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CONTAMINACAO POR ENTEROBACTERIAS RESISTENTES A
ANTIMICROBIANOS ISOLADAS EM CELULARES E MAOS EM HOSPITAL
VETERINARIO

RESUMO - As infec¢cdes nosocomiais representam sério problema de saude
publica, levando ao aumento da mortalidade e morbidade dos pacientes afetados. Os
telefones celulares séao alvo de investigagdes sobre sua importancia na disseminacao
de patégenos, devido ao seu uso descontrolado e presenca em todos os ambientes do
dia a dia, incluindo hospitais veterinarios. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho &
avaliar a presengca de Escherichia coli (E. coli), Proteus mirabilis (P. mirabilis) e
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), importantes bactérias associadas a infeccéo
hospitalar, em telefones celulares da equipe cirdrgica de pequenos animais do
Hospital Veterinario da Universidade Estadual Paulista — Campus Jaboticabal. Para
isso, foram coletadas amostras de telefones celulares dos cirurgibes, auxiliares,
enfermeiros e anestesistas e dos responsaveis pelos pacientes, bem como também de
suas maos, mesa cirirgicae do paciente. As bactérias foram isoladas e identificadas
através do teste de reacdo em cadeia de polimerase (PCR), a diversidade genética
por Eletroforese em gel de Campo Pulsado (PFGE) e a suscetibilidade a
antimicrobianos através de antibiograma. Adicionalmente, os pacientes foram
acompanhados por 4 semanas quanto a sinais de infeccdo nosocomial na ferida
operatoria. Oito amostras foram positivas para E. coli e Proteus mirabilis, provenientes
da méao do anestesista, méo do tutor, mao do cirurgido,celular do cirurgido, celular do
enfermeiro, celular do anestesista e duas mesascirlrgicas. O teste de sensibilidade
antimicrobiana demonstrou que todos os isolados eram resistentes a multiplos
antimicrobianos. A eletroforese de campo pulsado demonstrou alta diversidade
genética entre os isolados. A identificacdo de E.coli e Proteus mirabilis
multirresistentes em aparelhos celulares da equipe cirlrgica representa grande
preocupacao e, apesar de n&o diretamente correlacionado, o isolamento dessas
bactérias no interior da area limpa do centro cirurgico evidenciou a possibilidade de
transmissao nosocomial a partir dos aparelhos celulares a pacientes susceptiveis.

Palavras-chave: cirurgia veterinaria, eletroforese em gel de campo pulsado, infeccéo
nosocomial, microbiologia



Vi

CONTAMINATION BY ANTIMICROBIAL-RESISTANT ENTEROBACTERIA
ISOLATED ON CELL PHONES AND HANDS IN A VETERINARY HOSPITAL

ABSTRACT - Nosocomial infections represent a serious public health problem,
leading to increased mortality and morbidity for affected patients. Cell phones are the
target of investigations about their importance in the spread of pathogens, due to their
uncontrolled use and presence in all day-to-day environments, including veterinary
hospitals. In this sense, the objective of this work is to evaluate the presence of
Escherichia coli (E.coli), Proteus mirabilis (P. mirabilis) and Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae), important bacteria associated with hospital infection, on cell phones of
the small animal surgical team at the Veterinary Hospital of Paulista State University -
Campus Jaboticabal. For this, samples of cell phones were collected from surgeons,
assistants, nurses and anesthetists and those responsible for patients, as well as from
their hands, operating table and the patient. The bacteria were isolated and identified
through the polymerasechain reaction (PCR) test, genetic diversity by Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) and susceptibility to antimicrobials through antibiogram.
Additionally, the patients were followed up for 4 weeks for signs of nosocomial
infection in the surgical wound. Eight samples were positive for E. coli and Proteus
mirabilis, from the hand of the anesthetist,hand of the tutor, hand of the surgeon, cell of
the surgeon, cell of the nurse, cell of the anesthetist and two surgical tables. The
antimicrobial susceptibility test demonstrated that all isolates were resistant to multiple
antimicrobials. Pulsed field electrophoresis demonstrated high genetic diversity among
the isolates. The identification of multi- resistant E.coli and Proteus mirabilis in cell
phones of the surgical team is of great concern and, although not directly correlated,
the isolation of these bacteria within the clean area of the operating room has
evidenced the possibility of nosocomial transmission from cell phones susceptible
patients.

Keywords: veterinary surgery, pulsed field gel electrophoresis, nosocomialinfection,
microbiology
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Introducéo e Revisao de Literatura

As infeccbes nosocomiais representam grave problematica global, e
tornaram-se ainda mais evidentes com o avanco da pandemia de COVID -19, onde
houve aumento alarmante do nimero de internacfes hospitalares (Sprague, 2009;
He et al., 2020). Além de representar uma das principais causas de mortalidade de
pacientes humanos em ambientes hospitalares, também est4d associada ao
incremento da morbidade, hospitalizacdo prolongada, desenvolvimento de
disfuncdo multipla de 6rgéos e custos hospitalares (Kollef et al, 1997; Kampf e
Kramer, 2004; Kollef et al., 2021). S&o caracterizadas como infec¢des que ocorrem
dentro de 48 a 72 horas de hospitalizacdo ou até 30 dias apds a alta hospitalar
(Taheri et al., 2013).

Na medicina veterinaria o cenario ndo € diferente, sendo fonte de
preocupacdo crescente em hospitais veterinarios, visto também os riscos de
biosseguranga que incluem os surtos de infecgbes nosocomiais em pacientes
hospitalizados e de infeccbes zoondticas na comunidade hospitalar (AVMA, 2007,
Willemsen et al., 2019). Apesar disto, a incidéncia de infec¢cdo nosocomial ndo é
tdo bem documentada quanto na medicina humana, mas esforgos tém sido feitos
ao longo dos ultimos anos para mudar esta realidade (Traverse e Aceto, 2015; Oh
et al., 2018; Churak et al., 2021).

