie worden gebruikt. Tevens doet deze
selectie recht aan de omvang van het gebruik in belangrijke maatschappelijke
sectoren. Tot slot is over de genoemde groepen relatief veel informatie beschik-
baar in de wetenschappelijke literatuur. Door deze inperking wordt volgens de
commissie dan ook geen afbreuk gedaan aan de mogelijkheid om de vragen van
de bewindspersonen te beantwoorden.

Inleiding
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Hoofdstuk 2

Triclosan

2.1

Basis gegevens

Triclosan behoort tot de groep van fenolen, die als bestanddelen van steenkool-
teer vrijkomen bij de destillatie van steenkool. Het zijn geen in de natuur vrij
voorkomende stoffen. Fenol is het basisproduct in de groep, dat water oplosbaar
is en door de chirurg Lister in 1865 werd geintroduceerd als desinfecterende ver-
nevelvloeistof tijdens de operaties. Naarmate koolteerfenolen (zoals cresol,
xylenol) hogere kookpunten hebben, worden ze meer toxisch voor micro-orga-
nismen (maar ook voor gastheerweefsels) en neemt hun wateroplosbaarheid
sterk af. Tegenwoordig worden de meeste fenolen synthetisch bereid. Triclosan
en hexachlorofeen behoren tot de groep bisfenolen die door Ehrlich al in 1906 op
hun antimicrobiéle eigenschappen werden onderzocht (figuur 1).

Bisfenolen zijn slecht oplosbaar in water, wat hun toepasbaarheid beperkt. Ze
zijn wel goed oplosbaar in organische oplosmiddelen zoals ethanol.! Hexachlo-
rofeen werd in 1948 en Triclosan in 1964 op de markt gebracht. Hexachlorofeen
werd in 1972 weer van de markt gehaald vanwege levensbedreigende neurotoxi-
sche bijwerkingen (40 Franse baby’s stierven na behandeling van de huid met
talkpoeder waaraan 6% hexacholorofeen was toegevoegd). De stoffen zijn che-
misch zeer stabiel; ze worden in het milieu maar langzaam afgebroken. Triclosan
wordt als ‘antimicrobieel’ middel of als conserveermiddel veel gebruikt, o.a. in
pesticiden, in zepen, in was- en afwasmiddelen, allerlei papieren, plastics en in
bouwmaterialen, in tandpasta en mondwaters, deodoranten en andere cosmetica,

Triclosan
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Figuur 1 De structuurformules van hexachlorofeen (1) en triclosan (r).

beddengoed, ondergoed en sokken, sponzen en in medisch implantaten.? In hoe-
verre deze producten de consumenten in de praktijk beschermen tegen schade
door micro-organismen is veelal niet onderzocht. In proefopstellingen blijkt tri-
closan-houdende hand zeep bijvoorbeeld geen betere desinfecterend resultaat op
te leveren dan zeep zonder triclosan.3# Waarschijnlijk vanwege het veelvuldig
gebruik en de beperkte afbreekbaarheid wordt triclosan in de natuur in opper-
vlaktewateren en sedimenten aangetroffen. Naar schatting worden in de VS jaar-
lijks enkele honderden tonnen triclosan via waterzuiveringsbedrijven in het
milieu geloosd.> In Duitsland werden in effluenten van waterzuiveringsinstalla-
ties 0,01-0,6 microgram/L. gemeten.® In waterzuiveringsinstallaties en oppervlak-
tewateren wordt triclosan deels omgevormd tot andere chloorhoudende
derivaten, die nog minder afbreekbaar zijn en mogelijke meer toxisch (zoals
polychlorodibenzo-dioxine). Aan het wateroppervlak en in aarde heeft triclosan
een halfwaardetijd van enkele weken, onder anaerobe condities echter veel lan-
ger. De kans dat in de VS een willekeurige rivier detecteerbare hoeveelheden tri-
closan bevat wordt op 60-80% geschat.” Ook in andere landen zoals Engeland,
Duitsland, Roemenig, en Zuid Korea werd triclosan in oppervlaktewateren terug-
gevonden (gemiddeld [range] niveau: 50 [<0.1-2300] ng/L).8 In sedimenten wor-
den hogere triclosan concentraties aangetroffen, mede als gevolg van het
lipofiele karakter en de beperkte wateroplosbaarheid van triclosan. Vooral in de
buurt van steden treft men triclosan in de natuur aan. In een nationaal representa-
tief bevolkingsonderzoek uitgevoerd in 2003-2004 trof men bij 75% van de
Amerikaanse bevolking triclosan aan in de urine.® De concentraties van triclosan
in de urine waren gecorreleerd met het gebruik van mondwaters en zonnebrand-
crémes waaraan het desinfectans is toegevoegd.!? Ook moedermelk? en mense-
lijk neusslijm!! bevatten vaak triclosan. Er zijn aanwijzingen dat triclosan
bijwerkingen heeft, waaronder allergische reacties en verstoringen van de
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(schildklier)hormoonhuishouding (zie Hoofdstuk 4 van het advies over andere
schadelijke bijwerkingen van desinfectantia). Daarom heeft de Europese Com-
missie in 2016 besloten om, in het kader van de nieuwe Biocideverordening, tri-
closan geen toelating (meer) te verlenen als desinfectans in klasse PT01.12

2.2

De werking van triclosan als biocide

Triclosan heeft een breed werkingsspectrum: het omvat zowel Grampositieve als
Gramnegatieve bacterién en sommige soorten mycobacterién en fungi. Ook
virussen met envelop, Plasmodium spp. en Toxoplasma gondii zijn gevoelig,
maar Pseudomonas aeruginosa en bacteriesporen zijn ongevoelig voor triclosan.
Ook Serratia marcescens en Morganella morgagni zijn inherent weinig gevoelig
voor triclosan.!3 Opmerkelijk is dat chlorocresol de besmettelijkheid van prionen
teniet doet.!4 Voor triclosan is dat echter niet onderzocht en in de praktijk worden
fenolen niet gebruikt voor de desinfectie van met prionen besmette oppervlakken
of weefsels.

Recent werden ecologische MIC/MBC afkapwaarden voor triclosan gepubli-
ceerd voor een beperkt aantal veelvoorkomende humane pathogene soorten
micro-organismen (zie tabel 1).15

Een opmerkelijke bevinding van dit populatieonderzoek was dat er binnen de
soorten Escherichia coli, Enterobacter en Staphylococcus aureus verminderd
gevoelige subpopulaties konden worden onderscheiden die duiden op de ontwik-
keling van resistentie tegen triclosan.

Fenolen werken bactericide doordat zij zich aan aminozuren binden en
watermoleculen verdrijven. Daardoor denatureren eiwitten in celmembranen en
in het cytoplasma. De werking is concentratieathankelijk; bij lage concentraties

Tabel 1 Ecologische afkapwaarden voor triclosan.

Triclosan

Ecologische afkapwaarde (mg/L)
Soort micro-organisme MIC,,
Salmonella spp. 8
Escherichia coli 2
Klebsiella pneumoniae 2
Enterobacter spp. 1
Staphylococcus aureus 0,5
Enterococcus faecium 32
Enterococcus faecalis 16
Candida albicans 16

Triclosan
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triclosan treedt specifieke remming op van het enzym enoyl reductase, dat een
rol speelt bij de bacteri€le vetzuursynthese, en werkt triclosan voornamelijk bac-
teriostatisch. Bij hogere triclosan concentraties worden allerlei eiwitten gedena-
tureerd en is triclosan bactericide. Er zijn onder prokaryoten vier isotypen enoyl
reductasen beschreven die bij verschillende micro-organismen te vinden zijn. Ze
worden gecodeerd door de genen fabl, fabK, fabL en fabV. Sommige bacteries-
oorten zoals Pseudomonas aeruginosa en E. faecalis bezitten twee typen reduct-
ases (fabl en fabK). Triclosan remt alleen fabl gecodeerde enoyl reductase dat
onder meer in Escherichia coli, Staphylococcus aureus en Haemophilus influen-
zae voorkomt, maar ook in Mycobacterium tuberculosis gevonden wordt, een
bevinding die inmiddels geleid heeft tot onderzoek naar triclosanderivaten als
een nieuwe klasse tuberculostatica.l6

23

Is er sprake van intrinsieke resistentie tegen triclosan?
Antwoord: ja.

Triclosan is van nature minder werkzaam tegen virussen zonder envelop, terwijl
mycobacterién weliswaar in hun groei geremd maar niet gedood worden door
triclosan. Bacteriesporen zijn geheel resistent tegen triclosan. Sommige soorten
bacterién zijn intrinsiek vrijwel resistent tegen triclosan, in het bijzonder Pseudo-
monas aeruginosa, Serratia marcescens en Morganella morgagni.l?

24

Welke mechanismen spelen een rol bij intrinsieke resistentie?

Intrinsieke resistentie berust veelal op verminderde interactie van de celwand
van deze micro-organismen met triclosan en/of een verminderde doorlaatbaar-
heid van de celwand of de aanwezigheid van diverse efflux pompen.!8 De
gelaagde structuur van de wand van bacteriesporen maakt ze resistent tegen veel
desinfectantia, inclusief triclosan. Ook de aanwezigheid van een triclosan-
ongevoelig enoyl reductase enzym (fabL-, fabK- of fabV-gecodeerd) gaat
gepaard met verminderde gevoeligheid voor, c.q. resistentie tegen triclosan,
bijvoorbeeld in Pseudomonas aeruginosa'®- 29 en in Aeromonas salmonicida?!.

Ten slotte zijn bij uit het milieu geisoleerde stammen van Pseudomonas
putida en Achromobacter xylosoxidans subspecies denitrificans enzymen gevon-
den die triclosan kunnen afbreken.22
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Is er sprake van verworven resistentie?
Antwoord: ja.

Het blijkt vrij gemakkelijk om voor sommige soorten bacterién in het laborato-
rium triclosan stabiel resistente stammen te selecteren door toevoeging van
triclosan aan het medium.!8 Dit fenomeen is waargenomen bij Escherichia coli?3,
Klebsiella oxytoca*, Staphylococcus aureus 2526, Salmonella enterica®’, Proteus
mirabilis'7 en Pseudomonas aeruginosa®8. Toevoeging van triclosan aan nage-
bootste rivierbeddingen blijkt te leiden tot toename van triclosan-resistente bac-
teri€n in deze kunstmatige rivierbodems; in werkelijkheid geldt dat, naarmate
sprake is van meer triclosan vervuiling van rivieren, de fractie van triclosan-
resistente bacterién in het sediment hoger is.529

Resistentie tegen triclosan is in de dagelijkse praktijk tot nu toe beperkt
waargenomen3, maar de gevoeligheid van micro-organismen voor triclosan
wordt niet systematisch gemonitord. In een internationaal onderzoek van ruim
tien jaar geleden bleken 68 van 1388 onderzochte klinische isolaten van Staphy-
lococcus aureus verminderd gevoelig te zijn.30 Dat komt goed overeen met de
5% minder gevoelige MRSA isolaten die in de Verenigde Staten is gevonden.3!
Klebsiella pneumoniae isolaten uit het pre-antibiotische tijdperk, dat wil zeggen
van voor 1949 (de zogenoemde Murray collectie), blijken significant gevoeliger
te zijn voor triclosan (ook voor chloorhexidine en Qac’s) dan een gelijkaardige
collectie Klebsiella’s van tegenwoordig. De mediane triclosan MIC toentertijd
was 0,06 mg/L en die is nu 0,5 mg/L. De oorzaak van de triclosan MIC ‘creep’
werd niet onderzocht. In de oude stammen werden geen gac-genen gevonden,
maar ook slechts een minderheid van de moderne Klebsiella isolaten bleken gac-
genen aan boord te hebben.32 Deens onderzoek heeft aangetoond dat isolaten van
Staphyloccoccus epidermidis uit 2010 en 2011 frequent verminderd gevoelig zijn
voor triclosan, dit in tegenstelling tot die uit 1965 en 1966. Dat blijkt onder meer
samen te hangen met het véérkomen van een mutatie in het fabl-gen dat codeert
voor het enoyl reductase bij deze soort.33 In de Verenigde Staten is bij 22% van
de onderzochte klinische isolaten een verminderde gevoeligheid geconstateerd.3!
Bij Salmonella (16 van 428 isolaten van mensen en dieren34), Acinetobacter bau-
mannii (20 van 732 klinische isolaten35) en Enterococcus faecalis en E. faecium
(5 van 272 isolaten3®) werden eveneens verminderd gevoelige isolaten aangetrof-
fen. Bij andere bacteriesoorten is sporadisch een verminderde gevoeligheid voor
triclosan vastgesteld.3 Resistentie is waargenomen in Enterobacter gergoviae,
een soort die regelmatig wordt aangetroffen in gecontamineerde cosmetica.

Triclosan
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Daarbij spelen fenotypische verandering in de buitenmembraan en een versterkte
capaciteit om biofilms te vormen een rol.37

Cookson e.a. vonden een genetisch overdraagbare vorm van triclosan resis-
tentie onder MRSA isolaten van patiénten die zich dagelijks met triclosan-hou-
dende zeep wasten.38 Resistentie tegen triclosan was gekoppeld aan resistentie
tegen het antibioticum mupirocine en bleek plasmidaal gecodeerd.

2.6

Welke mechanismen spelen een rol bij het ontstaan van triclosan
resistentie?

Resistentie is het gevolg van adaptatie, genmutatie of de acquisitie van resisten-
tiegenen door middel van horizontale genoverdracht. Vaak zijn meerdere mecha-
nisme gelijktijdig betrokken bij resistentieontwikkeling tegen triclosan, wat
duidelijk wordt bij analyses van genomen, transcriptomen en proteomen.3? 40 Bjj
de bovengenoemde in vitro selectie van verminderd gevoelige Salmonella ente-
rica mutanten bleek resistentie te berusten op verhoogde expressie van efflux
pomp AcrAB-TolC, in combinatie met sterk verminderde expressie van buiten-
membraaneiwitten en een verkorting van de LPS ketens.*! Andere auteurs von-
den dat Fabl mutatie in combinatie met mutaties in Sigma factoren rpoS of rpoD
hoge resistentie tegen triclosan gaven. Dergelijke stammen waren ook vermin-
derd gevoelig voor cotrimoxazol en fluoroquinolonen.*2 Triclosan behoort tot de
categorie substraten die door multidrug efflux pompen van vele soorten bacterién
kunnen worden getransporteerd. Een verhoogde expressie van dergelijke efflux
pompen na expositie aan triclosan werd ook beschreven voor Escherichia coli*3,
Pseudomonas aeruginosa®®44, S. maltophilia*> en A. baumannii*®. Bij S. maltop-
hilia werd aangetoond dat de verhoogde expressie van de multidrug efflux pomp
SmeDEF het gevolg was van binding van triclosan aan het repressoreiwit SmeT
waarna SmeDEF tot verhoogde expressie komt.4” In een collectie van 31 klini-
sche Staphylococcus aureus isolaten bleek dat alle zeven triclosanresistente
stammen een verhoogde expressie van Fabl-gecodeerd enoyl reductase lieten
zien en dat de zes stammen met de hoogste MICs daarnaast ook nog een mutatie
in Fabl hadden die bijdroeg aan de mate van resistentieontwikkeling tegen tri-
closan.#® De verhoogde expressie van Fabl zelf is waarschijnlijk het gevolg van
mutaties in de promotorregio van het Fabl-gen.#® Mutaties in Fab-genen zijn ook
gevonden bij triclosanresistente Escherichia coli®® en bij A. baumannii3s.

In een andere vorm van adaptatie bleek expositie aan sub-MIC triclosan te
leiden tot verhoogde biofilmproductie>! waardoor de gevoeligheid voor triclosan
sterk afneemt, een fenomeen dat ook bij andere groepen desinfectantia en antibi-
otica is waargenomen. Ook de inductie door triclosan bij Staphylococcus aureus
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van zogenoemde small colony variants leidt tot fenotypische resistentie tegen tri-
closan én tegen penicillines en aminoglycosiden.>2

2.7

Is triclosan resistentie ook overdraagbaar?
Antwoord: ja.

Ciusa e.a. vonden bij klinische Staphylococcus aureus Fabl-genen die origineel
afkomstig zijn uit S. haemolyticus.3® Cookson e.a. isoleerden MRS A met vermin-
derde gevoeligheid voor triclosan bij patiénten die gedurende 2 weken met tri-
closan-houdende zeep waren behandeld in verband met MRSA dragerschap.38
Zij konden in mengcultures en op membraanfilters de triclosanresistentie over-
dragen naar triclosan gevoelige Staphylococcus aureus, passend bij een plasmi-
daal gelokaliseerd gen dat voor triclosanresistentie codeerde.