Os estudos veterinarios relatam diversos tipos de patégenos, como
Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Salmonella spp., Pseudomonas spp. e
Escherichia coli, nos quais pelo menos 70% destes microrganismos apresentam
resisténcia antimicrobiana (Nakamura e Tompkins, 2012; Mount et al., 2016; Oh et
al., 2018; Abadi et al., 2019; Kerek et al., 2021).

As principais vias de transmissdo dos patdégenos sdo as maos dos
profissionais, mesas, boxes de internamento e outros objetos como estetoscopio,
relogios, “pagers”, teclados, aparelhos celulares, dentre outros (Marinella et al.,
1998; Singh et al., 2002; Schultz et al., 2003; Saxena et al., 2011; Gunasekara et
al., 2015; Vinall et al., 2020).



Os aparelhos celulares tornaram-se itens indispensaveis na vida cotidiana e
sédo utilizados de forma frequente no ambiente hospitalar, para otimizar o
atendimento ao paciente e as comunica¢des com o cliente (Ulger et al., 2015). Ao
longo dos anos surgem mais evidéncias quanto a possibilidade destes aparelhos
atuarem como reservatérios para bactérias com potencial de gerar infec¢des
nosocomiais (Brady et al., 2006, Ulger et al., 2009, Kahn et al., 2015). Além disto,
possuem agravantes em relacdo a outros objetos pois sdo armazenados em bolsas
ou bolsos, manuseados com grande frequéncia e mantidos perto do rosto, entrando
em contato com mais partes do nosso corpo e uma gama mais ampla de patégenos.
Os telefones contém maior numero de bactérias que qualquer outro objeto ou
fémite, provavelmente devido ao fato de apresentarem temperatura elevada e
certo grau de umidade, propiciando ambiente ideal para o crescimento bacteriano
(Walia et al., 2014).

O potencial de infeccdo dos telefones foi sugerido pela primeira vez por
Aronson e colaboradores em 1977 e, desde entdo, tem se buscado realizar
trabalhos que possam confirmar esta teoria com os mais diversos tamanhos de
amostragem, métodos e abrangendo a medicina, odontologia e medicina
veterinaria (Ulger et al., 2015; Vinall et al., 2020).

Narinas, maos dos proprietarios dos aparelhos celulares e ambiente também
foram avaliados na tentativa de se correlacionar todas as bactérias encontradas
com os aparelhos, e validar a infeccdo nosocomial por parte destes (Chang et al.,
2017). A contaminacao dos aparelhos celulares dos pacientes e acompanhantes
em comparagao aos da equipe médica também foi estudada (Tekerekoglu et al.,
2011).

A grande maioria dos proprietarios de aparelhos celulares admitem nunca
ter realizado a limpeza de seus aparelhos ou realiza-la esporadicamente (Singh et
al., 2002; Hassoun et al., 2004; Brady et al., 2007). Além disso, a equipe médica
relatou utilizar os aparelhos celulares no intervalo entre o atendimento dos
pacientes, sem realizar a limpeza correta das maos apos sua utilizagédo (Singh et
al., 2002; Mark et al., 2014).

A prevaléncia de agentes nosocomiais entre 0os aparelhos variou entre os

estudos, de 10% a 100%, sendo que bactérias Gram-negativas como E. coli,



Proteus mirabilis e Klebsiella pneunoniae foram isolados em muitos estudos (Borer
et al., 2005; Ramesh et al., 2008, Tagoe et al., 2011). Outra grande preocupagéo
entre os estudos foi a presenca de bactérias resistentes a antibidticos encontradas
nos aparelhos. Segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos
Estados Unidos, mais de 125.000 hospitalizacbes por conta de bactérias
resistentes aos antimicrobianos ocorreram nos Estados Unidos entre os anos de
1999 e 2000, uma taxa de 3,95 casos por 1.000 altas hospitalares (Moran et al.,
2005; Ulger et al., 2015).

Na medicina veterinaria ainda é escassa a realizacéo de trabalhos que visam
avaliar a contaminagao presente nos aparelhos celulares e seu potencial como
fomites. Dentre as pesquisas, a mais recente é de Vinall e colaboradores (2020),
na qual avaliaram a contaminacgéo por Staphylococcus spp. de aparelhos celulares
e tablets utilizados pela equipe de um hospital veterinario de pequenos animais. Foi
observado que 85% dos profissionais utilizavam um dispositivo eletrénico portétil
todos os dias dentro do hospital veterinario sendo que 68% dos dispositivos eram
positivos para Staphylococcus spp. Além disto, outro fato muito relevante foi a

descoberta de que 44% da equipe nunca havia limpado seu dispositivo eletrénico.

Roy e colaboradores (2013), também realizaram um estudo em que apenas
a contaminacao em aparelhos celulares foi avaliada. Foram utilizadas 150 amostras
de suabes coletados de telefones celulares de veterinérios, estudantes de
veterinaria, atendentes de laboratério, enfermeiros e tratadores veterinérios e
manipuladores de carne e peixes da Universidade Sher-e-Kashmir, na india. Das
150 amostras analisadas, em 96,66% dos telefones foram encontrados
contaminacéo por bactérias patogénicas. Os celulares dos enfermeiros e tratadores
veterinarios mostraram a maior contagem viavel total de bactérias, e os veterinarios
a menor contagem viavel total. Os resultados variaram de 72% (manipuladores de
peixe) a 4% (veterinarios) na contagem de Escherichia coli isolada nos aparelhos
celulares; e 44% (enfermeiros) a 12 % (veterinarios) na contagem de Proteus spp.

Independente da forma de transmisséo, a infeccdo por Escherichia coli,
Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae em medicina veterinaria tornou-se
especialmente problematica devido ao grande nimero de infecgbes causadas por
estes e ao surgimento de mudltipla resisténcia aos antibiéticos em animais de

companhia; fato por vezes mais problematico que a presenca de outros patégenos



nosocomiais (Normand et al., 2000; Aklilu et al., 2012). A prevencao e o controle de
infeccbes no ambiente hospitalar deve ser rigoroso, constantemente revisado e
fiscalizado também na rotina médico veterinaria, visto o potencial tanto para
infeccBes nosocomiais entre os pacientes hospitalizados quanto ao risco zoonoético
(Morley, 2004; AVMA, 2007). Diante disto, propde-se avaliar o papel dos aparelhos

celulares na disseminacédo de bactérias patogénicas em ambiente cirirgico.

Objetivos

1. Objetivo geral

Avaliar a existéncia de contaminacao por E.coli, Proteus mirabilis e Klebsiella
pneumoniae presente nos aparelhos celulares de tutores dos pacientes,
profissionais e estudantes do hospital veterinario envolvidos nos procedimentos

cirdrgicos.

2. Objetivos especificos

Objetiva-se especificamente:

- Avaliar a presenca de E.coli, Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae em
mesa cirurgica, regido de ferida cirtrgica do paciente e maos dos proprietarios dos

aparelhos celulares;

- Realizagéo dos testes de susceptibilidade dos microrganismos isolados aos
principais farmacos antimicrobianos utilizados na rotina clinica e cirdrgica de caes
e gatos, visando a identificacdo de organismos multirresistentes presentes no

ambiente hospitalar;

- Correlacionar os achados dos aparelhos celulares com os demais na
tentativa de validar o potencial dos aparelhos como fémites, através da técnica de

Eletroforese em gel de Campo Pulsado.



Hipotese

Os aparelhos celulares atuam como potenciais fémites de bactérias

patogénicas.
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CAPITULO 2 - Contaminacdo por enterobactérias resistentes a

antimicrobianos isoladas em celulares e mdos em hospital veterinario?

Normas do periodico “Acta Veterinaria Hungarica” (Anexo 1)

Resumo

As infec¢cbes nosocomiais sdo de grande relevancia na saude humana e
animal, tendo os fémites grande importancia na disseminacao de patégenos dentro
de unidades hospitalares. O objetivo deste estudo foi investigar a frequéncia de
enterobactérias das espécies Escherichia coli, Proteus mirabilis e Klebsiella
pneumoniae no centro cirargico de um hospital veterinario, a possivel contaminacéo
cruzada das amostras e caracterizar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos
dos isolados. Coletou-se 65 amostras oriundas das maos e aparelhos celulares da
equipe cirdrgica e tutores dos pacientes, mesa cirargica e paciente. As amostras
foram isoladas através do teste de reacdo em cadeia de polimerase (PCR), a analise
de diversidade genética por Eletroforese em gel de Campo Pulsado (PFGE) e por
fim realizou-se o teste de suscetibilidade a antimicrobianos. Obteve-se isolados de
E.coli e Proteus mirabilis de 8 amostras, sendo elas oriundas da méo do anestesista,
mao do tutor, méo do cirurgido, celular do cirurgido, celular do enfermeiro, celular
do anestesista e 2 mesas cirurgicas. A eletroforese em gel de campo pulsado
mostrou alta diversidade genética entre os isolados. O teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos evidenciou resisténcia a multiplas drogas em todos os isolados. A
identificagédo de E.coli e Proteus mirabilis multirresistentes em aparelhos celulares
da equipe cirdrgica representa grande preocupacao e, apesar de ndo diretamente
correlacionado, o isolamento dessas bactérias no interior da area limpa do centro
cirdrgico evidenciou a possibilidade de transmissdo nosocomial a partir dos

aparelhos celulares a pacientes susceptiveis.

Palavras chave: Eletroforese em gel Campo Pulsado, infeccdo nosocomial, fomite,

peguenos animais, centro cirdrgico

1 Este capitulo corresponde ao artigo cientifico a ser submetido ao periédico “Acta Veterinaria
Hungarica”.



INTRODUCAO

As infec¢Bes nosocomiais representam problemética global, visto os altos
niveis de morbidade associados. Secundariamente, gera-se incremento do tempo
de internamento dos pacientes, elevando assim os custos de tratamento (Kollef et
al., 2021). A mortalidade aparece como consequéncia final e tem sido
alarmantemente elevada em pacientes humanos e veterinarios (Sprague, 2009;
Willemsen et al., 2019).

As infeccbes do sitio cirdrgico correspondem a um quarto do total de
infeccbes nosocomiais, sendo a causa mais comum de infeccbes em pacientes
cirargicos humanos (Cheadle, 2006). Na medicina veterinaria, a taxa de infeccao
do sitio cirtrgico em pequenos animais varia de 3 a 10% dentre aos procedimentos
limpos e limpos-contaminados. A infeccdo destes animais corroborou, como na
medicina humana, com o aumento da morbidade, mortalidade, hospitalizacéo
prolongada, aumento do custo do tratamento, além da tensdo emocional entre o

tutor do animal de estimacgéo e o médico veterinario (Turk et al., 2015).

Os agentes biolégicos que causam as infec¢cdes nosocomiais podem ser
divididos em patdégenos enddgenos, ou seja, agueles que habitam a microbiota ou
estdo presentes em focos pré-existentes de infeccdo do préprio paciente e o0s
exdgenos, carreados de equipamentos médicos, acessorios e maos de cirurgides e
outros profissionais (Burgess, 2019). Neste contexto, os aparelhos celulares séo
alvos de estudos acerca de seu potencial para abrigar bactérias patogénicas como
reportado por Brady et al (2006), os quais evidenciaram que cerca de 89,7% dos
celulares pertencentes aos profissionais de saude estdo contaminados com
bactérias. Adicionalmente, 15% destas bactérias eram potencialmente nosocomiais,
como E. coli e Proteus mirabilis. Igualmente, bactérias resistentes a antimicrobianos
foram isoladas em aparelhos celulares em outros estudos (Ramesh, 2008; Tagoe
et al., 2011; Julian et al.,, 2012). Mais recentemente, Morvai e Szabo (2015)
revisaram a literatura e observaram que as taxas de contaminacdo dos aparelhos
celulares passaram, ao longo dos anos, de 40% para 100%, destacando grande

preocupacao acerca do potencial de disseminagdo de bactérias patogénicas dos
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dispositivos, uma vez que estes sdo um dos objetos mais tocados dentro do
ambiente hospitalar (CDC, 2019).