2.8

Is coresistentie en/of kruisresistentie tegen antibiotica of andere
desinfectantia waargenomen?

Antwoord: ja.

Resistentie tegen triclosan samen met resistentie tegen een of meer klassen anti-
biotica is geregeld waargenomen, maar vaak is niet onderzocht of er dan sprake
was van coincidentie zonder enig onderling verband of van coresistentie (gelijk-
tijdig aanwezigheid én overdraagbaarheid van verschillende resistentiemechanis-
men), dan wel van kruisresistentie op basis van hetzelfde resistentiemechanisme.
Interessant in dit verband is de waarneming dat bij Escherichia coli en Klebsiella
pneumoniae triclosanresistentie geselecteerd kan worden niet alleen door exposi-
tie aan triclosan, maar ook door expositie aan benzalkoniumchloride of aan
ciprofloxacine.53 Verhoogde expressie van efflux pompen ligt hieraan ten grond-
slag, terwijl deze expressie gereguleerd wordt door zogenoemde global regula-
tors (bijv. MarA, RamA, SoxR) die ook de expressie van buitenmembraan-
eiwitten regelen en daarmee ook de doorlaatbaarheid van de buitenmembraan in
deze soorten beinvloeden. Bovengenoemde resistentie tegen triclosan onder kli-
nische isolaten van A. baumannii bleek geassocieerd met verhoogde MICs voor
imipenem, levofloxacin, amikacine en teracycline.35 De reden voor deze associa-
tie werd echter niet onderzocht. In een in vitro geselecteerde triclosanresistente
A. baumannii stam — MIC 256 mg/L — bleek de gevoeligheid voor diverse beta-
lactam antibiotica, fluoroquinolonen en doxycycline een factor 4-8 lager te zijn
geworden door een verhoogde expressie van een multidrug efflux pomp uit de

Triclosan
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RND Kklasse.*¢ Bij S. maltophilia is aangetoond dat de verhoogde expressie van
efflux pomp SmeDEF het gevolg is van binding door triclosan aan het represso-
reiwit SmeT dat de aflezing van het SmeD gen voorkomt; door de binding wordt
de repressie opgeheven en komt de efflux pomp tot expressie met als gevolg ver-
minderde gevoeligheid voor triclosan én voor antibiotica uit de quinolonklasse.4’

In een verzameling van 400 Salmonella enterica isolaten van mens en dier
kwam triclosanresistentie bij 4% voor en was deze resistentie in 56% geassoci-
eerd met multipele resistentie tegen diverse andere antibiotica (bij triclosan-
gevoelige stammen kwam dit significant minder voor). Alleen verhoogde expres-
sie van efflux pompen werd onder deze groep resistente stammen als verklaring
hiervoor gezien.3* Expositie van L. monocytogenes in vitro aan subletale concen-
traties triclosan bleek in een studie de MIC’s voor gentamicine en andere ami-
noglycosiden sterk te verhogen zonder resistentie tegen triclosan te selecteren.5*
Het moleculaire mechanisme van dit fenomeen werd niet gevonden; er waren
geen mutaties in het /6S rRNA gen. Een analoge bevinding was de selectie van
zogenoemde ‘pin point colonies’ van Listeria monocytogenes door expositie aan
triclosan, een gevolg van een mutatie in een haem eiwit gen. Een bijkomend
gevolg was resistentie tegen aminoglycosiden. De onderzoekers vermoedden dat
er geen actief transport van aminoglycosiden meer optrad.>s

Triclosanresistente coliforme bacterién aanwezig in de effluenten van een
waterzuiveringsinstallatie in New Jersey in de VS bleken in 90% van de gevallen
— alle Citrobacter freundii — resistent tegen vier klassen van antibiotica. In
dezelfde studie bleek op een andere plaats het effluent vrijwel steeds triclosanre-
sistente coliforme bacterién te bevatten, waarbij de triclosanresistentie gecorre-
leerd bleek te zijn met resistentie tegen ten minste drie antibioticaklassen,
waaronder chlooramfenicol en nitrofurantoine. Het mechanisme van kruis- of
coresistentie werd echter niet bepaald.>® Onder paragraaf 1.6 is al gemeld dat
inductie van small colony variants van Staphylococcus aureus door triclosan ook
de gevoeligheid voor aminoglycosiden en voor penicillines vermindert. In andere
onderzoeken werd echter geen verband aangetoond tussen triclosanresistentie en
antibioticaresistentie bij stafylokokken.57-58 Uit epidemiologisch onderzoek
blijkt ook geen aanwijzing dat triclosangebruik resistentie tegen meticilline en
ander antibiotica onder Staphylococcus aureus heeft veroorzaakt.>® Er is wel een
associatie gevonden tussen meticillineresistentie en triclosanresistentie bij coa-
gulase-negatieve stafylokokken.3! Daarnaast is gepubliceerd dat membraanver-
anderingen in Staphylococcus aureus zowel tot ciprofloxacine- als
triclosanresistentie kunnen leiden.50

In een internationale, gerandomiseerde multicenter studie werd geen relatie
gevonden tussen gebruik van triclosan- (en andere biocide) houdende producten
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in het huishouden en de aanwezigheid van antibioticaresistentie bij de mens en in
de omgeving van die huishoudens.6!

2.9

Heeft resistentie tegen triclosan klinische betekenis gehad?
Antwoord: ja.

Besmette triclosanoplossingen hebben in de kliniek diverse uitbraken opgele-
verd. Een recente uitbraak van een levensbedreigende Pseudomonas aeruginosa
infectie onder hemato-oncologische patiénten werd teruggevoerd op het gebruik
van een besmet triclosan-houdend handdesinfectans. De stam was hoog resistent
tegen triclosan (MIC: 2,1 g/L versus 0,5 g/L. voor wild-type stammen) met kruis-
resistentie tegen zes antibiotica die typisch door effluxpompen worden herkend.
Remmers van efflux pompen bleken de kruisresistentie te kunnen opheffen.62
Een eerdere uitbraak van conjunctivitis bij pasgeborenen met een triclosanresis-
tente Serratia marcescens werd veroorzaakt door een bij de fabricage (intrinsiek)
besmette zeepoplossing waaraan 0,5% triclosan was toegevoegd.®3

2.10

Heeft coresistentie en of kruisresistentie van triclosan met
antibiotica klinische betekenis?

Antwoord: onbekend.

Het is niet bekend of specifiek door triclosangebruik geinduceerde kruisresisten-
tie met antibiotica in de praktijk klinische betekenis heeft gehad. Wel wordt
algemeen aangenomen dat verminderde gevoeligheid voor antibiotica door ver-
hoogde expressie van efflux pompen al dan niet in combinatie met een vermin-
derde doorlaatbaarheid van de celwand van pathogene bacteriesoorten klinisch
van betekenis is.94-68 Het gebruik van efflux pomp remmers in combinatie met
antibiotica wordt daarbij als een van de nieuwe behandelstrategieén genoemd.%®

Triclosan
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Hoofdstuk 3

Quaternaire ammoniumverbindingen

3.1

Basis gegevens

Hoewel de stoffen eerder gesynthetiseerd en beschreven zijn, zijn de desinfecte-
rende eigenschappen van bepaalde quaternaire ammoniumverbindingen (QACs)
vooral door een publicatie van Gerhard Domagk in 1935 onder de aandacht
gebracht?0 en sindsdien in de gezondheidszorg en later daarbuiten geéxploiteerd.
Vooral de kationische QACs bleken een sterk bactericide werking te bezitten. De
lijst van kationische QACs is lang en er worden mengsels van QACs gebruikt
(bijv. benzalkoniumchloride, cetrimide). Ook buiten de zorg werden en worden
QAC:s veelvuldig toegepast, soms in combinatie met ander desinfectantia zoals
chloorhexidine. Mede vanwege hun oppervlakte-actieve werking worden QACs
op vele plaatsen in de samenleving toegepast als microbicide detergens (schoon-
maak én desinfectie) en, in lagere concentraties, als conserveermiddelen. Veelge-
bruikte QAC desinfectantia zijn benzalkoniumchloride (een mengsel van
alkylbenzyldimethylammoniumchloriden), cetrimide (een mengsel van diverse
tri-methylammoniumbromideverbindingen), didecyldimethylammoniumchloride
en cetylpyridinium chloride.

3.2

Chemie en werking als biocide

Kationische QAC desinfectantia zijn organisch gesubstitueerde ammonium
verbindingen waarbij een stikstofatoom verbonden is met 4 koolstof zij-ketens
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waarvan de lengtes variéren. Het totaal aantal koolstof atomen is > 10 en ten
minste één zijketen heeft een lengte in het bereik van Cg tot C, ¢ (zie figuur 2). De
ketenlengte is bepalend voor de werkzaamheid. Benzalkonium met een keten-
lengte C,, is bijvoorbeeld actiever dan benzalkoniumvarianten met andere keten-
lengtes.”! Benzalkonium met ketenlengtes van C,,-C,, zijn het meest werkzaam
tegen Grampositieve bacterién terwijl Gramnegatieve bacterién het gevoeligst
zijn voor ketenlengtes van C,4-C .72 In de praktijk worden daarom mengsels van
QACs met diverse ketenlengtes gebruikt. Chloor- of broomanionen staan tegen-
over de kationische ammoniumgroep. Dergelijke QAC’s zijn amfipatisch met
hydrofobe en hydrofiele eigenschappen. QACs verlagen de oppervlaktespanning
en boven bepaalde concentraties, de kritische micellen concentratie (die voor
elke QAC-oplossing anders is), vormen QACs micellen, die bijdragen aan hun
werking als detergens.

De biocide werking van kationische QACs omvat een breed scala aan micro-
organismen, namelijk Grampositieve en Gramnegatieve bacterién, fungi en som-
mige virussen. QACs zijn niet werkzaam tegen sporen. Ook hydrofiele virussen
(zonder envelop) zijn weinig gevoelig voor QACs. De minimaal remmende con-
centratie (MIC) van benzalkoniumchloride voor Grampositieve bacterién en gist-
soorten ligt op 4-16 mg/L, voor Gramnegatieve bacterién liggen de minimaal
remmende concentraties hoger (32-128 mg/L), terwijl de minimaal dodende
concentraties (MBC) op 16-32 mg/L respectievelijk 32- >128 mg/L liggen.!5
Salmonella en Pseudomonas soorten zijn soms bestand tegen concentraties van
1.000 mg/L. Voor snelle biocidie (> 5 log reductie in kolonievormende eenheden
(KVE) binnen 5 minuten) in vitro zijn nog hogere concentraties vereist. De
gebruikersconcentratie van de QAC-oplossing is derhalve van belang. Deze vari-
eert in de praktijk tussen 0.04% (0,4 g/L) en 8% (80 g/L). De hoge concentratie
in de gebruiksoplossing is echter niet dezelfde als de uiteindelijke concentratie
op de plek van werking, daar is hij lager door verdunning en door binding van
het desinfectans aan allerlei (organische) materialen in het toepassingsgebied.

n=38,10, 12, 14, 16, 18

Figuur 2 Chemische structuur van benzalkoniumchloride (1) en didecyldimethylammoniumchloride (r).
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De biocidewerking van QACs berust op interactie van het product met de
cytoplasmamembranen (bij Gramnegatieve bacterién ook met de buitenmem-
braan) waardoor de opbouw en integriteit van de membraan verstoord raakt en er
lekkage optreedt. Na opname in de cel veroorzaken QACs daarnaast denaturatie
van eiwitten in het cytoplasma. QACs binden ook DNA.! De oppervlakte-actieve
werking van QACs, uitgedrukt in thermodynamische grootheden, correleert goed
met hun antibacteri€le eigenschappen. Een lage zuurgraad (pH) in het milieu en
de aanwezigheid van anionen (o.a. hard water, zepen, carbonaten), katoen, talk-
poeder, fosfolipiden (serum) en ander organisch materiaal verminderen de werk-
zaamheid van QACs.

3.3

Is er sprake van intrinsieke resistentie tegen QACs?
Antwoord: ja.

QAC:s zijn van nature minder werkzaam tegen virussen zonder envelop, terwijl
mycobacterién weliswaar in hun groei geremd maar niet gedood worden door
QAGC:s. Bacteriesporen en prionen zijn geheel resistent tegen QACs.! Ook sporen
van schimmels en parasitaire cysten (m.u.v. Giardia cysten) zijn minder gevoelig
voor QACs. Sommige soorten Gramnegatieve bacterién zijn intrinsiek minder
gevoelig, c.q. hebben hogere MICs (>100 mg/L), zoals Salmonella spp en in het
bijzonder Pseudomonas aeruginosa.

3.4

Welke mechanismen spelen een rol bij intrinsieke resistentie?

Intrinsieke resistentie berust veelal op verminderde interactie van de celwand
van deze micro-organismen met QACs en/of een verminderde doorlaatbaarheid
van de celwand. Vooral Gramnegatieve bacteriesoorten kunnen de doorlaatbaar-
heid van hun celwand reguleren bijvoorbeeld door het aantal en de samenstelling
van hun porines te variéren. De samenstelling en elektrische lading van de cel-
wand kan ook anders zijn dan gebruikelijk, bijvoorbeeld lipide-rijke celwanden
bij mycobacterién (mycoylacylarabinogalactan) of dichter en minder negatief
geladen LPS in de buitenmembranen bij Pseudomonas aeruginosa. Het ontbre-
ken van een lipidehoudende envelop rond bepaalde virussen levert geen bin-
dingsplaatsen op voor QACs. Prionen zijn eiwitten waaraan QACs niet binden.
De meerledige structuur van de wand van bacteriesporen maakt ze ook resistent
tegen QACs.

De van nature veel voorkomende efflux pompen van bacterién spelen een
rol bij de mate van intrinsieke gevoeligheid voor QACs. Er zijn 5 klassen van
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efflux systemen bij bacterién bekend die een rol spelen in de bacteriéle huishou-
ding.73.74 Zij kunnen allerlei stoffen, waaronder bepaalde antibiotica en desinfec-
tantia, uit het cytoplasma of uit de periplasmatische ruimte (bij Gramnegatieve
bacterién) verwijderen. Er is één groep van ATP afhankelijk transportsystemen
(ABC-klasse efflux pompen) en 4 groepen van proton pomp antiporters (MF-,
SMR-, MATE- en RND-klasse efflux pompen). De antiporters maken gebruik
van de elektrochemische gradiént over de celmembraan (proton motive force),
het uit te scheiden product wordt ingewisseld voor de influx van positief geladen
waterstof- of natriumionen. Vooral de antiporter efflux pompen spelen een rol bij
de gevoeligheid voor QACs. Genen die coderen voor deze efflux pompen, waar-
onder een serie gac-genen, zijn aanwezig in Gramnegatieve en Grampositieve
bacteriesoorten en kunnen als onderdeel van een integron gevonden worden op
(conjugatief overdraagbare) plasmiden. Verschillende efflux pompen kunnen
gelijktijdig aanwezig zijn in een bacterie. De gevoeligheid van Klebsiella pneu-
moniae voor QACs neemt bijvoorbeeld af naarmate de bacterie meer genen voor
efflux pompen bezit.”5 Datzelfde geldt voor Staphylococcus aureus.’®

Overigens blijken Pseudomonas aeruginosa en Pseudomonas putida, maar
ook Stenotrophomonas spp. en Achromobacter spp. onder aerobe condities
QACs enzymatisch te kunnen afbreken, wat mogelijk bijdraagt aan hun natuur-
lijke resistentie tegen QACSs.”” Dergelijke stammen worden tegenwoordig inge-
zet bij de bioremediatie van afvalwater.”8

3.5

Is er sprake van verworven resistentie?
Antwoord: ja.

Vanaf de introductie van QACs op de markt na 1950 zijn er berichten van de ont-
wikkeling van resistentie tegen QACs. Zo veroorzaakten benzalkoniumchloride
resistente varianten van Pseudomonas (MIC £ 1.000 mg/L) in de eerste decaden
van gebruik al besmettingen van desinfectansoplossingen en infecties in zieken-
huizen.” Blootstelling aan QACsS in vitro blijkt verminderd gevoelige varianten
op te kunnen leveren, een fenomeen dat is gevonden bij Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium en Serra-
tia marcescens.80-85

In de dagelijkse praktijk van de voedingsindustrie bleken Serratia marces-
cens stammen uit voetbaden met desinfectans te kunnen worden geisoleerd die
niet meer afdoende gedood werden (<5 log reductie in 5 minuten) bij blootstel-
ling aan gebruiksklare concentraties (2.000 mg/L) van benzalkoniumchloride.86
Dergelijke, tegen benzalkonium hoog-resistente stammen van Serratia marces-

24

Resistentie door desinfectantia



cens werden eveneens gevonden tijdens een uitbraak van septische artritis gere-
lateerd aan het gebruik van een besmette desinfectansoplossing in een medische
praktijk.87 In de voedingsindustrie duiken met enige regelmaat stammen van Lis-
teria monocytogenes op met verminderde gevoeligheid voor QACs.88 Sommige
resistente L. monocytogenes kloons persisteren landurig en verspreiden zich door
de voedingsketen.8? Ook in de veterinaire praktijk duiken voor QACs vermin-
derd gevoelige stammen op, bijvoorbeeld van Staphylococcus soorten.?0

Bij Staphylococcus aureus in de humane geneeskunde lijkt er sprake van een
zogenoemde MIC creep, dat wil zeggen dat de gemiddelde MIC voor QACs bij
deze bacteriesoort, althans onder de klinische isolaten ervan, langzaam maar
zeker aan het toenemen is, van < 8 mg/L naar > 16 mg/L.599! Zo vond Zmantar
recent in een klinische collectie van stafylokokken dat 20% van de stammen een
MIC voor benzalkoniumchloride had van 16-32 mg/L92, maar dat percentage lag
lager (9%) in een studie in andere delen van de wereld.?

Ook bij QACs geldt echter dat het nog niet goed voorspelbaar is of en wan-
neer mutanten ontstaan in in vitro experimenten en wanneer zij opduiken in de
dagelijkse praktijk. Er is geen systematische monitoring van QAC resistentie
onder relevante bacteriesoorten.

3.6

Welke mechanismen spelen rol bij het ontstaan van QAC
resistentie?

Resistentie is het gevolg van adaptatie, genmutatie of de acquisitie van resisten-
tiegenen door middel van horizontale genoverdracht. Blootstelling aan QACs
kan bijvoorbeeld leiden tot verhoogde biofilmproductie waardoor de gevoelig-
heid voor QACs sterk afneemt®, een fenomeen dat ook bij andere groepen desin-
fectantia en antibiotica is waargenomen. Biofilms bestaande uit meerdere
bacteriesoorten blijken extra resistent tegen QACs.% Adaptatie aan QACs kan
zich ook manifesteren als veranderingen in de celmembraan, de buitenmembraan
bij Gramnegatieve bacteriesoorten, de dichtheid en structuur van porines of een
verhoogde expressie van efflux pompen. Blootstelling aan subletale concentra-
ties van QACs levert stress en een SOS response van de blootgestelde micro-
organismen op, waardoor de mutatiefrequentie en de kans op genoverdracht toe-
nemen.% Een schematisch overzicht van de mogelijke reacties van micro-orga-
nismen bij blootstelling aan subletale concentraties van QACs is te vinden in de
publicatie van Tezel en Pavlostathis .77

Verschillende mutaties leiden tot verandering in de samenstelling van de cel-
membraan waardoor de permeabiliteit voor QACs afneemt.9” Pseudomonas
aeruginosa en Campylobacter jejuni verlagen de permeabiliteit door het aantal
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porines en de eiwitsamenstelling van hun buitenmembraan te veranderen.%8.99
Verhoogde expressie en de horizontale overdracht en verspreiding van genen die
coderen voor efflux pompen uit de SMR klasse zijn waarschijnlijk de belangrijk-
ste verklaring voor de verworven resistentie tegen QACs. Met name EmrE,
SugE, gacE, qacEAl, qacG, gqacH, qgacl, qacJ, qacZ en smr genen coderen voor
efflux pompen die QACs verwijderen uit de cel. EmrE, smr en SugE zijn niet-
QAC-specifieke multidrug efflux pompen, terwijl de andere efflux systemen
meer specifiek zijn voor QACs. Deze genen worden vooral gevonden op mobiele
genetische elementen zoals transposons, plasmiden, en integratieve-conjugatieve
elementen (ICE) op chromosomen. Zo zijn gacE en gacEA1, veelal gelokaliseerd
op klasse-1 integronen, via plasmiden wijd verspreid onder Gramnegatieve en
qacEAI ook onder Grampositieve bacterién.!00 SMR-klasse genen zijn echter
ook gevonden op chromosomen, bijvoorbeeld bij Enterobacter cloacae.1°! De
aanwezigheid van gacEA1 bij voedselpathogenen als Salmonella bleek sterk
gecorreleerd met hoge MICs (> 512 mg/L) tegen QACs.102 Onder Gramnega-
tieve bacteriesoorten als Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia pseudomallei en Acineto-
bacter baumannii zijn ook RND-klasse efflux pompen (AcrB, AcrF, sdeAB,
AdeABC) van belang voor verminderde gevoeligheid voor QACs.73:82.84 Bij
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Figuur 3 Gerapporteerde prevalentie van QAC resistentiegenen in MRSA isolaten (met toestemming overgenomen uit
Jennings e.a.193 Copyright 2015 American Chemical Society).
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Staphylococcus aureus is de aanwezigheid van gacA en gacB genen uit de MFS-
klasse efflux pompen eveneens van belang voor hun gevoeligheid voor
QACs.73:.103 Volgens Jennings lijkt de prevalentie van deze laatste genen onder
MRSA toe te nemen (zie figuur 3).103

Ook werd smr vaker aangetroffen onder klinische isolaten van Staphylococ-
cus aureus naarmate patiénten in het verleden vaker stafylokokken huidinfecties
hadden doorgemaakt.!04 Blootstelling van MRSA aan QAC induceert de expres-
sie van gacA/B genen in vitro. In een recente studie werden bij 70% van de
geisoleerde MRSA gacA/B genen gevonden, terwijl slechts 2% van de meticil-
line gevoelige Staphylococcus aureus isolaten dergelijke genen bezaten.!05 Klini-
sche Staphylococcus aureus isolaten met gac genen bleken gemiddeld een vier
maal hogere MIC voor QACs te hebben.

In een multicenter studie in Azié bleken meer dan 50% van de MRSA isolaten
uit 1998/1999 al gacA/B of smr positief.%1 In Denemarken werden in het tijdperk
voorafgaand aan de introductie van chloorhexidine géén S. epidermidis stammen
uit bloed geisoleerd die gac genen bevatten, terwijl heden ten dagen meer dan de
helft van de S. epidermidis bloedisolaten in dat land gac genen dragen.!9 Gebruik
van chloorhexidine in de ziekenhuispraktijk sinds de jaren zestig is gepaard
gegaan met selectie en verspreiding van gac-genen binnen deze soort.197 Overi-
gens blijken wereldwijd grote, onverklaarde verschillen te bestaan in het voorko-
men van gac-genen in klinische isolaten van Staphylococcus aureus.'08

Er zijn mogelijk ook andere resistentiemechanismen in het spel. QAC-resis-
tentie bij L. monocytogenes bleek niet te correleren met de aanwezigheid van
bepaalde efflux pompen, maar met een veranderde celwandsamenstelling waar-
door de stammen ook niet meer gevoelig waren voor bacteriofagen.’® Ook bij
staphylokokken blijkt dat niet alle QAC-resistente isolaten beschikken over een
of meer van de bekende gac-genen.%2 In vitro geselecteerde mutanten van Esche-
richia coli met verminderde gevoeligheid voor benzalkoniumchloride bleken sta-
biel meer RND-klasse efflux pompen van het type AcrAB te bezitten, maar
daarbij de samenstelling van de porines in hun buitenmembraan te hebben veran-
derd.8!

3.7

Is resistentie ook overdraagbaar?
Antwoord: ja.
Het eerste gen dat codeert voor een SMR-klasse efflux pomp, smr, werd gevon-

den op zowel niet-conjugatieve als conjugatieve plasmiden in klinische isolaten
van Staphylococcus aureus en andere stafylokokken.!90 Resistentie tegen QACs
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bij Staphylococcus aureus is in het laboratorium ook met behulp van recombi-
nant plasmiden overgedragen naar Escherichia coli en via transformatie naar
Streptococcus sanguis. 19110 Qac-genen in klinische isolaten van diverse andere
bacteriesoorten (0.a. Escherichia coli, Listeria spp. en Pseudomonas aeruginosa)
zijn eveneens aanwezig gebleken op diverse overdraagbare genetische elemen-
ten, zoals plasmiden waarop overigens ook genen voorkomen die coderen voor
resistentie tegen antibiotica.!!! Er zijn ook direct observaties die wijzen op plas-
mide-gemedieerde overdracht van resistentie tegen QACs in de praktijk.112. 113

3.8

Is coresistentie met resistentie tegen antibiotica waargenomen?
Antwoord: ja.

Zoals boven gesteld, komen de genen die coderen voor de belangrijkste QAC
efflux pompen voor op mobiele genetische elementen. Dergelijke elementen
bevatten vaak, maar niet altijd, ook genen die coderen voor diverse klassen van
antimicrobiéle middelen. Veel artikelen wijzen op het bestaan van gecombi-
neerde resistentie tegen QACs en antibiotica. Recent vonden:

* Sidhu e.a.'2in een S. epidermidis stam — geisoleerd in de voedingsindustrie
— een plasmide (pST6) met het gacB gen naast een, weliswaar incompleet,
B-lactamase genen houdend transposon Tn552. In een vervolgstudie vonden
zij in 19 van de 78 (24%) benzalkoniumresistente Staphylococcus isolaten
plasmiden die hybridiseerden met zowel gacA/B als met blaZ probes!!!

» Jeong e.a.l in een carbapenemase producerende Pseudomonas aeruginosa
isolaat een klasse 1 integron dat gacF bevatte naast blay,,, , en blax, 3,
aacA4 en aadAl (aminoglycoside R-genen) en catB3 (chlooramfenicol resis-
tentie). Het integron lag op een plasmide en kon worden overgedragen aan
Escherichia coli

» Johnson e.a.!15 in een vogel-pathogene Escherichia coli stam een klasse 1
integron op een plasmide met daarin resistentiegenen voor QACs, zilver,
tetracycline, aminoglycosiden, trimethoprim en B-lactam antibiotica. Het
plasmide kon door conjugatie worden overgedragen aan diverse Escherichia
coli stammen en aan Salmonella enterica

» Pale.a.l!6in een review van alle openbare, volledige bacteriéle genoomse-
quenties dat gacEAI op plasmiden vaak voorkomt samen met antibioticaresis-
tentiegenen en, in het algemeen, dat bacterién met biocideresistentiegenen
vaker antibioticaresistentiegenen dragen dan bacterién zonder biocideresis-
tentiegenen. Hoewel onder isolaten uit het milieu de combinatie van biocide-
resistentie- en antibioticaresistentiegenen op plasmiden maar zelden (< 0,7%)
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voorkwam, was dat bij isolaten van mens en dier wel geregeld het geval
(5-7%). Plasmiden met gecombineerde resistenties bleken bovendien vaker
conjugatief te zijn

* Sun e.a.!'” megaplasmiden bij een Pseudomonas aeruginosa (282-kb) en bij
een Pseudomonas putida (409-kb) stam met daarop meerdere transposons
met integronen met daarin genen die coderen voor resistentie tegen QACs,
kwik, B-lactam antibiotica, quinolonen, aminoglycosiden, chlooramfenicol,
sulfonamide en trimethoprim en enkele andere klassen antibiotica

* Buffet-Bataillon e.a.!18 een epidemiologisch verband tussen een verminderde
gevoeligheid voor QACs en voor cotrimoxazol onder 153 bacteriémie isola-
ten van Escherichia coli

» He!! dat clonering van een SMR-klasse efflux pomp (emmdR-gen) van
E. cloacae naar Escherichia coli de acceptor stam niet alleen verminderd
gevoelig maakte voor benzalkoniumchloride maar ook voor quinolonen en
trimethoprim

* Soumet e.a.80 dat Escherichia coli stammen na adaptatie aan sub-MIC QACs
niet alleen verminderd gevoelig waren geworden voor QACs, maar ook voor
B-lactams, chlooramfenicol en quinolonen

* Maseda e.a.82 dat een in vitro geselecteerde, QAC-resistente mutant van Ser-
ratia marcescens ook verminderd gevoelig was voor fluoroquinolonen, tetra-
cyclines en chlooramfenicol.

In een verzameling van ruim 1.600 klinische Staphylococcus aureus stammen
zijn statistisch significante correlaties gevonden tussen hun MICs voor benzalko-
niumchloride enerzijds en voor meerdere soorten quinolonen en voor het glyco-
peptide antibioticum vancomycine anderzijds.® De aanwezigheid van gac genen
werd in deze studie niet onderzocht.

Ten slotte blijkt fenotypische adaptatie als biofilmvorming steeds te leiden
tot een verminderde gevoeligheid van de in de biofilm ingekapselde bacterién
tegen zowel biociden als tegen antibiotica, een reeds lang bekend fenomeen.””:
120 Biofilms bestaande uit meerdere bacteriesoorten zijn vaak extra resistent
tegen biociden inclusief QACs.12! Ook verminderde doorlaatbaarheid van de cel-
wand kan zowel de effectiviteit van biociden als van antibiotica verminderen.!22
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3.9

Is kruisresistentie met andere desinfectantia waargenomen?
Antwoord: ja.

Kruisresistentie tussen QACs en ander groepen desinfectantia komt voor bij
diverse mechanismen van biocideresistentie. Verminderde permeabiliteit van de
celwand, hetzij intrinsiek, hetzij verworven, maakt de bacterie minder gevoelig
voor meerdere klassen desinfectantia.!23.124 Resistentie als gevolg van acquisitie
en/of verhoogde expressie van efflux pompen zal een dergelijk effect hebben,
omdat efflux pompen vaak niet erg specifiek zijn.82:.125.126 Pseudomonas aerugi-
nosa stammen die door blootstelling in vitro resistent zijn gemaakt tegen QACs,
blijken ook minder gevoelig voor chloorhexidine.!2” Ook in grotere populatiestu-
dies blijkt de gevoeligheid voor QACs als benzalkoniumchloride goed te correle-
ren met de gevoeligheid voor chloorhexidine.58

3.10

Is kruisresistentie met bepaalde antibiotica waargenomen?
Antwoord: ja.

Zoals vermeld in paragraaf 3.6 vormen efflux pompen een van de belangrijkste
mechanismen voor resistentie tegen QACs. De SMR-klasse efflux pompen heb-
ben deels een beperkt substraatprofiel; zij zijn relatief specifiek voor QACs.
Andere leden van dezelfde klasse en andere klassen efflux pompen hebben echter
een breder substraatprofiel dan alleen de QACs. De meeste efflux pompen zijn
ook in staat diverse groepen antibiotica naar buiten te transporteren en worden
multidrug efflux pompen genoemd (zie tabel 277). De genen die coderen voor
deze multidrug effux pompen zijn meestal chromosomaal gebonden, terwijl de
meer specifieke efflux pompen gecodeerd worden door genen (bijv. gac genen)
die op extra-chromosomale mobiele elementen liggen.!28 Met name, aminogly-
coside antibiotica, tetracyclines (plasmide gebonden 7et-genen coderend voor
teracycline-specifieke efflux pompen uit de MFS klasse) en chlooramfenicol blij-
ken door efflux pompen uit de cel verwijderd te kunnen worden. Ook macrolide
antibiotica en verwante groepen als lincosamines en ketolides worden door
bepaalde efflux pompen verwijderd. De chromosomaal gecodeerde multidrug
efflux pompen NorA uit de MFS-klasse kunnen ook QACs exporteren uit de cel.
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Tabel 2 Efflux pompen die resistentie verlenen tegen QACs.”’

Pompfamilie

Efflux eiwitten die QACs uitdrijven Typische antibiotica substraten

Resistance Nodulation Division (RND)  YhiUV-TolC, AcrAB-TolC, MexAB- Aminoglycosiden, B-lactams, Chloramp-
OprM,CmeABC, CmeDEF, SdeXY, henicol, Erythromycine, Fluoroquinolo-
OgxAB nen, Novobiocine, Rifampine,

Tetracyclines, Trimethoprim

Major Facilitator Superfamily (MFS) QacA, QacB, NorA, NorB, MdeA, EmeA, Aminoglycosiden, Chloramphenicol,

MdfA Erythromycine, Fluoroquinolonen, Lin-
cosamiden, Novobiocine, Rifampine,
Tetracyclines

Multidrug And Toxic Compound Extru- MepA, NorM, PmpM Aminoglycosiden, Fluoroquinolonen

sion (MATE)

Small Multidrug Resistance (SMR) QacE, QacEA1, QacF, QacG, QacH, Qacl, Aminoglycosiden, Chloramphenicol,
QacJ, smr, EmrE, SugE Erythromycine, Tetracyclines

Dat geldt ook voor de RND-klasse multidrug efflux pomp AcrAB, en voor de
MATE-klasse NorM en MepA pompen. Dat betekent dat er sprake is van kruisre-
sistentie met antibiotica indien dergelijke efflux systemen tot verhoogde expres-
sie komen of zich via horizontale gen transmissie verspreiden onder eerder
gevoelige bacteriesoorten.!28 Bij Staphylococcus aureus is kruisresistentie vast-
gesteld tussen quaternaire ammoniumverbindingen en quinolonen.!29.130

3.11

Heeft resistentie tegen QACs klinische betekenis gehad?
Antwoord: ja.