As bactérias Escherichia coli, Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae
tornaram-se especialmente problematicas na medicina veterinaria devido ao grande
namero de infec¢des causadas ao longo dos ultimos anos, e ao desenvolvimento a
resisténcia aos antimicrobianos utilizados em animais de companhia (Normand et
al., 2000). Bactérias multirresistentes foram consideradas epidémicas para o
ambiente hospitalar veterindrio (Sanchez et al., 2002) e representam desafio
significativo devido a facilidade de disseminagdo que apresentam neste ambiente
(Morley, 2004). A implementacédo de praticas e estratégias de controle de infeccéo
na medicina veterinaria se faz necessaria, uma vez que o vinculo entre humanos e
animais se torna cada dia mais estreito, permitindo inclusive a troca de bactérias
multirresistentes entre as espécies, porém hoje, ainda € muito limitada (Perez,
2007).

Toda a problematica acerca da infeccdo nosocomial e seu desfecho
epidemiologico, bem como a escassez de pesquisas que visam identificar os
aparelhos celulares como fémites na medicina veterindria, inspiraram o presente
estudo no impeto de investigar a incidéncia de enterobactérias das espécies E.coli,
Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae nos aparelhos celulares da equipe
cirdrgica e tutores dos animais, e, ainda, avaliar a potencial contaminacao cruzada

e caracterizar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados obtidos.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado de acordo com as normas internacionais de bem-
estar animal apOs aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) — Campus Jaboticabal/SP (Protocolo nimero 08283/19).
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O Comité de Pesquisa Clinica e o Comité de Reviséo Institucional Humano
aprovaram a metodologia aos membros da equipe cirdrgica e proprietarios dos
animais (CAE numero 17281019.6.0000.5420).

Selecédo dos casos

Selecionou-se cinco procedimentos cirdrgicos realizados em pacientes da
espécie canina, provenientes da rotina cirargica do Hospital Veterinario Universitario
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus Jaboticabal.
Foram inclusos no estudo os animais cujo procedimento cirargico foi considerado
limpo ou limpo-contaminado, segundo a classificacdo do “Centers for Disease
Control and Prevention” de 2017 (Boyle et al, 2018), que ndo possuissem sinais de
infeccdo pré-existentes e que ndo haviam sido submetidos a terapia antimicrobiana
nas 72 horas anteriores ao procedimento. Os procedimentos cirargicos incluidos no
estudo foram: técnica de sutura fabelo-tibial para correcdo de insuficiéncia do
ligamento cruzado em céo, técnica de osteotomia de nivelamento do platé tibial
(TPLO) para correcao de insuficiéncia do ligamento cruzado em céo, osteossintese
de radio e ulna em decorréncia de fratura em céo, osteossintese vertebral em
decorréncia de fratura em vértebra L7 em céo e remocdo de ndédulo cutaneo em

decorréncia de neoplasia em céo.

A equipe cirtrgica, composta pelo cirurgido principal, cirurgido auxiliar,
anestesista e enfermeiro veterinario, bem como o tutor do paciente s6 foram
admitidos no estudo se ndo estivessem sob uso de antimicrobianos ou néo tivessem

feito uso destes em menos de 72 horas antes das coletas.

Preparo cirurgico

Todos os procedimentos cirargicos seguiram 0S mesmos protocolos
anestésicos e de preparacdo para cirurgia asseptica. Utilizou-se protocolo

antimicrobiano perioperatério com o uso da cefazolina (25 mg/kg por via
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intravenosa), administrada 30 minutos antes da cirurgia e reaplicada a cada 90

minutos até o termino do procedimento.

Em todos os procedimentos cirlrgicos realizou-se tricotomia ampla da regido
operatéria com maquina de tosa e lamina 40 apropriadas para uso em animais, em
antessala localizada externamente a area limpa do centro cirargico, cerca de 30 a
45 minutos antes da inducéo anestésica. O paciente foi entdo transferido para o
centro cirurgico onde um enfermeiro veterinério trajando luvas nédo estéreis realizou
a limpeza inicial da pele do paciente de maneira uniforme com gazes estéreis, em
movimentos circulares do centro a periferia, utilizando clorexidine a 2% e alcool
isopropilico a 70%. Na sala cirargica realizou-se antissepsia definitiva da pele
utilizando-se técnica estéril com solucéo de clorexidine alcodlico a 0,5%, também
aplicada com gazes estéreis em movimento circulares do centro do campo
operatorio para a periferia. Terminada a antissepsia do paciente, deu-se
procedéncia ao procedimento cirargico com a colocacdo de campos cirdrgicos

estéreis de tal forma que apenas a regido a ser manipulada estaria exposta.

Coleta das amostras

Foram coletadas no total 65 amostras, com a utilizacéo de suabe estéril seco,
sendo estas: de ambas as maos dos cirurgides principais, antes e apés a
desinquinacdo das maos (10 amostras); dos cirurgides auxiliares antes da
desinquinacdo das maos (5 amostras); dos médicos veterinarios anestesistas (5
amostras); dos enfermeiros veterinarios encarregados do centro cirdrgico (5
amostras); e dos tutores dos pacientes (5 amostras). Coletou-se ainda: amostras
dos aparelhos celulares dos acima referidos (25 amostras); amostra da regido de
subcutdneo no momento prévio a sutura de pele do paciente (5 amostras) e

superficie da mesa cirdrgica apés o termino do procedimento (5 amostras).