Met enige regelmaat vinden (pseudo-)uitbraken plaats veroorzaakt door geconta-
mineerde QAC-oplossingen, waarbij meestal sprake is van externe contaminatie
van gebruiksoplossingen. De meeste contaminaties vinden plaats met mycobac-
terién, met Serratia marcescens en met vertegenwoordigers uit de groep van
zogenaamde glucose-niet-fermenterende Gramnegatieve staven, zoals verschil-
lende soorten Pseudomonas en Burkholderia. Kenmerkend voor deze soorten
zijn hun natuurlijke habitatten in de vrije natuur — vooral in waterrijke niches —,
hun sessiele groeiwijze (in biofilms) op voedingsarme plaatsen, hun intrinsieke
resistentie tegen diverse klassen antibiotica en hun relatieve resistentie tegen des-
infectantia.!3! De laatste uitbraak met QAC-resistente micro-organismen in de
gezondheidszorg werd in 2003 gerapporteerd. Maar ook buiten de zorgsector kan
QAC-resistentie in verband worden gebracht met ziekte. Zo werd in 1998-1999
een uitbraak van listeriose in de USA — met 108 ziektegevallen, 14 sterfgevallen
en 4 gevallen van abortus — veroorzaakt door een L. monocytoges type 4b die
resistent was tegen benzalkoniumchloride. De stam bezat een plasmide met resis-
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tentiecassette bcrABC in een transposon en werd terug getraceerd naar een
fabriek waar hotdogs werden gemaakt.!32 Sindsdien zijn er nog ten minste negen
uitbraken met dit type gerapporteerd.133 Dergelijke QAC-resistente stammen
worden in de voedingsindustrie regelmatig gevonden, maar onderzoek naar de
associatie met het gebruik van QAC-verbindingen in deze industrietak is beperkt
voorhanden. In een Spaanse worstenfabriek waar QACs als oppervlaktedesinfec-
tans werden gebruik, isoleerde men over een periode van twee jaar veertien stam-
men van L. monocytogenes behorend tot vijf verschillende PFGE kloons. Alle
waren benzalkoniumchloride-resistent. Twee van deze kloons waren eerder aan-
getroffen in een slachthuis van dezelfde firma en vier kloons waren van het
MLST 121, een ST type dat persisterend voorkomt in diverse landen.8?

3.12

Heeft coresistentie met antibiotica klinische betekenis?
Antwoord: ja.

Infecties en uitbraken met bacterién die multiresistent zijn tegen diverse klassen
antibiotica treden in toenemende mate op. Veelal worden de gevoeligheden van
dergelijke stammen voor QACs niet bepaald (noch voor andere desinfectantia).
Incidentele waarnemingen, zoals boven gemeld, laten zien dat gecombineerde
toepassingen van antibiotica en van QACs in de humane en veterinaire sectoren
aan de orde van de dag zijn en dat er dus sprake is van selectiedruk door beide
groepen antibacteri¢le middelen in die sectoren. De relatieve bijdragen van resis-
tentie tegen beide groepen middelen aan het ontstaan of bestrijden van een kli-
nisch probleem is (nog) niet vast te stellen. In een recente Nederlandse studie
naar de genoomsamenstelling van 96 L. monocytogenes isolaten van patiénten
met meningitis bleek sterfte het sterkst gecorreleerd te zijn met de aanwezigheid
van een gacH gen op een nieuw plasmide, dat ongeveer twintig jaar geleden in
de Listeria populatie moet zijn binnengekomen. Het risico op sterfte of blijvende
restverschijnselen is sindsdien sterk toegenomen (van 27% naar 62%). De aan-
wezigheid van dit gacH gen was sterk geassocieerd met resistentie tegen benzal-
koniumchloride en met hogere MICs van de stammen tegen amoxicilline en
gentamicine.134
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3.13

Heeft kruisresistentie van QACs met antibiotica praktische
gevolgen?

Antwoord: onbekend.

Veelal wordt nog gesteld dat kruisresistentie van QACs met antibiotica nog geen
praktische gevolgen heeft gehad. Het is niet wetenschappelijk vastgesteld of en,
70 ja, in welke mate het gebruik van desinfectantia heeft bijgedragen aan de
sterke opkomst van resistentie tegen antibiotica over de laatste decaden. Ook is
niet bekend of en, zo ja, in welke mate het gebruik van antibiotica heeft geleid tot
verminderde gevoeligheid van pathogene bacteriesoorten voor QACs. Om vast te
stellen of coresistentie berust op één mechanisme, c.q. er sprake is van kruisresis-
tentie, en hoe de samenhang is tussen de waargenomen resistenties dienen in
voorkomende gevallen de mechanismen van resistentie tegen beide klassen anti-
microbiéle middelen te worden vastgesteld, alsmede de evolutionaire achtergron-
den van de daarbij betrokken genen.

Quaternaire ammoniumverbindingen
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Hoofdstuk 4

Chloorhexidine

4.1

Basisgegevens

Chloorhexidine is in 1950 ontwikkeld in Engeland door ICI, is sinds 1954 op de
markt, en is in de patiéntenzorg zeer populair geworden, vooral de laatste twintig
jaar. Chloorhexidine al dan niet in combinatie met cetrimide, in waterige oplos-
sing of als tinctuur in 70% alcohol, is nu een van de meest gebruikte desinfectan-
tia voor huid en slijmvliezen van patiénten en zorgverleners. Ook buiten de zorg
wordt chloorhexidine toegepast, bijvoorbeeld in de vorm van gels voor handdes-
infectie, in mondwaters, en andere consumentenproducten. In hoeverre chloor-
hexidine als desinfectans wordt toegepast in de landbouw en in de veterinaire
sectoren is onbekend.

4.2

Chemie en werking als biocide

Chloorhexidine is een biguanide (zie figuur 4). Bij een neutrale pH is het een
bivalent kation, dat als gluconaat vrij oplosbaar is in water.
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Cl Cl

Figuur 4 De chemische structuur van chloorhexidine.

De biocide werking van chloorhexidine omvat een breed scala aan micro-orga-
nismen, zowel Grampositieve (MICs [na 24 uur expositie]zijn meestal + 1 mg/L)
en Gramnegatieve bacterién (MICs meestal + 2 mg/L), fungi en virussen. Voor
snelle biocidie (> 5 log reductie in KVE binnen 5 minuten) in vitro zijn hogere
concentraties vereist (> 10 mg/L). De gebruikersconcentratie van een chloorhexi-
dine-oplossing is derhalve van belang. Deze varieert in de praktijk tussen 0.1%
(1.000 mg/L) en 4% (40.000 mg/1). De hoge concentratie in de gebruiksoplossing
is echter niet dezelfde als de uiteindelijke concentratie op de plek van werking.
Daar is hij lager door verdunning en door binding van chloorhexidine aan allerlei
(organische) materialen in het toepassingsgebied. In een studie vond men, direct
na applicatie van 2% chloorhexidine op de huid, minder dan 0,01% (100 mg/L)
werkzame stof ter plekke terug.!33

De biocide werkzaamheid van chloorhexidine berust op binding van het pro-
duct aan de negatief geladen cytoplasmamembranen (bij Gramnegatieve bacte-
rién ook aan de buitenmembraan) en opname in de cel.! Bij lage concentraties
remt chloorhexidine enzymen in de membranen en bevordert het de doorlaat-
baarheid van die membranen, waardoor groeiremming optreedt. Bij hogere con-
centraties coaguleert chloorhexidine cytoplasmaeiwitten, wordt de
membraanpotentiaal (proton motive force) opgeheven en valt het membraange-
bonden enzym ATPase stil, waardoor de cel dood gaat en biocidie optreedt. Een
lage zuurgraad in het milieu en de aanwezigheid van anionen (onder meer hard
water, zepen, carbonaten) en/of fosfolipiden (serum) verminderen de werkzaam-
heid van chloorhexidine.

36

Resistentie door desinfectantia



4.3

Is er sprake van intrinsieke resistentie tegen chloorhexidine?
Antwoord: ja.

Chloorhexidine is van nature minder werkzaam tegen gisten en schimmels dan
tegen bacterién, terwijl mycobacterién wel in hun groei worden geremd maar niet
worden gedood door chloorhexidine en bacteriesporen er geheel resistent tegen
zijn.!

Sommige soorten Gramnegatieve bacterién zijn intrinsiek minder gevoelig,
c.q. hebben hogere MICs (10-100 mg/L), zoals Proteus spp, Providencia spp,
Serratia marcescens, Pseudomonas spp en ander glucose-niet-fermenterende
staven, zoals Acinetobacter baumannii.136

44

Welke mechanismen spelen een rol bij intrinsieke resistentie?

Intrinsieke resistentie berust veelal op verminderde binding aan en doorlaatbaar-
heid van de celwand van deze micro-organismen voor chloorhexidine. De
samenstelling en elektrische lading van de celwand is dan anders dan gebruike-
lijk, bijvoorbeeld lipide-rijke celwanden bij mycobacterién, dichter en minder
negatief geladen LPS in de buitenmembranen bij Pseudomonas aeruginosa.

Ook efflux pompen blijken bij te dragen aan de intrinsieke resistentie tegen
chloorhexidine, bijvoorbeeld bij Acinetobacter baumannii en Staphylococcus
aureus.

Groeiwijze in de vorm van biofilms leidt tot sterk verminderde gevoeligheid
voor chloorhexidine, een fenomeen dat is waargenomen bij Serratia marcescens,
Burkholderia (Pseudomonas) cepacia, Proteus, Klebsiella en Escherichia coli.
Biofilms met dergelijke multiresistente stammen zijn in het algemeen moeilijk te
verwijderen van oppervlakken.!37

4.5

Is er sprake van verworven resistentie?
Antwoord: ja.

Expositie aan chloorhexidine in vitro blijkt voor chloorhexidine verminderd
gevoelige varianten op te kunnen leveren, een fenomeen dat is gevonden bij
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa en Serratia
marcescens.138:139
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Expositie van Salmonella typhimurium aan gebruiksklare, chloorhexidine-
houdende consumentenproducten leverde ook varianten op met verminderde
gevoeligheid (zij het reversibel) voor het desinfectans. Herhaalde expositie van
Porphyromonas gingivalis aan sub-MIC chloorhexidine leverde eveneens stam-
men op met verminderde gevoeligheid voor het desinfectans.!40 Stapsgewijze
expositie van Campylobacter jejuni en Campylobacter coli aan toenemende con-
centraties chloorhexidine leverde ook een verminderde gevoeligheid op die sta-
biel bleek, gepaard ging met veranderingen in de membraan en met activatie van
efflux pompen.?® Het is echter nog niet goed voorspelbaar of en wanneer mutan-
ten ontstaan in dergelijke experimenten. Ook onder klinische omstandigheden
blijken chloorhexidine verminderd gevoelige stammen soms wel en soms niet op
te duiken.

In Taiwan nam in de periode 1990 tot 1995 het percentage Staphylococcus
aureus stammen (allemaal MRSA) met verminderde gevoeligheid voor chloor-
hexidine (MIC >4 mg/L) toe van <5% tot >40%, waarna het stabiel op dat niveau
is gebleven tot het einde van de observatieperiode in 2005. gacA/B genen werden
gevonden bij 55% van de stammen met verminderde chloorhexidine gevoelig-
heid, eerst bij één MRSA kloon, maar later bij zeven verschillende klonen.!4! In
een Schots centrum werd na introductie van washandjes met chloorhexidine op
de IC géén verminderde gevoeligheid voor chloorhexidine aangetoond en bleven
alle MRS A’s vrij van gac genen.!42 In een recente casus werd daarentegen tijdens
het gebruik van chloorhexidine bij een patiént selectie vastgesteld van een voor
chloorhexidine verminderd gevoelige variant van MRSA (een USA300 type),
gebaseerd op het verwerven van een plasmide waarop het gacA gen aanwezig
was. 143 Hetzelfde werd recent gerapporteerd voor een Klebsiella oxytoca stam bij
een patient met diabetische voetinfectie behandeld met topicale chloorhexidine
compressen. 144

In een Zweedse studie bleek de intensiteit van het gebruik van chloorhexi-
dine per ziekenhuisafdeling geassocieerd met verminderde gevoeligheid voor
chloorhexidine.!45

4.6

Welke mechanismen spelen een rol bij verworven resistentie?

Genen die coderen voor effluxpompen blijken geselecteerd te worden met de

jaren van gebruik van desinfectantia, vooral gac genen (A/B en smr) die coderen
voor efflux pompen.®! Ook werd smr vaker aangetroffen onder klinische isolaten
van Staphylococcus aureus naarmate pati€énten in het verleden vaker stafylokok-
ken huidinfecties hadden doorgemaakt.!%4 Expositie van MRSA aan chloorhexi-
dine induceert de expressie van gacA/B genen in vitro. Klinische MRSA isolaten
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met gac genen hebben gemiddeld hogere MICs voor chloorhexidine. Bij Pseudo-
monas zijn ook veranderingen in de eiwitsamenstelling van de buitenmembraan
gevonden als grondslag voor de verminderde gevoeligheid voor chloorhexi-
dine.138

In een multicenter studie in Azi¢ bleken meer dan 50% van de MRSA isola-
ten uit 1998/1999 al gqacA/B of smr positief.°! In Zweden bleken een vermin-
derde gevoeligheid voor chloorhexidine en gac genen meer voor te komen onder
S. epidermidis stammen die een nosocomiale infectie hadden veroorzaakt dan
onder isolaten uit de commensale huidflora.!46 In Denemarken werden in het
tijdperk voorafgaand aan de introductie van chloorhexidine géén S. epidermidis
stammen uit bloed geisoleerd die gac genen bevatten, terwijl heden ten dage
meer dan de helft van de S. epidermidis bloedisolaten in dat land gac genen dra-
gen. 106 Gebruik van chloorhexidine in de ziekenhuispraktijk sinds de jaren zestig
is gepaard gegaan met selectie en verspreiding van gac-genen binnen deze
soort.197 Overigens blijken wereldwijd grote, onverklaarde verschillen te bestaan
in het voorkomen van gac-genen in klinische isolaten van Staphylococcus
aureus.

4.7

Is verworven resistentie ook overdraagbaar?
Antwoord: ja.

Resistentie tegen chloorhexidine bij Staphylococcus aureus is in het laborato-
rium met behulp van recombinant plasmiden overgedragen naar Escherichia coli
en via transformatie naar Streptococcus sanguis.'9-110 Qac-genen zijn in klini-
sche isolaten eveneens aanwezig gebleken op diverse overdraagbare plasmiden,
waarop ook resistentie tegen antibiotica voorkomt. Er zijn ook direct klinische
observaties die wijzen op plasmide-gemedieerde overdracht van resistentie tegen
chloorhexidine in de ziekenhuispraktijk.!43

4.8

Is coresistentie met resistentie tegen antibiotica waargenomen?
Antwoord: ja.

Stammen van Pseudomonas, Proteus en Providencia met verminderde gevoelig-
heid voor chloorhexidine blijken meestal ook resistent tegen aminoglycoside,
polymyxine en andere antibiotica.47-148

Andersom zijn MRSA vaker minder gevoelig voor chloorhexidine dan
MSSA. MRSA hebben vaker plasmide gecodeerde gacA/B genen dan contempo-
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raine MSSA stammen, die gevoeliger zijn voor chloorhexidine.105.149.150 Multire-
sistente Enterococcus spp. blijken vrijwel allemaal te beschikken over efflux
pompen die ook biociden naar buiten transporteren.!5!

In een verzameling van ruim 1600 klinische Staphylococcus aureus stammen
zijn significante correlaties gevonden tussen hun MICs voor chloorhexidine en
die voor benzalkoniumchloride, quinolonen en, in mindere mate, voor -lactam
en macrolide antibiotica.58 In een kleine (n=52) collectie Pseudomonas stammen
(verschillende soorten) geisoleerd uit slachthuizen werd echter geen significante
correlatie tussen MICs voor chloorhexidine en die voor antibiotica gevonden.!52
In een collectie van 53 Staphylococcus aureus stammen die resistent waren tegen
meticilline in combinatie met hoge resistentie tegen mupirocine bleek de gevoe-
ligheid voor chloorhexidine sterk verminderd (MICy,=16mg/L) en geassocieerd
met de aanwezigheid van efflux pompen (gac en nor gecodeerd). In aanwezig-
heid van serumalbumine was de MBCj, zelfs 256 mg/L.153

De chloorhexidine MICs van onafhankelijke isolaten van de wereldwijd suc-
cesvolle multiresistente Klebsiella pneumoniae kloon ST 258 zijn hoger dan die
voor ander klonen van deze soort.!54 De verminderde gevoeligheid was niet
geassocieerd met de expressie van gqac-genen en moet derhalve op andere mecha-
nismen berusten. In een andere studie blijken carbapenem-resistente Klebsiella
pneumoniae wel vaak gac genen te bevatten en dragerschap van gac genen geas-
socieerd met verminderde gevoeligheid voor chloorhexidine.!55

Een multiresistente stam van Pseudomonas aeruginosa, die een uitbraak van
infecties veroorzaakte in een Japans ziekenhuis, was chloorhexidine resistent. De
stam bleek een nieuw integron te bezitten met daarop resistentiegenen tegen [3-
lactams en aminoglycosiden. Het mechanisme van de resistentie tegen chloor-
hexidine werd helaas niet onderzocht.!48

Kort durende exposities van een Burkholderia lata stam aan chloorhexidine
in vitro leidde tot verhoogde expressie van buitenmembraan eiwitten waaronder
ABC transporter eiwit, hetgeen gepaard ging met een verminderde gevoeligheid
voor bepaalde antibiotica.!3°

4.9

Is kruisresistentie met andere desinfectantia waargenomen?
Antwoord: ja.

Pseudomonas aeruginosa stammen die resistent zijn gemaakt tegen QACs door
expositie in vitro blijken ook minder gevoelig voor chloorhexidine.!2” Expositie
van een Acinetobacter baylyi stam aan sub-MBC concentraties van chloorhexi-
dine leidde tot verminderde gevoeligheid voor chloorhexidine zelf en tot vermin-
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derde gevoeligheid voor zuurstof radicalen, passend bij een response van de
bacterie tijdens oxidatieve stress.!57 Daarbij komt dat in grotere populatie studies
blijkt dat de gevoeligheid voor chloorhexidine goed correleert met de gevoelig-
heid voor quaternaire ammonium verbindingen, in het bijzonder benzalkonium-
chloride.’®

4.10

Is kruisresistentie met bepaalde antibiotica waargenomen?
Antwoord: ja.

Bij E. faecalis stammen die resistent zijn tegen verschillende antibiotica en tegen
chloorhexidine blijkt remming van efflux pomp EfrAB met EDTA de gevoelig-
heid voor antibiotica én die voor chloorhexidine sterk te verhogen.!5! Kennelijk
verlaagt EfrAB onder normale omstandigheden de intracellulaire concentratie
van beide soorten stoffen. Klinische stammen die resistent zijn tegen meerdere
antibiotica zijn vaak ook verminderd gevoelig voor biociden. Deze combinatie
van resistentie tegen biociden en antibiotica wordt buiten een klinische setting
zelden of niet gevonden.

4.11

Heeft resistentie tegen chloorhexidine klinische betekenis gehad?
Antwoord: ja.

Gebruik van chloorhexidine bij de bestrijding van MRSA in een ICU werkte niet
tegen een qacA/B positieve MRSA kloon (ST 239) die zich zelfs beter kon ver-
spreiden na de introductie van dagelijkse chloorhexidine behandelingen van
MRSA-positieve patiénten. Andere MRSA kloons, zonder gacA/B genen, werden
wel succesvol bestreden. De MBC van de ST239 was driemaal hoger (78 mg/L)
dan die van de andere stammen (26 mg/L).158

Frequent gebruik van chloorhexidine voor desinfectie van het perineum
leidde in een studie tot selectie van chloorhexidine-resistente Providencia,
Proteus en Pseudomonas, en leidde vervolgens tot urineweginfecties met deze
resistente stammen. !5 De stammen waren ook resistent tegen diverse antibiotica.
Het probleem bleef beperkt tot de afdelingen waar deze vorm van desinfectie
werd toegepast.

Met enige regelmaat vinden (pseudo-)uitbraken plaats veroorzaakt door
gecontamineerd chloorhexidine oplossingen, waarbij meestal sprake is van
externe contaminatie van gebruiksoplossingen van chloorhexidine. De meeste
contaminaties vinden plaats met bacterién uit de groep van zogenaamde glucose-
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niet-fermenterende Gramnegatieve staven, zoals verschillende soorten Burkhol-
deria, Flavobacterium, Pseudomonas, Ralstonia, Achromobacter en Stenotro-
phomonas. Kenmerkend voor deze soorten zijn hun natuurlijke habitatten in de
vrije natuur — vooral in waterrijke niches — hun sessiele groeiwijze (in biofilms)
op voedingsarme plaatsen, hun intrinsieke resistentie tegen diverse klassen anti-
biotica en hun relatieve resistentie tegen desinfectantia.!3! De laatste uitbraak
werd in 2003 gerapporteerd. In een studie op Trinidad bleken 11/180 (6%) mon-
sters van desinfectans oplossingen gecontamineerd met Pseudomonas spp..
Steeds ging het om chloorhexidine-houdende oplossingen. 160

412

Heeft coresistentie met antibiotica klinische betekenis?
Antwoord: ja.

Infecties en uitbraken met bacterién die multiresistent zijn tegen diverse klassen
antibiotica treden in toenemende mate op. Veelal worden de gevoeligheden van
dergelijke stammen voor chloorhexidine niet bepaald (noch voor andere desin-
fectantia). Incidentele waarnemingen, zoals boven gemeld, laten zien dat gecom-
bineerde toepassing van antibiotica en van chloorhexidine aan de orde van de
dag is in de patiéntenzorg en dat er dus sprake is van selectiedruk van beide groe-
pen antibacteri€le middelen. De relatieve bijdragen van resistentie tegen beide
groepen middelen aan het ontstaan of bestrijden van een klinisch probleem is niet
vast te stellen. In één geval ging de bestrijding van MRSA op een ICU mank,
omdat eradicatie van een voor chloorhexidine verminderd gevoelige MRSA
kloon niet lukte.!58

413

Heeft kruisresistentie van chloorhexidine met antibiotica praktische
gevolgen?

Antwoord: onbekend.

Om vast te stellen of coresistentie berust op hetzelfde mechanisme, c.q. sprake is
van kruisresistentie, dienen in voorkomende gevallen de mechanismen van resis-
tentie tegen beide klassen antimicrobiéle middelen te worden vastgesteld.

PS. Er wordt al enige tijd gewaarschuwd voor het risico op resistentievorming
als gevolg van het toenemend gebruik van chloorhexidine in de gezondheids-
zorg.161-163
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Hoofdstuk 5

Zilver

5.1

Basis gegevens

Zilver is een (transitie)metaal dat van nature in mineralen en ertsen in de bodem
voorkomt. De mens gebruikt het van oudsher voor een grote verscheidenheid aan
toepassingen, zoals de vervaarding van gebruiksvoorwerpen, sierraden en mun-
ten. Van recentere datum is het gebruik in de fotografie en in elektronica. De
geschatte wereldwijde mijnbouwproductie bedroeg in 2012 24.000 ton.164

Het metaal bezit goed gedocumenteerde antimicrobiéle eigenschappen tegen
een breed spectrum van micro-organismen.!64-166 In die hoedanigheid werd de stof
al toegepast door de oude Grieken voor de behandeling van zweren en wonden
en bij de conservering van voedsel en water. V66r de introductie van antibiotica in
de jaren *40 van de vorige eeuw was het wellicht de belangrijkste antimicrobiéle
stof.164 Nog steeds wordt ze gebruikt in een brede reeks van medische toepassin-
gen vanwege zijn werkzaamheid bij lage concentraties en de relatief lage toxiciteit
voor menselijke cellen. Er zijn veel verschillende formuleringen op de markt!66,
onder meer zilvernitraatoplossingen en zilverhoudende zalf die vaak tevens
andere antimicrobiéle stoffen bevat, zoals sulfadiazine (een sulfonamide) of
chloorhexidine. De behandeling van brandwonden en (met diabetes samenhan-
gende) chronische wonden vormt hun belangrijkste toepassingsgebied.164-168 Voor
hetzelfde doel zijn tegenwoordig ook (nano)zilverhoudende, antimicrobiéle kom-
pressen in gebruik. Daarnaast worden zilverpreparaten ingezet in de oogzorg ter
voorkoming van infecties. Medische hulpmiddelen en implantaten, zoals katheters
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en hardkleppen worden geregeld voorzien van een antimicrobié€le coating op basis
van zilver om de vorming van biofilms te voorkomen. Zilver wordt in ziekenhui-
zen en elders ook gebruikt voor de desinfectie van drink-, bad- en zwemwater en
bij de bestrijding van Legionella in warmwatervoorzieningen. In de tandheel-
kunde werden tot voor kort grote hoeveelheden zilver gebruikt in amalgaam, een
legering die voor circa 35% uit zilver bestaat.16’7 Deze toepassing staat echter los
van de antimicrobié€le eigenschappen van het metaal.

De laatste jaren heeft het gebruik van antimicrobieel zilver ook buiten de
geneeskunde een grote vlucht genomen. Met verschillende doeleinden (voorké-
men van infecties, conservering, geurbestrijding) wordt zilver toegevoegd aan
uiteenlopende producten, zoals cosmetica, producten voor persoonlijke verzor-
ging, textiel, keukengerei, huishoudelijke apparatuur, kinderspeelgoed, bouwma-
terialen, etc.160 Veelal is het zilver gebonden aan polymeren, vaak in de vorm van
nanodeeltjes. Producten met ‘nanozilver’ vormen momenteel de grootste groep
binnen de commerciéle ‘nanoproducten’.1%4 Vorderingen in de productietechnie-
ken van nanodeeltjes, in impregnatietechnieken en polymeertechnologie stimule-
ren deze trend en dragen bij aan een hogere effectiviteit, een langere werkings-
duur en lagere toxiciteit voor de mens van het antimicrobiéle zilver.166

5.2

Chemie en werking als biocide

Het antimicrobiéle werkingsmechanisme van zilver is al tientallen jaren onder-
werp van wetenschappelijk onderzoek. Het is echter nog niet volledig opgehel-
derd. Dat geldt in het bijzonder voor de werking van nanodeeltjes van zilver. De
werking van zilver berust op de aanwezigheid van vrije Ag+-ionen.!%4 Zij vervan-
gen de waterstof in de SH-groepen van eiwitten aan het opppervlak van micro-
organismen onder de vorming van zilver-zwavelbanden. Hierdoor blokkeren het
elektronentransport en de ademhaling. De membraanpotentiaal (proton motive
force) stort in. Door de aantasting van de celmembraan dringen zilverionen door
in het cytoplasma, waar ze verdere schade aanrichten door binding aan nucleine-
zuren en de inactivering van enzymen. Ook stimuleren ze de vorming van zeer
schadelijke reactieve zuurstofradicalen (ROS). Het hele proces leidt uiteindelijk
tot de dood van de microbiéle cel.!64

De verhoogde activiteit van zilver in nanovorm is vermoedelijk toe te schrij-
ven aan een hogere afgifte van zilverionen, effectiever aflevering van deze ionen
aan kleine oppervlakken en een hogere productie van schadelijke, reactieve zuur-
stofradicalen.!66 Daarnaast speelt de aard van het ‘capping agent’ een rol, dat bij
de productie van de nanodeeltjes gebruikt wordt om te voorkomen dat de deeltjes
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te groot worden of gaan samenklonteren.!%4 Toegevoegde polymeren kunnen de
werking verder versterken.!66

De antimicrobi€le werking hangt verder af van de omstandigheden, zoals de
temperatuur, de zuurgraad, de aanwezigheid van halogeenionen (chloor, broom
en jood) en bij nanodeeltjes ook van de aanwezigheid van divalente kationen.
Zilverionen binden snel aan eiwitten en vormen complexen met vrije chloride-,
fosfaat- en sulfaationen. Daarom is voor langdurige antimicrobiéle werking een
langzame maar gestage afgifte van zilverionen nodig.168

De werkelijke bijdrage van zilverpreparaten en zilverhoudende kompressen
aan de preventie van wondinfecties en het herstel van wonden is wetenschappe-
lijk omstreden. Een gepubliceerde randomised controlled trial (RCT) en twee
Cochrane reviews!69-171 concludeerden dat er onvoldoende bewijs is voor een
dergelijke bijdrage. In reactie daarop is een internationaal consensus document
gepubliceerd, waarin de positieve kanten van wondbehandeling met zilverhou-
dende kompressen worden benadrukt. 172,173

5.3

Is er sprake van intrinsieke resistentie tegen zilver?
Antwoord: ja.

Over intrinsieke resistentie tegen zilver is in de wetenschappelijke literatuur
maar beperkt informatie te vinden. Zilver en nanozilver werken tegen een breed
scala aan Gramnegatieve en Grampositieve bacterién en virussen!%4, maar zijn
minder effectief tegen bacteriesporen, mycobacterién en cysten van protozoé€n!0,
Grampositieve bacterién, zoals Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis en Strep-
tococcus spp. blijken minder gevoelig te zijn dan Gramnegatieve bacterién, als
Escherichia coli, Salmonella typhimurium en Campylobacter spp.174178 Toevoe-
ging van zilver aan bodems bevordert de abundantie van Grampositieve soorten
en mycobacterién.!7?

5.4

Welke mechanismen spelen een rol bij intrinsieke resistentie?

De intrinsieke ongevoeligheid van mycobacterién en bacteriesporen voor zilver
berust op geringe permeabiliteit van de celenvelop. Dat geldt ook voor de vermin-
derde gevoeligheid van de Grampositieve ten opzichte van de Gramnegatieve
bacterién. De eerstgenoemde heeft een celwand die bestaat uit een dikke laag van
peptidoglycaan. Deze belet zilverionen en nanodeeltjes van zilver de cytoplasma-
membraan te bereiken en in het cytoplasma door te dringen.!176-178.180. 181 Daar-
naast beschikken sommige bacterién ook van nature over effluxpompen die
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binnengedrongen zilverionen weer uit de cel kunnen verwijderen. Dat geldt bij-
voorbeeld voor het wildtype van Escherichia coli.'82 Sommige, uit mijnen
afkomstige bacterién, zoals Pseudomonas stutzeri stam AG259 en Bacillus mega-
terium, zijn zeer resistent tegen zilver. Ze kunnen extracellulair aanzienlijke hoe-
veelheden zilver accumuleren in de vorm van nanodeeltjes van metallisch zilver
of zilversulfide.!83.134 Deze eigenschap hoopt men te kunnen gebruiken voor de
industriéle productie van nanodeeltjes van zilver.!84

5.5

Is er sprake van verworven resistentie?
Antwoord: ja.

Bacterién die van nature gevoelig zijn voor zilver, kunnen zowel door mutaties
als door HGT resistentiemechanismen verwerven.!85 Dat is vooral bekend van
Gramnegatieve bactierién.!86 De Grampositieve Staphylococcus aureus lijkt niet
in staat om resistentiemechanismen te verwerven via mutaties of HGT.!87

5.6

Welke mechanismen spelen een rol bij verworven resistentie?

Verschillende onderzoekers zijn erin geslaagd om in het laboratorium Escheri-
chia coli bacterién resistent (MIC>1024ppm) te maken tegen zilvernitraat door
hen stapsgewijs aan steeds hogere concentraties van het middel bloot te stellen.
De resistente bacterién bleken over chromosomaal gecodeerde effluxpompen te
beschikken die door mutaties in regelgenen verhoogd tot expressie werden
gebracht.182,186,188,189 De resistente bacterién hadden tevens een verminderde
membraanpermeabiliteit door het ontbreken van bepaalde porines in hun buiten-
ste membraan.!82.186 Dat zijn uit eiwitten bestaande, met water gevulde kanaal-
tjes, waardoor hydrofiele verbindingen, zoals zilverionen, naar binnen kunnen
diffunderen. De resistentie berustte dus op een combinatie van een verminderde
passieve instroom van zilverionen en een verhoogde, actieve uitstroom.