Todas as coletas foram realizadas por um unico profissional de maneira
asseptica, com este apropriadamente vestido, trajando gorro, mascara e luvas

estéreis que eram trocadas a cada coleta. As amostras da equipe cirtrgica foram
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coletadas dentro do centro cirirgico e as amostras referentes ao tutor foram

colhidas dentro de um consultério, anexo ao bloco cirurgico.

Para obtenc&o das amostras, os suabes eram friccionados com movimentos
giratorios, repetindo-se trés vezes o procedimento em cada regido. Das maos
colhia-se amostras da regido dos punhos até a ponta dos dedos (dorso e palma da
mao). Nos aparelhos celulares, colhia-se da superficie frontal, das laterais e traseira
dos aparelhos celulares; da ferida colheu-se em toda extensédo de exposicéo de
subcutaneo; e da mesa cirurgica, ao longo de toda sua extenséo (Figura 1).
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Figura 1. Coleta das amostras através de suabe estéril. A) regido ventral da méao;
B) regido dorsal da mao; C) frente do aparelho celular; D) regido traseira
do aparelho celular.

Apbs coleta cada suabe foi transferido para um tubo de ensaio contendo 3

mL de caldo “Brain Heart Infusion” (BHI) previamente preparado e esterilizado,
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foram acondicionados em caixas isotérmicas com gelo e transportados até o
Laboratorio de Bacteriologia da FCAV-UNESP de Jaboticabal para a realizagdo dos

demais procedimentos.

Identificacéo bacteriana

As amostras foram entdo incubadas em estufa a 37°C por 18 horas. Apos a
incubacéo inicial as amostras foram semeadas por esgotamento em placas de Petri
contendo meio Agar MacConkey, meio este seletivo para bactérias gram negativas,

e novamente incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.

Apbs este periodo era observado o crescimento ou ndo de colbnias
bacterianas nas placas e no caso de crescimento positivo, uma amostra de coldnia

era coletada e transferida para um microtubo contendo BHI (Figura 2).

Figura 2. Amostras de col6nias em meio agar MacConkey. A) Celular do cirurgido;
B) Mao do anestesista.

ApoOs a coleta das colbnias foram realizados os procedimentos para a
realizacao da identificacéo bacteriana por meio da Reacdo em cadeia de polimerase
(PCR). Iniciou-se com o processo de extragdo do DNA, técnica esta que permite a
manutencdo apenas do DNA bacteriano, sendo realizada por meio da modificacéo

da técnica proposta por Keskimaki e colaboradores (2001).
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Nesta técnica, 1 mL da cultura foi transferida para um microtubo e
centrifugada a 15.000 rpm por 2 minutos para a precipitacao das células e descarte
do sobrenadante. As células precipitadas foram ressuspensas em 1 mL de tampé&o
fosfato salino (PBS) e agitadas em vortex por 30 segundos. A cultura bacteriana foi
novamente precipitada por centrifugacéo e o processo de lavagem repetido, dessa
vez com 500 yL de &gua ultrapura Milli-Q (Millipore Corporation, EUA) estéril. Apos
essa lavagem, o microtubo contendo a cultura foi colocado por 10 minutos em agua
fervente. Apés esse periodo, as células foram precipitadas através de centrifugacéo
a 14.000 rpm durante 2 minutos. O produto oriundo dessa preparacao foi utilizado
para a realizacdo da PCR para a deteccao das bactérias propostas. Juntamente
com a etapa de extragdo do DNA, todas as amostras coletadas foram armazenadas
em freezer -80°C, em tubos contendo 750 uL de glicerol e 750uL do caldo BHI coma

cultura de bactérias para posteriores analises ou projetos futuros.

ApGs a extragdo, o isolamento bacteriano de E.coli, Proteus mirabilis e
Klebsiella pneumoniae foi realizado conforme o procedimento do protocolo do
Reference Laboratory for Escherichia coli, (EcL), da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Montreal, realizada e validada por diversos autores
(Beraldo et al, 2014; Cardozo et al, 2018).

Para deteccdo de E.coli, Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae uma
aliquota de DNA (4 uL) foi acrescentada a mistura contendo 0,4 uL de dNTP (10
mM), 2 uL de solugdo tampao 10X (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, 0.8% Nonidet
P40), 1.6 uL de 25 mM MgCI2, 0.8 pL de cada primer 10 pM, e uma unidade de Taq
DNA polimerase (Fermentas, Europe). Agua MilliQ entdo foi adicionada até
completar o volume total de 20uL. Os ciclos consistiram de um estagio inicial a 95°C
por 2 minutos, seguidos de 25 ciclos, cada um contendo desnaturacao a 94°C por
30 segundos, anelamento descrito a seguir por 30 segundos, e extensao a 72°C por
30 segundos. O ciclo de extenséo final foi a 72°C por 7 minutos.

Os primers de E.coli, Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae consistiram
dos trabalhos de Maheuxa et al. (2009), Zhang et al. (2013) e Turton et al. (2010),

respectivamente.
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Apo6s cada PCR, foi acrescentado 5uL de corante de front (0,25% azul de
bromofenol em 50% de glicerol) no produto da reacdo e aplicado marcador
molecular de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen, EUA) em um gel de agarose a 1,5%
contendo brometo de etidio (1ug/mL) em tampdo Tris-Borato-EDTA (TEB) e
separados por eletroforese (70V/1h). Os produtos de amplificacdo foram

visualizados por exposi¢cao do gel em luz UV e fotografados.

Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

Apos a confirmacdo das amostras positivas, os isolados avaliados foram
repicados em tubo contendo 3 mL de caldo BHI e incubados a 37°C até atingir o
padréo 0,5 de MacFarland. Apés a incubacao, a cultura foi semeada com o auxilio
de cotonete estéril em agar Mueller-Hinton e, apds aproximadamente 3 minutos,
foram aplicados os discos de antimicrobianos (DME®). Apés 24 horas de incubacao,

foi realizada a mensuracao do diametro de cada halo de inibicao (Figura 3).

Figura 3. Placa de antibiograma contendo colénia de E. coli e os discos de
antibiético, demonstrando resisténcia (auséncia de halo) ou
sensibilidade aos antimicrobianos escolhidos.
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A determinacdo dos antimicrobianos escolhidos baseou-se nos principais
farmacos antimicrobianos utilizados na rotina clinica e cirdrgica e foram: ampicilina
(10pg), ampicilina/sulbactam (20pg), amoxicilina (20pg), amoxicilina com acido
clavulanico (10ug), oxacilina (1pg), gentamicina (10ug), amicacina (30ug),
enrofloxacina (5ug), ciprofloxacina (5ug), norfloxacina (10ug), levofloxacina (5ug),
cefalexina (30ug), cefazolina (30ug), cefoxitina (30ug), ceftriaxona (30ugQ),
cloranfenicol (30ug), tetraciclina (30ug), sulfametoxazol + trimetoprim (25ug),
azitromicina (15ug), eritromicina (15ug), clindamicina (2ug), imipenem (10ug),
ceftazidima (30ug), cefotaxima (30ug), cefepime (30ug), teicoplanina (30ug) e
piperacilina + tazobactam (110ug). Os diametros dos discos seguiram as diretrizes
de acordo com o proposto pelo CLSI (2018).

Eletroforese Em Gel De Campo Pulsado

Os isolados foram caracterizados pelo protocolo padrao de eletroforese em
gel de campo pulsado da PulseNet, conforme descrito por Ribot et al. (2006) com
pequenas modificacdes. O sistema utilizado foi o CHEF DR-Ill (Bio-Rad, EUA),
sendo o DNA cromossomal digerido com a enzima Xbal (Invitrogen, EUA) e a
eletroforese realizada em gel de agarose Pulsifield Certified 1% (Bio-Rad, EUA),
com voltagem de 6V cm—1, em um angulo de 120°, com tempo inicial de mudanca
de polaridade de 2.2 segundos e tempo final de mudanca de polaridade de 54.2
segundos. A estirpe Salmonella Braenderup (H9812) foi utilizada como padréao e os
géis submetidos a eletroforese por 21h a uma temperatura de 14°C. As
semelhancas de fragmentos foram comparadas utilizando-se o coeficiente de Dice
a 1% de tolerancia e 0,5% de otimizacdo. O dendrograma foi calculado com o
método de agrupamento Neighbor Joining, utilizando o Software BioNumerics,

versao 7.1 (Matematica Aplicada, Sint-Martens-Latem, Bélgica) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema exemplificando as etapas da realizacdo da Eletroforese em gel

de campo pulsado. Adaptado de Association of Food and Drug Officials
(https://www.afdo.org/wp-content/uploads/2020/08/food-1530-sauders-

gennext.pdf)

Acompanhamento dos casos

Todos os cées foram acompanhados por um periodo minimo de quatro
semanas. As suturas de pele foram removidas com duas semanas de pés-
operatério e as feridas cirlrgicas avaliadas quanto a hiperemia, edema,
sensibilidade dolorosa, drenagem de secrecdo serosa e/ou purulenta, deiscéncia
da sutura, abscesso e fistulagbes. Quando observado trés ou mais dos sinais
citados anteriormente ou na presenca de secrecdo purulenta, a ferida era
submetida a cultura bacteriol6gica (Eugster et al., 2004).

RESULTADOS

Foram isolados por meio do PCR oito microrganismos, sendo que, 7
amostras (7/65) foram positivas para Escherichia.coli (mao do anestesista, mao do


https://www.afdo.org/wp-content/uploads/2020/08/food-1530-sauders-gennext.pdf
https://www.afdo.org/wp-content/uploads/2020/08/food-1530-sauders-gennext.pdf
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tutor, mao do cirurgido antes da desinquinacao, celular do cirurgido, celular do
enfermeiro e 2 mesas cirargicas) e 1 amostra positiva (1/65) para Proteus mirabilis

(celular do anestesista) (Figura 5).

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose a 1% referente as amostras testadas para
E. coli. Primeira e ultima canaleta: marcador molecular; segunda canaleta:
controle positivo; penultima canaleta: controle negativo. Neste caso nota-
se positivas as amostras correspondentes a mao do anestesista, mao do
tutor e mesa (setas).

Considerando apenas os aparelhos celulares, alvo de nosso estudo,
obtivemos 3 amostras positivas de um total de 25 amostras, sendo, portanto, que

12% dos aparelhos celulares estavam contaminados por bactérias patogénicas.

A eletroforese de campo pulsado foi realizada apenas dos isolados de E. coli,
pois foi obtido apelas um isolado de P. mirabilis, o que impede a realizacdo de uma
analise comparativa. O PFGE mostrou que os sete isolados de E.coli sdo
heterogéneos entre si, com uma similaridade inferior a 70%, o que indica que nao

houve contaminacgéo cruzada entre as amostras analisadas (Figura 6).
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16 Nurse’s Cell Phone

T

Figura 6. O dendrograma obtido através do PFGE de isolados de E.coli. Note que
a similaridade entre as amostras € inferior a 70 % (traco vermelho),
indicando que ndo ha qualquer parentesco entre elas.

4 Surgeon’s Cell

No teste de susceptibilidade aos antimicrobianos obteve-se todos os 8
isolados resistentes a multiplas drogas, assim classificados pois se mostraram
resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos (Magiorakos et al., 2012)

(Tabela 1).

Durante o acompanhamento dos pacientes ao longo das 4 semanas nao
foram observados sinais sugestivos de infeccao cirurgica nas feridas dos pacientes,
assim como nao houve nenhuma intercorréncia pés-operatoria que demandasse

reintervencdo cirdrgica.
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Tabela 1. Analise de resisténcia as classes de antimicrobianos baseado no CLSI, 2018. R: resistente; quadro vazio:
sensivel; amostra 1: m&do do anestesista; amostra 2: mao do tutor; amostra 3: méo do cirurgido antes da desinquinacgao;
amostra 4 e amostra 5: mesas cirurgicas; amostra 6: celular do cirurgido; amostra 7: celular do enfermeiro; amostra 8:
celular do anestesista. AMI: amicacina; GEN: gentamicina; AMO: amoxicilina; AMC: amoxicilina com clavulanato; AMP:
ampicilina; APS: ampicilina com sulbactam; CFE: cefalexina; CFZ: cefazolina; CPM: cefepime; CTX: cefotaxima; CFO:
cefoxitina; CAZ: ceftazidima; CRO: ceftriaxona; IPM: imipenem; PIT: piperacilina + tazobactam; OXA: oxaciclina; AZI:
azitromicina; ERI: eritromicina; CIP: ciprofloxacina; ENO: enrofloxacina; LEV: levofloxacina; NOR: norfloxacina; CLO:
cloranfenicol; TET: tetraciclina; CLI: clindamicina; SUT: sulfametazol+trimetroprim; TEC: teicoplanina.
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DISCUSSAO

O grande desafio nas infecgcdes nosocomiais € a interrupgcédo da ponte de
transmissao entre a fonte e o hospedeiro susceptivel (Detels et al, 2015). Neste
contexto, os profissionais da salde representam a fonte mais importante (Calfee,
2012). A despeito da higienizacdo das méaos ter sido objeto maior de estudos da
transmissao e prevencdo de infeccdo nosocomiais nas Ultimas décadas (Fung e
Cairncross, 2007; Rutala e Weber, 2016), os fomites pessoais de uso cotidiano vem
ganhando destaque, especialmente os aparelhos eletrénicos de uso portétil. Estes
objetos representam importante via de carreamento de microrganismos entre o
ambiente externo e o hospitalar (Collins, 2020). Acredita-se que 5 a 21% dos
telefones celulares pertencentes aos profissionais da saude séo reservatorios de
bactérias altamente susceptiveis a causar infeccdo nosocomial (Jeske et al, 2007;
Brady et al, 2006; Brady et al, 2009a; Brady et al, 2009b; Ulger et al, 2009; Sadat-
Ali et al, 2010). A grande maioria dos estudos com foco no entendimento do papel
dos aparelhos celulares na infec¢cdo nosocomial foi realizado em hospitais humanos
com enfoque direto a saude humana (Brady et al, 2006; Ramesh et al, 2008; Tagoe
et al, 2011; Julian et al, 2012). Com inspiragdo na importancia de se entender tal
dindmica na medicina veterinaria e transpor enfoque para a saude animal,

desenvolveu-se esta pesquisa.

Todos os profissionais da salde que estavam presentes nos procedimentos
possuiam aparelho celular e portavam o aparelho consigo dentro e fora do
ambiente cirdrgico, em contato com outros pacientes e com o ambiente hospitalar.
Estudos anteriores ja evidenciaram que 98% dos trabalhadores de salde possuem
um aparelho celular, e 84,5% o trazem para o ambiente profissional todos os dias;
e mais do que isto, estes aparelhos ja estdo alocados em locais criticos do ambiente
hospitalar, como o centro cirargico (Brady et al, 2006). Gunasekara e colaboradores
(2015) afirmaram que 95% dos profissionais entram em contato direto com o
aparelho celular no centro cirdrgico e 78% o utilizam pelo menos uma vez durante
0 procedimento cirdrgico, 0 que traz grande preocupacgdo quando baseamos a
possibilidade deste objeto se comportar como um fémite para infecgbes
nosocomiais. Por outro lado, ndo se deve desconsiderar os beneficios que os

aparelhos celulares trouxeram do ponto de vista técnico ao avanco da medicina.
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Neste estudo foi possivel isolar E.coli dos aparelhos celulares do cirurgido e
enfermeiro veterinario e Proteus mirabilis do aparelho celular do anestesista, além
também de E.coli das maos do anestesista e do cirurgido. Estas bactérias
pertencem a familia das Enterobacteriaceae e sdo colonizadoras do trato
gastrointestinal (Donaldson et al, 2016) , por iSso sua presenca nos aparelhos
celulares e nas maos sao indicadoras de contaminacdo ambiental, fato ainda mais
agravado, por terem sido isoladas dentro do centro cirlrgico e em profissionais
relacionados diretamente ao ato operatorio, potencializando ainda mais o risco
potencial de transmissao destas bactérias entre objetos, como cateteres e sondas
e até mesmo a possibilidade de transmissao direta através do contato com o
paciente, ja que sdo bactérias relacionadas diretamente a infec¢cdes nosocomiais
de dificil tratamento na medicina veterinaria (Normand et al, 2000). E mesmo que a
primeira vista pareca que o numero de isolamentos bacterianos que se obteve nos
aparelhos celulares tenha sido baixo, este valor corrobora com o descrito em
literatura de cerca de 8 a 12% de E.coli e Proteus Mirabilis encontrados em

aparelhos celulares (Tagoe et al, 2011; Roy et al, 2013).

Apesar desse estudo ndo correlacionar os isolados das mé&os dos
proprietarios aos de seus aparelhos celulares, estudos anteriores relataram esta
correlacdo (Meadow et al, 2014), e seus resultados confluiram para a necessidade
de melhorias na higienizacdo de ambos. Apesar das diferencas metodoldgicas e
dos resultados, nossa pesquisa sustenta a mesma recomendacao.
Controversamente, a taxa de cumprimento de higiene das maos pelos profissionais
da saude humana permanece abaixo de 50% (Mcguckin et al, 2009) e ndo ha
evidéncias sugerindo melhor adesao por parte dos médicos veterinarios, e assim
como as maos, a limpeza regular dos aparelhos celulares tem nimeros ainda mais
alarmantes, sendo realizado por cerca de 8% a 29% das profissionais (Singh et al,
2010; Brady et al, 2012).