De effluxpomp in Escherichia coli blijkt genetisch gecodeerd te worden door
een cluster van genen, het cus-systeem.’#:186.188.190.191 Het omvat genen die code-
ren voor de onderdelen van de pomp en de bijbehorende regelgenen. Het systeem
is voornamelijk betrokken bij de koperhuishouding, maar het kan ook zilverio-
nen verwijderen. Het is ook in andere, klinisch belangrijke Gramnegatieve bacte-
rién aangetroffen (Citrobacter freundii en Shigella sonnei). Het lukte
onderzoekers echter niet bij deze bacterién zilverresistentie te induceren,
ondanks hun bezit van het cus-systeem.186
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Vaker dan door mutaties lijken Gramnegatieve bacterién hun resistentiegenen
tegen zilver te verwerven via HGT. Althans, in veel gevallen blijken resistentie-
genen te liggen op mobiele genetische elementen, zoals plasmiden en ICEs. Het
eerst ontdekte voorbeeld betreft de bacterie Salmonella enterica serovar Typhi-
murium. De brandwondenafdeling van een ziekenhuis in Boston moest in de
jaren *70 worden gesloten, nadat enkele patiénten waren overleden als gevolg
van een besmetting met deze bacterie.192 De bacterie bleek een bepaald type
plasmide (pMG101) te bevatten met genen voor resistentie tegen zilver en tegen
enkele antibiotica. De resistentie tegen zilver bleek toe te schrijven aan een clus-
ter van genen, het zogenoemde sil-genencluster, dat veel overeenkomst vertoont
met het chromosomale cus-cluster van de coli-bacterie.!86 Het bevat genen die
coderen voor twee verschillende effluxpompen, een gen dat codeert voor een
eiwit dat in de periplasmatische ruimte zilverionen kan binden en regelgenen die
de aanwezigheid van zilver kunnen detecteren en de productie van de effluxpom-
pen en het absorberende eiwit aansturen.106.167.186.193 Het eiwit fungeert mogelijk
als een eerste verdedigingslinie in de periplasmatische ruimte, die zilverionen
bindt v66r ze het cytoplasma kunnen binnendringen.!64167 Vermoedelijk kan het
eiwit echter ook zilverionen naar een van de effluxpompen transporteren en zo
de werking van de pomp versterken.!86

Plasmiden met sil-genen zijn ook gevonden in andere Gramnegatieve bacte-

rién, in het bijzonder in bacterién van het Enterobacter cloacae complex186.194-196,

maar ook in Klebsiella'%®, Escherichia coli'®® en Pseudomonas aeruginosa'®’.

Ook andere bacterién, zoals Pseudomonas stutzeri en Acinetobacter bauman-
nii blijken niet nader gedefinieerde, op plasmiden gelokaliseerde zilverresisten-
tiegenen te bezitten.198-200

Onlangs zijn in een Amerikaans ziekenhuis twee extreem resistente stammen
gevonden van Enterobacter cloacae complex en Klebsiella pneumoniae.!%
Microscopisch onderzoek onthulde dat blootstelling van deze stammen aan zil-
verpreparaten resulteerde in de aanwezigheid van metallisch zilver in de poly-
meerlaag buiten de cel. Dit doet vermoeden dat de bacterién het vermogen
hebben verworven om ionisch zilver te reduceren en neer te laten slaan.!%

5.7

Is verworven resistentie ook overdraagbaar?
Antwoord: ja.
De resistentie die door mutaties in het chromosomale DNA is verkregen, is

alleen maar verticaal, dat wil zeggen op de nakomelingen, overdraagbaar. Resis-
tentiegenen die op plasmiden liggen zijn daarentegen ook horizontaal overdraag-
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baar. Uit experimenten in het laboratorium is inderdaad gebleken dat de eerder
genoemde zilverresistente stam van Salmonella enterica serovar Typhimurium
zijn zilverresistentie via conjugatie kon overdragen op zilvergevoelige stammen
van Salmonella serovar Typhimurium en van Escherichia coli. Deze laatste bleek
de verworven resistentie ook weer te kunnen doorgeven aan een andere Escheri-
chia coli-stam.192 Daarbij moet wel worden aangetekend dat het betrokken plas-
mide (pMG101) tot een type behoort dat optimaal wordt doorgegeven bij
temperaturen beneden de 25°C. Boven 37°C wordt de doorgifte geremd. Dat ver-
mindert het risico op verspreiding binnen en tussen bacteriesoorten in een patién-
tenpopulatie.!9 Daar staat tegenover dat resistentiegenen tegen zilver ook op tal
van andere typen plasmidden liggen.196.200 Ook de plasmidegebonden zilverre-
sistentie van een stam van Acinetobacter baumannii bleek in het laboratorium
via conjugatie overdraagbaar op een zilvergevoelige stam van Escherichia
coli.200 De ontvanger vertoonde daarna een effectievere zilverefflux.166

In het verleden is wel gevonden dat verworven resistentie niet stabiel is en
weer snel verloren gaat in afwezigheid van zilver200.201 maar recent onderzoek
duidt erop dat de resistentie door het plasmidegeboden sil-systeem vermoedelijk
niet snel verloren gaat in afwezigheid van zilver. In resistente Enterobacter cloa-
cae en Klebsiella pneumoniae bleek het bezit van dit systeem met minimale fit-
ness kosten gepaard te gaan.!86 Een zilverresistente Salmonella enterica serovar
Senftenberg bleek sil-genen constitutief tot expressie te brengen ongeacht de
aan- of afwezigheid van zilver.202 De stam was afkomstig van een legkippenstal
waar naar verwachting hooguit sporen van zilver aanwezig zijn.

5.8

Is coresistentie met resistentie tegen antibiotica waargenomen?
Antwoord: ja.

Er zijn diverse voorbeelden van plasmiden die behalve genen voor resistentie
tegen zilver tevens resistentiegenen tegen een of meerdere antibiotica bevatten.
De zilverresistente Salmonella enterica serovar Typhimurium van de brandwon-
denafdeling van het ziekenhuis in Boston bevatte op zijn pMG101-plasmide
resistentiegenen tegen zilver, tellutiet, kwik, ampicilline, chloramphenicol, tetra-
cycline, streptomycine en sulphonamides. (McHughes 1975 en Gupta 1999). Het
resistentieprofiel bleek in zijn geheel via conjugatie overdraagbaar op een coli-
bacterie.

Recent Portugees onderzoek aan diverse klonen van een verwante serovar
van Salmonella enterica bracht aan het licht dat sil-genen algemeen aanwezig
zijn en bij sommige klonen samen met resistentiegenen tegen antibiotica op het
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chromosoom liggen en bij andere klonen samen met resistentiegenen tegen anti-
biotica op niet-overdraagbare plasmiden liggen.203.204

Bij het Enterobacter clocae complex bleek de aan- of afwezigheid van een
plasmide een belangrijk verschil te zijn tussen een avirulent stam afkomstig van
een plant en een pathogene stam die bij drie patiénten bloedvergiftiging had ver-
oorzaakt. Het plasmide bleek zowel functionele sil-genen te bevatten als resisten-
tiegenen tegen diverse antibiotica.l%

Twee uit een met amalgaam gevulde kies geisoleerde bacterién van het Ente-
robacter clocae complex bleken eveneens sil-genen te bevatten en resistent te
zijn tegen ampicilline, erythromycine en clindamycine.!%* De sil-genen bleken
op een plasmide te liggen, maar er werd niet onderzocht of de antibioticaresisten-
tiegenen op hetzelfde plasmide lagen.

Bij een stam van Acinetobacter baumannii die zowel resistent was tegen tien
antibiotica als tegen dertien metalen bleken de zilver resistentiedeterminanten en
de antibioticaresistentiegenen vermoedelijk op verschillende plasmiden te lig-
gen.200 Niettemin worden bij deze bacteriesoort resistentiegenen tegen metalen
en antibiotica geregeld op hetzelfde plasmide aangetroffen.200

In Zweden vond enkele jaren terug een uitbraak van ziekenhuisinfecties plaats
door een ESBL-producerende Klebsiella pneumoniae. De bacterie bleek een
groot plasmide te bezitten dat naast resistentiegenen voor diverse groepen van
antibiotica ook resistentiegenen bevatte tegen biociden (quaternaire ammonium-
verbindingen) en zware metalen, waaronder zilver.295 Het plasmide kon overge-
dragen worden op Escherichia coli, maar bleek daarin niet stabiel aanwezig te
blijven. Uit recent onderzoek in hetzelfde land bleek dat sil-genen relatief vaak
aanwezig zijn in Escherichia coli bacterién die ESBLs produceren.174.206.207

Een in het laboratorium tegen zilver resistent gemaakte stam van Mycobacte-
rium smegmatidis bleek een verhoogde resistentie te hebben tegen isoniazid. Het
mechanisme van deze coresistentie werd echter niet opgehelderd.208

5.9

Is kruisresistentie met andere desinfectantia waargenomen?
Antwoord: ja.

Het chromosomale cus-systeem van Escherichia coli kan behalve zilverionen
ook koperionen de cel uit pompen.7
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5.10

Is kruisresistentie met bepaalde antibiotica waargenomen?
Anwoord: ja.

Het chromosomale cus-effluxsysteem van Escherichia coli bezit een grote speci-
ficiteit voor zilver- en koperionen.’#209 Niettemin zijn er aanwijzingen gevonden
dat het systeem mogelijk ook de antibiotica fosfomycine210 en ethionamide, en
de stoffen dinitrofenol en dinitrobenzeen2® uit de bacteriecel kan pompen.%6

In diverse onderzoeken is bij Enterobacteriaceae een verband gevonden tus-
sen zilverresistentie en een verminderde gevoeligheid voor cephalosporines en/
of carbapenems.!74182 Dit hangt vermoedelijk samen met een vermindering van
de permeabiliteit van de buitenste membraan door een vermindering van het aan-
tal porines (met water gevulde eiwitkanaaltjes), via welke zowel zilverionen als
de hydrofiele antibiotica de bacteriecel kunnen binnendringen. Vermindering van
het aantal porines in de buitenste membraan is een bekend resistentiemecha-
nisme tegen hydrofile cephalosporines en carbapenems, vooral bij ESBL-produ-
cerende enterobacterién.2!!

5.11

Heeft resistentie klinische betekenis gehad?
Antwoord: ja.

Sinds de jaren 60 van de vorige eeuw is in de medisch wetenschappelijke litera-
tuur geregeld melding gemaakt van de vondst van Gramnegatieve, zilverresis-
tente bacterién bij patiénten. 192.194-197.201.212-220 Qp de brandwonden-afdeling van
een ziekenhuis in Boston, zijn in de jaren 70 van de vorige eeuw drie pati€nten
overleden door een Salmonella bacterie die zowel resistent was tegen zilver als
tegen diverse antibiotica.!92

Ondanks deze meldingen is de klinische betekenis van de zilverresistentie
omstreden. Sommige wetenschappers wijzen erop dat zilverresistentie een zeld-
zaam verschijnsel is, ondanks het feit dat zilverpreparaten als decennia worden
gebruikt in de medische praktijk.221-226 Een enkele onderzoeker wijst er boven-
dien op dat zilverresistentiegenen vooral worden aangetroffen in bacterién uit het
Enterobacter cloacae complex, die zelden als primaire pathogeen betrokken zijn
bij chronische wonden.222 Bovendien is de resistentie van een zodanig niveau dat
zilverkompressen gewoon werkzaam blijven.222.224

Andere wetenschappers vinden deze skepsis onterecht.164.167.227 [n een Ame-
rikaans onderzoek bleek dat tien van zeventig uit de darmen van patiénten in een
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ziekenhuis geisoleerde bacterién resistentiegenen tegen zilver bevatten.1¢’ In een
recent Duits onderzoek bleek 63% van de 164 klinische isolaten van Enterobac-
ter cloacae complex in het bezit van resistentiegenen tegen zilver.!9 De aanwe-
zigheid van een zilverresistentie dragend plasmide bleek een belangrijk verschil
te zijn tussen een avirulente stam afkomstig van planten en een virulente stam die
betrokken was bij een uitbraak van bloedvergiftiging in drie patiénten. Daarnaast
bleken de genen vooral aanwezig te zijn in subspecies die frequent ziekenhuisin-
fecties veroorzaken.!95 Zeer recent meldden onderzoekers in de V.S. de vondst
van twee stammen van Enterobacter cloacae complex en Klebsiella pneumoniae
met extreem hoge zilverresistentie, die zich met veel commercieel verkrijgbare
zilverkompressen niet laten bestrijden.19

Onderzoek naar het véorkomen van zilverresistentie bij bacterién buiten het
medisch domein is amper verricht. In het milieu zijn zilverresistente bacterién
aangetroffen in zilvermijnen!98, effluent van zilververwerkende industrie355 en in
kustwater356. In Escherichia coli-bacterién afkomstig uit wilde vogels werden
geen zilverresistentiegenen aangetroffen.206 Toevoeging gedurende zestig dagen
van nanodeeltjes van zilver aan een membraanbioreactor met actief slib resul-
teerde in een sterk verhoogd voérkomen van zilverresistentiegenen in de bioreac-
tor.228 De activiteiten van de bacterién in het slib en de waterkwaliteit van het
effluent van de reactor veranderden echter niet. In een ander onderzoek met
nagebootste micro-ecosystemen werd het vermogen van zilvernanodeeltjes
getest om bij relevante blootstellingsniveaus de antibioticaresistentie van natuur-
lijke bacteriepopulaties in mariene sedimenten te verhogen.22 De uitkomst was
negatief in tegenstelling tot de resultaten uit eerder laboratoriumonderzoek. Dit
suggereert dat de invloed van zilvernanodeeltjes op natuurlijke bacteriepopula-
ties zich moeilijk laat voorspellen en voor elk milieu apart moet worden onder-
zocht.230 Sporadisch is zilverresistentie ook aangetroffen in de
voedselketen.202.231

Ondanks het verschil in zienswijze wat de klinische betekenis van de zilver-
resistentie betreft, is de breed gedragen opvatting onder deskundigen dat monito-
ring van de ontwikkeling van zilverresistentie noodzakelijk is.174:221-225 Dat geldt
des te meer gezien het snel groeiende aantal producten met nanodeeltjes van zil-
ver dat voor consumenten op de markt komt.
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5.12

Hebben kruis- en coresistentie met antibiotica klinische betekenis?
Antwoord: mogelijk.

Kruisresistentie tussen zilver enerzijds en cephalosporines en carbapenems
anderzijds door het verlies van porines in de buitenste membraan bij Gramnega-
tieve bacterién vormt een punt van zorg.174182 Tevens wordt geregeld coresisten-
tie waargenomen tussen zilverresistentie en -lactamaseproductie in
Gramnegatieve bacterién.!74.206.207.232 Het gebruik van zilver, zowel in het zie-
kenhuis als elders, kan daarom resistentie tegen klinisch belangrijke antibiotica
in de hand werken.225
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Hoofdstuk 6

Chloor en reactieve
chloorverbindingen

6.1

Basis gegevens

Chloor werd in 1774 ontdekt door de Zweedse chemicus Carl Wilhelm Scheele.
Hij dacht echter dat het om een zuurstofverbinding ging. Pas in 1810 ontdekte de
Britse scheikundige Humphry Davy dat het om een nieuw chemisch element
ging. De desinfecterende eigenschappen van chloor werden in Engeland en
Frankrijk ontdekt rond 1800 en de eerste voorstellen voor chlorering van drink-
water stammen uit die tijd. Tijdens de Londense cholera-epidemie in 1852
gebruikt de arts John Snow chloor voor de desinfectie van drinkwater. Vanaf het
eind van de negentiende eeuw werd chlorering van drinkwater in steeds meer
landen ingevoerd.233 In de jaren’70 van de vorige eeuw bleek chlorering van
drinkwater echter gepaard te gaan met de vorming van voor de gezondheid scha-
delijke bijproducten, zoals chloroform, door de reactie van het chloor met van
nature in het water aanwezige organische stoffen.234 De laatste jaren gaan drink-
waterbedrijven daarom steeds meer over op andere manieren van drinkwaterdes-
infectie, onder meer met UV-straling of met ozon. Drinkwaterchlorering wordt
inmiddels in Nederland niet meer toegepast.233

Tegenwoordig worden naast elementair chloor (Cl,) diverse reactieve chloor-
verbindingen voor uiteenlopende desinfectiedoeleinden gebruikt (figuur 5).
Onderscheid kan worden gemaakt tussen stoffen met een O-Cl verbinding en
stoffen met een N-Cl verbinding. Tot de eerste behoren natriumhypochloriet
(NaOCl, in water opgelost aangeduid als bleekwater, waarbij waterstofhypochlo-
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Figuur 5 Structuurformules van reactieve chloorverbindingen; boven v.l.n.r.: waterstofhypochloriet, natriumchloriet, chloordi-
oxide, monochlooramine; onder v.l.n.r.: chlooramine-T, dichloorisocyanuurzuur en trichloorisocyanuurzuur.

riet [onderchlorigzuur, HOCI] ontstaat), calciumhypochloriet (Ca(OCl),), aange-
zuurd natriumchloriet (ASC, NaOCl,) en chloordioxide (ClO,). Tot de tweede
groep behoren de chlooramines (0.a. monochlooramine, NH,Cl) en de chloor-
amides (di- en trichloorisocyanuurzuur [C;Cl,;3N;0;], Chlooramine-T
[C,H,CINO,SNa]) De verschillende verbindingen hebben elk hun eigen voor- en
nadelen, waardoor het ene middel meer geschikt is voor de ene toepassing en het
andere middel meer voor de andere. Zo is de werking van monochlooramine en
chloordioxide minder pH-afhankelijk dan die van waterstothypochloriet en wor-
den ze ook minder snel gedeactiveerd door aanwezig organische materiaal, waar-
door ze bij drinkwaterchlorering minder schadelijke bijproducten vormen en
bovendien beter in biofilms penetreren. Hun grotere fotostabiliteit maakt di- en
trichloorisocyanuurzuur beter geschikt voor desinfectie van zwemwater in de
buitenlucht dan waterstofhypochloriet.

Chloor en reactieve chloorverbindingen behoren in Nederland en wereldwijd
tot de meest gebruikte desinfectiemiddelen. In Belgié, waar het gebruik van bio-
ciden sinds enige jaren wordt geregistreerd, was natriumhypochloriet met 1749
ton in 2011 het meest gebruikte desinfectiemiddel. Het gebruik van calciumhy-
pochloriet bedroeg 30 ton, dat van tri- en dichloorisocyanuurzuur 207, respectie-
velijk 56 ton en dat van chloordioxide <2 ton.235 De middelen worden op grote
schaal toegepast voor de desinfectie van drinkwater, zwemwater, koelwater en
afvalwater. Daarnaast worden ze zeer veel gebruikt voor de desinfectie van harde
oppervlakken in de gezondheidszorg, de levensmiddelensector en de particuliere
sector. Andere toepassingen betreffen de desinfectie van endoscopen, antibacteri-
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eel mondwater, wortelkanaaldesinfectie?30, de decontaminatie van pluimveekar-
kassen, groente en fruit en de bestrijding van mastitis bij melkvee. Behalve als
desinfectiemiddelen worden reactieve chloorverbindingen ook in grote hoeveel-
heden gebruikt als schoonmaak- en als bleekmiddel in de (papier)industrie.
Micro-organismen komen niet alleen in aanraking met reactieve chloorver-
bindingen doordat de mens ze doelbewust tegen hen inzet. De natuur bedient
zich van dezelfde middelen. In het immuunsysteem van de mens vormen neutro-
fiele granulocyten de eerste verdediging tegen bacteri€le infecties. Deze witte
bloedcellen nemen de binnengedrongen bacterién in zich op via fagocytose en
doden hen vervolgens met waterstofhypochloriet dat zij enzymatisch vormen uit
waterstofperoxide en chloride-ionen.237-238 Qok in fruitvliegen en inktvissen blij-
ken reactieve chloorverbindingen een belangrijke rol te spelen in pathogene en
symbiontische interacties tussen bacterién en hun gastheren. Men vermoedt dat
de productie van waterstofhypochloriet een algemeen mechanisme is voor de
beheersing van bacteriepopulaties op epitheliale oppervlakken van dieren.23% Het
vermogen om enzymatisch waterstothypochloriet te produceren is eveneens
breed verspreid onder planten, schimmels en bacterién, zowel in het terrestrische
als het aquatische milieu. Waarschijnlijk kunnen bijna alle bacterién in hun
natuurlijke omgeving met reactieve chloorverbindingen in aanraking komen.239

6.2

Chemie en werking als biocide

Reactieve chloorverbindingen zijn werkzaam tegen Grampositieve en Gramne-
gatieve bacteri€n, virussen, schimmels, algen en protozoén. In hoge concentratie
hebben ze tevens een sporicide werking. Het werkingsmechanisme is niet precies
bekend, maar berust op de krachtige oxiderende werking van het chloor dat in al
deze verbindingen niet volledig is gereduceerd. In water vormen chloor en
diverse reactieve chloorverbindingen waterstothypochloriet. Dit is een krachtig
desinfectans, zelfs bij concentraties lager dan 0,1 mg/L.240 Tussen pH 4 en pH7
domineert het niet gedissocieerde zuur (HOCI), boven pH9 het hypochlorietion
(OCI).241 Beide worden aangeduid als ‘vrij chloor’. Het ongedissocieerde zuur
heeft echter een veel sterker antibacterieel effect dan het hypochlorietion. In aan-
gezuurd natriumchloriet, dat in water chlorigzuur vormt en in chloordioxide, dat
als gas in water oplost, heeft chloor een hogere oxidatiegraad. Deze verbindingen
zijn daardoor (nog) sterkere oxidatoren dan de hypochlorietvormende stoffen.
Net als alle desinfectantia doden reactieve chloorverbindingen micro-orga-
nismen waarschijnlijk door de gelijktijdige beschadiging van meerdere cellulaire
componenten. Het werkingsmechanisme is niet exact bekend, maar varieert ver-
moedelijk met de het soort micro-organisme, het type chloorverbinding en de
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blootstellingscondities.z3241 De meeste onderzoeksgegevens duiden op de cel-
membraan als punt waar letale schade optreedt bij vegetatieve cellen. De sulfide-
groepen van zwavelhoudende verbindingen, zoals de aminozuren cysteine en
methionine, worden het snelst geoxideerd door waterstofhypochloriet. Ook de
stikstofgroepen (amines) in eiwitten kunnen worden geoxideerd. De veranderin-
gen leiden ertoe dat eiwitten hun ruimtelijke structuur verliezen, gaan samen-
klonteren en worden afgebroken. Daarnaast reageren waterstofhypochloriet en
chloramines, zij het trager, ook met nucleinezuren en lipiden waardoor breuken
in het DNA en membraanlekkage kunnen optreden.239

De effectiviteit van de desinfectie hangt af van het micro-organisme dat moet
worden bestreden, van het type chloorverbinding dat wordt gebruikt (oxidatie-
toestand van het chloor, molecuulgrootte, lading, vetoplosbaarheid) en van de
omstandigheden waaronder de stof haar werk moet doen, zoals de temperatuur,
lichtsterkte, de pH en de aanwezigheid van organisch materiaal.242

6.3

Is er sprake van intrinsieke of adaptieve resistentie tegen chloor?
Antwoord: ja.

Vergeleken met vegetatieve bacteriecellen zijn bacteriesporen verminderd gevoe-
lig voor desinfectiemiddelen. Dat geldt ook voor reactieve chloorverbindin-
gen.243 Mycobacterién zijn relatief resistent tegen concentraties van reactieve
chloorverbindingen die worden toegepast bij drinkwaterchlorering.244 Diverse
M. avium stammen bleken 580-2.300 maal minder gevoelig voor chloor en
100-500 maal minder gevoelig voor chloordioxide te zijn dan een referentiestam
van Escherichia coli.?** Dit verklaart de aanwezigheid van mycobacterién in
gechloreerd drinkwater. Mycobacterium chelonae, Bacillus subtilis (vegetatieve
cellen) en Micrococcus luteus zijn aangetroffen in endoscoopwassers ondanks
dagelijkse desinfecties met chloordioxide.?45-247 Legionella pneumophila?*8-250,
Methylobacterium?31-253 Helicobacter pylori?5* en Sphingomonas soorten233 zijn
net als mycobacterién in gechloreerd drinkwater aan te treffen. De in Zuid-Oost
Azié en Noord-Australi€é endemische pathogene bacterie Burkholderia pseudo-
mallei is eveneens relatief ongevoelig voor chloor. Levensvatbare bacterién van
deze soort kunnen worden geisoleerd uit water dat 1000 ppm vrij chloor bevat;
dat is 1000 maal de concentratie waarmee in Australié drinkwater wordt gechlo-
reerd.25 Sommige stammen van Pseudomonas aeruginosa kunnen overleven in
gechloreerd zwemwater.257 Een verminderde gevoeligheid voor reactieve chloor-
verbindingen (vooral natriumhypochloriet) helpt bepaalde stammen van Staphy-
lococcus aureus?38259 en Salmonella?® desinfecties te overleven in de
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pluimveeverwerkende industrie. In een slachthuis is een Arcobacter butzieri
stam aangetroffen die resistent is tegen gebruiksconcentraties van natriumhypo-
chloriet (200 mg/L actief chloor).26! Salmonella Montevideo laat zich door twee
minuten onderdompelen in een oplossing van natriumhypochloriet met 320 ppm
chloor niet volledig van tomaten verwijderen.262 Sommige onderzoekers vinden
dat Gramnegatieve bacterién gevoeliger zijn voor chloor dan Grampositieve.263.
264 Andere melden dat het afhangt van de chloorverbinding die wordt gebruikt.242

Behandeling van drink- of afvalwater met reactieve chloorverbindingen
blijkt verschuivingen in de bacteri€le levensgemeenschap te veroorzaken in de
richting van soorten met een verminderde gevoeligheid.265-269

6.4

Welke mechanismen spelen een rol bij intrinsieke en adaptieve
resistentie?

Moeilijk doordringbare spore- en celwanden

De moeilijk doordringbare wand vormt de belangrijkste verklaring voor de rela-
tief hoge resistentie van sporen tegen reactieve chloorverbindingen.270 Afscher-
ming van het spore-DNA door kleine zuuroplosbare eiwitten en de dehydratie
van de sporekern spelen waarschijnlijk ook een rol.243

Bij vegetatieve bacterién is de structuur van de celwand eveneens mede-
bepalend voor de resistentie tegen reactieve chloorverbindingen. Mycobacterién
danken hun relatief hoge resistentie aan hun dikke, wasachtige, mycolzuurbevat-
tende celwand. Deze is bij chloorresistente stammen meer hydrofoob is dan bij
chloorgevoelige.2’! De celwand van Gramnegatieve bacterién bevat twee lipide-
houdende membranen, die van Grampositieve bacterién slechts één. Dat kan ver-
klaren waarom de Gramnegatieve Escherichia coli gevoeliger is voor het lipo-
fiele monochlooramine dan de Grampositieve Staphylococcus aureus en juist
minder gevoelig voor het meer hydrofiele chlooramine-T.242

Trage groei en ruststadia

De beschikbaarheid van voedingsstoffen in het leefomgeving is van grote
invloed op de gevoeligheid van bacterién voor reactieve chloorverbindingen.
Bacterién die opgekweekt zijn of leven in een voedselarme omgeving zijn resis-
tenter dan soortgenoten uit voedselrijke milieus. Mycobacterium avium, bijvoor-
beeld, bleek circa tien maal resistenter voor chloor te zijn, wanneer hij in water
was gekweekt in plaats van in een voedingsmedium.2#4-27! Dit hangt vermoede-
lijk samen met de veel lagere groeisnelheid in water. Enterococcus faecalis bleek
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in de stationaire fase (de normale fase in water) tot 900 maal minder gevoelig
voor natriumhypochloriet dan in de fase van exponenti€le groei.240 Soortgelijke
bevindingen zijn gedaan bij Escherichia coli?’?, Klebsiella pneumoniae?’3274 en
Legionella pneumophila®’>. Dit is bijzonder relevant, omdat drinkwater en
zwemwater voedselarm zijn. Bacterién zijn daarom onder natuurlijke omstandig-
heden resistenter dan in kweekmedia in het laboratorium.272.275

Stressvolle omstandigheden, zoals een tekort aan nutriénten of blootstelling
aan hitte, hoge zoutconcentraties of desinfectiemiddelen, kunnen er toe leiden
dat bacterién overgaan in een rusttoestand met een lage stofwisseling. Deze
wordt aangeduid als ‘levensvatbare, maar niet kweekbare staat’ (viable but non-
culturable state, VBNC-staat), omdat de bacterién in die gesteldheid niet langer
kweekbaar zijn op gangbare kweekmedia, maar wel gedurende lange tijd het ver-
mogen behouden om onder gunstige omstandigheden opnieuw tot leven te
komen.276-279 Legionella pneumophila kan onder invloed van blootstelling aan
reactieve chloorverbindingen deze toestand aannemen wat resulteert in een ver-
dere vermindering van de gevoeligheid voor deze middelen.280-283 Qok andere
bacteriesoorten, zoals Burkholderia pseudomallei?>® en Helicobacter pylori?8+
285 kunnen in deze toestand in gechloreerd drinkwater overleven.

Sessiele levenswijze, biofilmvorming en aggregatie

Lage concentraties chloor (<1mg/L), zoals die in gechloreerd zwem- en drinkwa-
ter aanwezig zijn, bevorderen dat planktonische bacterién zich gaan vasthechten
op een ondergrond. Hogere concentraties remmen dat proces juist.28¢ Een ses-
siele in plaats van een planktonische leefwijze kan bacterién aanzienlijk minder
gevoelig maken voor reactieve chloorverbindingen. Zo bleek uit onderzoek naar
de gevoeligheid van Escherichia coli voor chloordioxide dat voor een 5-log
reductie van het aantal bacterién een ruim tien maal langere inwerktijd nodig was
als de bacterién niet gesuspendeerd waren in water, maar gehecht waren op een
stalen ondergrond. Op een ondergrond van ruw en poreus PVC bleek een 5-log
reductie niet haalbaar.287 Bij Klebsiella pneumoniae bleek hechting op een glas-
oppervlak de gevoeligheid voor chloor met een factor 150 te verminderen.288 De
afname in gevoeligheid kan voortvloeien uit een verminderd contact tussen des-
infectiemiddel en bacteriecellen. Deze zijn immers niet meer aan alle kanten
door vloeistof omgeven.

Een andere strategie waarmee bacterién hun blootstelling aan schadelijke
stoffen kunnen terugdringen, is door zich te omhullen met een moeilijk door-
dringbare slijmlaag van exopolymeren. In Bacillus subtilis wordt dat gestimu-
leerd door blootstelling aan subletale concentraties chloordioxide. De genen die
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betrokken zijn bij de vorming van de benodigde exopolymeren, worden ver-
hoogd actief onder invloed van een membraangebonden kinase dat reageert op
aantasting van de membraanpotentiaal door chloordioxide.289 Twee uit een endo-
scoopwasser geisoleerde bacterién, een Bacillus subtilis en een Micrococcus
luteus, die resistent waren tegen gebruiksconcentraties van chloordioxide, ken-
merken zich door een dikke laag van exopolymeren.246.247

Pseudomonas aeruginosa wordt eveneens door lage concentraties chloordi-
oxide aangezet tot de productie van exopolymeren.289 Terwijl gangbare chloor-
concentraties (0,1-05 mg/L) in zwemwater zeer effectief zijn tegen ‘gewone’
stammen van deze bacterie, kunnen slijmvormende stammen in gechloreerd
zwem- of drinkwater overleven.257.290-292 Dat opent de mogelijkheid dat chlo-
rering van zwemwater selectiedruk oplevert die de verspreiding bevordert van
slijmproducerende stammen met een verminderde chloorgevoeligheid.292 Ook
bij sommige stammen van Escherichia coli?®3 en Staphylococcus aureus? blijkt
de productie van een extracellulaire slijmlaag gepaard te gaan met een vermin-
derde gevoeligheid voor reactieve chloorverbindingen.

Het combineren van een sessiele levenswijze en de uitscheiding van exopoly-
meren leidt tot de vorming van biofilms. Het is algemeen bekend dat bacterién
die in biofilms groeien (het wordt steeds meer beschouwd als de natuurlijke leef-
wijze van bacteri€n in het milieu), zich aanzienlijk moeilijker met desinfectie-
middelen laten bestrijden. Pseudomonas aeruginosa is een goede biofilmvormer
op elk type oppervlak, ook in zwembaden. Daar kan hij in biofilms groeien in
aanwezigheid van 1-3 mg/L chloor en zijn shockbehandelingen met 10 mg/L
chloor nodig voor een sterke reductie van het aantal bacterién in de biofilm.294
Andere onderzoekers melden dat na zeven dagen blootstelling aan 15 mg/L nog
steeds levende bacterién worden aangetroffen.2%5 Uit laboratoriumtests blijkt dat
in biofilms levende Pseudomonas aeruginosa bacterién tot 10.000 maal minder
gevoelig zijn voor chloor dan planktonisch levende cellen.2% Bij reiniging van
zwemwater met een shock behandeling worden mogelijk alleen de planktonisch
levende bacterién gedood. De min of meer intact blijvende biofilm kan dan als
reservoir voor de bacterie fungeren, van waaruit tussen de shockbehandelingen
door telkens rekolonisatie van de waterkolom kan plaatsvinden.292 De waarne-
mingen suggereren dat het huidige zwemwaterbeheer niet adequaat is voor de
bestrijding van biofilms van Pseudomonas aeruginosa.?s?

Pseudomonas-soorten kunnen ook biofilms vormen in drinkwaterleidingen.
Douterelo e.a. vonden dat ze vooral betrokken zijn bij de initi€le hechtingsfase
aan de wand en dat in een later stadium andere bacteriesoorten gaan domine-
ren.297 In een laboratoriumonderzoek bleken drinkwaterbacterién in een biofilm
1,6-40 maal minder gevoelig voor chloor dan in vrij levende vorm.298 Bacterién
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kunnen ook beschutting vinden in biofilms die (mede) door andere bacterién zijn
gevormd.299-303 Multispecies biofilms blijken nog resistenter te zijn tegen reac-
tieve chloorverbindingen dan single-species biofilms.121.298.304

De Legionella-bacterie vormt eveneens biofilms in distributiesystemen van
leidingwater.39> Om de bacterién in de biofilm te inactiveren zijn 4 tot 10 maal
hogere concentraties nodig dan om planktonische bacterién te inactiveren.248 Bij
dezelfde concentratie is een langere inwerktijd nodig. Dit hangt samen met de
moeite die het desinfectans heeft om in de biofilm door te dringen. Monochlora-
mine en chloordioxide kunnen dat beter dan chloor.3%¢ Gematigde concentraties
reactieve chloorverbindingen kunnen de Legionella-bacterién in de biofilm in de
VBNC-toestand doen overgaan.282307 De biofilms kunnen worden begraasd door
amoeben. De amoeben nemen daarbij de Legionella-bacterién op. In de amoeben
of de cysten van amoeben laten de bacterién zich nog lastiger bestrijden. Boven-
dien worden de geinfecteerde amoeben zelf ook resistenter tegen de chloorver-
bindingen.28! Dit alles zorgt ervoor dat de Legionella-bacterie niet volledig
effectief met reactieve chloorverbindingen (of met andere desinfectiemethoden)
te bestrijden is.249:250.308 Na elke shockbehandeling met hoge concentraties reac-
tieve chloorverbindingen vindt na enige tijd rekolonisatie plaats van het waterlei-
dingennet vanuit achtergebleven resten biofilm, VBNC-cellen of geinfecteerde
amoeben. Sommige onderzoekers zien aanwijzingen dat het frequent gebruik van
reactieve chloorverbindingen resulteert in de selectie van minder gevoelige Legi-
onella stammen3%, andere echter niet.249-306,307 Qok in het koelwater van kern-
centrales laat Legionella zich niet definitief verwijderen.?10 De bacterie
Burkholderia pseudomallei bedient zich van dezelfde strategieén als Legionella
om drinkwaterchlorering te overleven. In aanwezigheid van amoeben is honderd
maal meer monochlooramine nodig voor een even effectieve desinfectie dan zon-
der deze protozoén.256:311

Subletale concentraties van het in de levensmiddelenbranche veel gebruikte
natriumhypochloriet blijken bij Escherichia coli veranderingen in de celvorm en
de hydrofobiciteit van het celoppervlak te induceren en de bacterie aan te zetten
tot de vorming van biofilms.3!2 Van Salmonella-bacterién is aangetoond dat ze
biofilms kunnen vormen op voedselcontactmaterialen, zoals plastic, en dan ver-
minderd gevoelig zijn voor hypochloriet.313

Hypochloriet wordt in de Verenigde Staten ook gebruikt voor decontaminatie
van groenten en kiemgroenten, onder meer ter bestrijding van Salmonella. Hoge
concentraties van >320 ppm chloor zijn echter onvoldoende om tomaten geheel
van Salmonella te ontdoen.314 Bij alfalfazaad kan zelfs de aanbevolen behande-
ling met 20.000 ppm chloor gedurende 15 minuten het risico op infectie niet
helemaal wegnemen.315-317 Dat wordt vooral toegeschreven aan het feit dat de
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bacterie zich schuilhoudt tussen plantenweefsel waar geen letale concentraties
kunnen doordringen. De kiemplanten zijn bovendien bedekt met biofilms die
mogelijk beschutting bieden aan de ziekteverwekker.318 Uitbraken van salmonel-
lose door besmette (kiem)groenten komen dan ook geregeld voor ondanks de
desinfectie met hypochloriet.315.316.319

Een verwante strategie die eveneens berust op de vorming van exopolymeren
is het samenklonteren van bacterién in aggregaten. Ook dat leidt tot een afhame
van de gevoeligheid voor reactieve chloorverbindingen. Isolaten van Staphylo-
coccus aureus afkomstig van net geslachte kalkoenen in een pluimvee
verwerkend bedrijf bleken 100 maal gevoeliger voor 1mg/L vrij chloor dan
‘endemische’ isolaten die verderop in de verwerkingsketen de fabrieksappara-
tuur hadden gekoloniseerd.258 Sommige van de endemische isolaten bleken ook
bestand tegen 2 mg/L vrij chloor. De hogere resistentie van de endemische isola-
ten bleek samen te hangen met de vorming van een extracellulaire slijmlaag en
hun vermogen om samen te klonteren.25° In een ander onderzoek bleek dat ende-
mische stammen slechts een gering aandeel hadden in isolaten die afkomstig
waren van de inkomende vogels. Onder isolaten afkomstig van de karkassen na
de pluk vormden ze echter de meerderheid. Dit duidt erop dat chloorresistente,
samenklonterende stammen worden uitgeselecteerd in de verwerkingsketen.320
Het samenklonterend fenotype bleek gecorreleerd te zijn met de aanwezigheid
van een bepaald plasmide.

Klebsiella pneumoniae bacterién die onder voedselarme omstandigheden
(zoals in drinkwater) werden gekweekt, vormden kleinere cellen dan bacterién
die onder voedselrijke condities groeiden.32! De kleinere cellen klonterden
bovendien samen tot aggregaten van 10 tot >10.000 cellen (gemiddeld 90) wat
gepaard ging met de vorming van exopolymeren. De kleinere cellen hadden ook
een afwijkende lipidensamenstelling van hun membranen. Na blootstelling aan
monochlooramine bleek 33% van de SH-groepen geoxideerd te zijn in de voed-
selarm opgroeide cellen en 80% in de cellen die onder rijke omstandigheden
waren gekweekt.32! In een onderzoek aan de verwante Klebsiella oxytoca werd
eveneens gevonden dat aggregaatvorming gepaard ging met een verminderde
gevoeligheid voor chloor.322 Datzelfde geldt voor Salmonella.

Intracellulaire fysiologische mechanismen

Bacterién hebben per definitie geen verweer tegen letale doses biociden. De hier-
boven geschetste overlevingsvormen kunnen de blootstelling aan chloor echter
deels van zijn dodelijke uitwerking ontdoen. Bovendien staan bacterién nog
andere verdedigingsmechanismen ter beschikking tegen reactieve chloorverbin-
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dingen.?39 Bacterién beschikken over sensoren die beginnende schade kunnen
detecteren en in reactie daarop herstelmechanismen in gang zetten.239323324 De
belangrijkste mechanismen om oxidatieve stress tegen te gaan, zijn (een ver-
hoogde) productie van catalases en peroxidases als ook van methionine sulfoxide
reductases die geoxideerde SH-groepen weer kunnen reduceren. Andere belang-
rijke mechanismen zijn de verhoogde productie van chaperones en proteases die
samenklontering en ophoping van beschadigde, niet meer herstelbare eiwitten
voorkomen. Een derde groep mechanismen is gericht op de instandhouding van
de voorraden van zwavel en zwavelhoudende aminozuren in de cel. Of ook
DNA-reparatiemechanismen versterkt worden ingezet is niet duidelijk. DNA-
schade lijkt bij reactieve chloorverbindingen van ondergeschikt belang. Waar-
schijnlijk is het reguliere mechanisme van DNA-herstel afdoende.239

Combinatie van verdedigingsstrategieén

Bacterién kunnen zich gelijktijdig bedienen van meerdere verdedigingsstrate-
gieén. De resistentie van een Bacillus subtilis isolaat uit een endoscoopwasser
tegen gebruiksconcentraties van chloordioxide liet zich niet volledig verklaren
door de productie van exopolymeren, aggregaatvorming en de verhoogde pro-
ductie van catalase. De onderzoekers vermoedden dat nog onbekende aanvul-
lende intracellulaire mechanismen een rol spelen.?4” Sommige wijzen erop dat de
totale resistentie van een bacterie gelijk is aan het product van de resistentie-
invloeden van de afzonderlijke mechanismen.288

6.5

Is er sprake van verworven resistentie?
Antwoord: niet aangetoond.

Het Panel on Biological Hazards van de EFSA heeft in 2008 vastgesteld dat er
geen gepubliceerde gegevens zijn die erop duiden dat de (juiste) toepassing van
vier stoffen voor de microbiéle decontaminatie van pluimveekarkassen, waaron-
der chloordioxide en aangezuurd natriumchloriet, zal leiden tot het optreden van
verworven resistentie tegen deze middelen.325 Een verminderde gevoeligheid
van bepaalde stammen van Methylobacterium, Pseudomonas aeruginosa en
Escherichia coli voor hypochloriet of dichloorisocyanuurzuur kon evenmin wor-
den gerelateerd aan de aanwezigheid van plasmiden of het optreden van mutaties
in het chromosomale DNA .251.291.326 Mogelijk spelen vooral veranderingen in de
expressie van bestaande genen een rol bij de omgang van bacterién met stress
door reactieve chloorverbindingen.326
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6.6

Welke mechanismen spelen een rol bij verworven resistentie?

Verworven resistentie is niet aangetoond.

6.7

Is verworven resistentie ook overdraagbaar?
Antwoord: niet aangetoond.

Verworven resistentie is niet aangetoond.

6.8

Is coresistentie en/of kruisresistentie tegen andere desinfectantia of
tegen antibiotica waargenomen?

Antwoord: ja.

Kruisresistentie tussen chloordioxide, waterstofperoxide en perazijnzuur is waar-
genomen in een isolaat van Bacillus subtilis dat afkomstig was uit een endo-
scoopwasser waarin chloordioxide als desinfectiemiddel werd gebruikt.246 De
genoemde middelen hebben alledrie een sterk oxiderende werking. De mechanis-
men die aan de kruisresistentie ten grondslag liggen zijn echter niet precies
bekend.247 Kruisresistentie tegen de in de levensmiddelenindustrie veel gebruikte
biociden natriumhypochloriet en natriumnitriet is waargenomen in Escherichia
coli’?7 en tussen ASC en trinatriumfosfaat, citroenzuur en perazijnzuur in Liste-
ria monocytogenes en Salmonella enterica3?8. Effluxpompen en veranderingen
in de hydrofobiciteit van het celoppervlak vormen de vermoedelijk de onderlig-
gende verklaring.

In 2008 constateerde het Biohazard Panel van de EFSA dat er geen aanwij-
zingen waren dat de toepassing van vier middelen voor de microbiéle decontami-
natie van pluimveekarkassen, waaronder chloordioxide en ASC, bijdraagt aan de
resistentie tegen antibiotica.325 Recent onderzoek heeft aangetoond dat ten min-
ste in het laboratorium (herhaalde) blootstelling aan (toenemende) subletale con-
centraties chloor, ASC, hypochloriet of chloordioxide kan resulteren in een
verminderde gevoeligheid van Escherichia coli, Salmonella spp. en Listeria
monocytogenes voor diverse antibiotica.312-329-331 Experimenten met kippenpoten
hebben bevestigd dat toepassing van microbiéle decontaminanten, waaronder
ASC, de resistentie van op het vlees aanwezige Escherichia coli bacterién voor
bepaalde antibiotica kan verhogen.332 De inductie of activering van effluxpom-
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pen en veranderingen in de celwandpermeabiliteit worden als verklaringen
genoemd.312:329

Er zijn aanwijzingen dat drinkwaterchlorering eveneens kan bijdragen aan de
resistentie tegen antibiotica.333 Sommige onderzoekers menen dat vooral
(co)selectie daarbij een belangrijke rol speelt. Chlorering van drinkwater brengt
verschuivingen teweeg in de aanwezige bacterieflora ten gunste van chloorresis-
tente soorten. Deze bevatten tevens relatief vaak resistentiegenen tegen (bepaalde)
antibiotica, zoals genen die coderen voor RND-effluxpompen.291.334-338 Daarnaast
kunnen reactieve chloorverbindingen mogelijk ook antibioticaresistentie induce-
ren. In een onderzoek aan Acinetobacter baumannii bleek blootstelling aan chloor
te leiden tot een verhoogde expressie van antibiotica-resistentiegenen, waaronder
genen voor effluxpompen.33° Verder zijn er aanwijzingen dat mutagene bijproduc-
ten van drinkwaterchlorering veranderingen in bacterieel DNA kunnen bewerk-
stelligen die de ontwikkeling van antibioticaresistentie in de hand werken.340-342

In zwemwater lijkt eveneens sprake te zijn van coselectie van antibiotica- en
chloorresistentie. In een onderzoek naar de aanwezigheid van Pseudomonas
aeruginosa op zwemhulpmiddelen van vinyl en schuim in Nederlandse openbare
zwembaden (met gechloreerd zwemwater) werd de bacterie gedetecteerd in 19
van de 24 zwembaden op 47 van de 175 onderzochte objecten. Van de isolaten
bleek 21% van de isolaten (intermediair) resistent te zijn tegen één of meer van
twaalf geteste, klinisch relevante antibiotica, vooral imipenem en aztreonam.343

Decennialang onderzoek naar de effectiviteit van reactieve chloorverbindin-
gen met betrekking tot de verwijdering van antibioticaresistente bacterién uit
afvalwater heeft wisselende bevindingen opgeleverd.344-345 Sommige onderzoe-
kers melden dat chlorering het aandeel antibioticaresistente bacterién in de over-
blijvende bacteriepopulatie aanzienlijk laten stijgen.346:347 Onduidelijk is of dit
het gevolg is van inductie van resistentie of van selectie.34¢ Andere hebben
gevonden dat slechts zes van de 125 onderzochte resistentiegenen relatief in aan-
tal toenemen, dat de absolute aantallen aanzienlijk dalen en dat chlorering dus
voornamelijk een reducerend effect heeft op de aanwezigheid van antibioticare-
sistentiegenen in afvalwater.348 Diverse onderzoekers melden de aanwezigheid
van chloorresistente Bacillus soorten in met chloor behandeld afvalwater van
varkenshouderijen. De bacterién waren tevens resistent tegen een of meerdere
van de onderzochte antibiotica.349-350 Onlangs vonden onderzoekers dat lage con-
centraties chloor in Escherichia coli de overdracht van antibioticaresistentiege-
nen via HGT kunnen bevorderen.35! In aanwezigheid van ammonium werd
chlooramine gevormd dat verantwoordelijk werd gehouden voor het stimulerend
effect. Hoge concentraties chloor hadden juist een remmend effect. Andere
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onderzoekers vonden in afwezigheid van ammonium een remmend effect van
chloor op de HGT.352

6.9

Heeft resistentie klinische betekenis gehad?
Antwoord: ja.

Een verminderde gevoeligheid van bacterién voor reactieve chloorverbindingen
heeft ongetwijfeld bijgedragen aan uitbraken van infecties met pathogene bacte-
rién. Op het gebied van voedselveiligheid kunnen uitbraken worden genoemd
van salmonellose door besmette (kiem)groente en fruit.314-316 De ongevoeligheid
van biofilmvormende stammen van Pseudomonas aeruginosa voor chloor draagt
bij aan ziektelast onder zwemmers door zwemmersoor (otitis externa) en follicu-
litis.292:343 Qok de ziektelast door desinfectansresistente en biofilmvormende
bacterién in drinkwater, zoals Legionella, Mycobacterium avium en Pseudomo-
nas aeruginosa is aanzienlijk.353.354
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