Um segundo fato agravante ao isolamento destas bactérias nesta pesquisa
foi que estas também se mostraram resistente a mduiltiplas drogas. A resisténcia
antimicrobiana é topico mundial de discussado nas ultimas décadas, devido seu alto
impacto na saude publica e retrata enorme preocupagdo quanto a manutencdo
destas bactérias em fomites no interior do centro cirargico, bem como sua eventual

disseminacao a pacientes geriatricos, oncologicos, com doencgas crénicas ou
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imunocomprometidos (Cheadle, 2006; Turk et al, 2015), principalmente durante o
ato operatorio em que ha a manipulacédo de tecidos profundos, acessos venosos

periféricos e centrais e da propria ferida cirdrgica.

Ainda dentre as bactérias multirresistentes, as enterobactérias produtoras
de beta-lactamase de espectro ampliado (ESBL) sdo motivo de grande
preocupacdo a comunidade médica e suspeita-se de sua existéncia quando a
Enterobacteriaceae mostrar resisténcia a pelo menos uma das cefalosporinas de
terceira geracdo recomendadas para demonstracdo de ESBL (cefpodoxime,
ceftazidima e cefotaxima) e sua confirmacédo se da através da identificacdo de
genes especificos pelo PCR (Jessen et al, 2019). Neste estudo os 3 isolados nos
aparelhos celulares eram resistentes a ceftazidima e a cefotaxima demonstrando
grandes suspeitas quanto a serem ESBL, bactérias de potencial desenvolvimento
de infeccdo cruzada e surtos de infeccbes nosocomiais graves e de dificil

tratamento.

A cefazolina € uma cefalosporina de primeira geracao e atua, dentre outras,
sobre a E.coli e o Proteus mirabilis, alvos da presente pesquisa. Devido seu
espectro de acgéo, baixa toxicidade e custo, seu uso tem sido recomendado pela
literatura como farmaco profilatico ideal em cées e gatos submetidos a cirurgia
(Gonzalez et al, 2019). Observou-se a resisténcia bacteriana a este antimicrobiano
em todas as amostras isoladas em nosso estudo, fato preocupante, uma vez que a
terapia profilatica é parte fundamental na reducdo da carga microbiana e do risco
de contaminacao intra-operatoria, por isso outros fatores podem ter confluido para
nao termos isolado nenhuma bactéria na ferida cirtrgica ou que nenhum de nossos
pacientes tenham desenvolvido sinais de infec¢do no periodo de acompanhamento
pds-operatorio, como a correta antissepsia realizada pelos cirurgides e a realizada
no paciente. Apesar de termos isolado E.coli das m&os de um cirurgido antes da
desinquinacdo, ndo foi comprovada sua permanéncia ap0s as manobras de
antissepsia. Além disso, o status imunolégico do paciente e o tempo cirdrgico
podem também colaborar para a auséncia de contaminagdo e infeccdo nos
pacientes (Cheadle, 2006; Burgess, 2019).

Infelizmente a maior parte das bactérias multirresistentes encontradas em
hospitais veterinarios também é transmissivel aos seres humanos e podem ser

subsequentemente transferidas para a comunidade através de pessoas, animais e
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objetos colonizados (King et al, 2018). A China ja lida com problemas graves quanto
a genes de resisténcia a antibidticos amplamente distribuidos em &guas
superficiais, efluentes de estacdes de tratamento de esgoto, solos e residuos de
animais (Qiao et al, 2018), demonstrando a necessidade de mitigarmos a
disseminacéo da resisténcia bacteriana a fim de evitar uma crise de saude publica

maior do que a que ja vimos enfrentando nas ultimas décadas.

O tamanho da amostragem neste estudo pode ser considerado a principal
limitacdo do estudo, entretanto acredita-se n&o ter interferido nos resultados
encontrados. Adicionalmente, mais estudos s&8o0 necessarios para verificar a
importancia dos resultados isolados nos aparelhos celulares para a disseminacao
da doenca entre os profissionais e 0s pacientes, ja que nao foi possivel confirmar a

hip6tese mediante este trabalho.

Os isolados de E. coli e Proteus mirabilis multirresistentes colonizando a
equipe cirargica e seus aparelhos celulares fundamentam preocupacdes quanto a
capacidade de transmissdo de patégenos a pacientes por parte destes objetos.
Mesmo que a implicacdo na disseminacao da infeccdo hospitalar permaneca néo
comprovada, devemos levar em conta a presenca massiva dos aparelhos celulares
inseridos no ambiente hospitalar, podendo tornar-se uma das principais fontes
exdgenas de infec¢cdes nosocomiais a pacientes susceptiveis, principalmente no

ambiente cirargico.
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CAPITULO 3 - Considerag6es finais

O intuito do estudo em questao foi avaliar o potencial dos aparelhos celulares
como fémites a bactérias patogénicas dentro do ambiente cirtrgico, em um hospital
veterinario. Esta questao se torna relevante a cada dia, uma vez que os aparelhos
celulares sdo utilizados com cada vez mais frequéncia no ambiente hospitalar,

devido aos inumeros recursos de funcionalidade que desempenham.

Ja é sabido que estes objetos albergam uma grande variedade de
microrganismos e devido suas caracteristicas fisicas, como calor e umidade,

podem permitir a proliferacdo destes microrganismos em sua superficie.

Outra questao bastante importante que deve ser levantada € a respeito da
pouca adesdo na medicina veterinaria a respeito do controle de infec¢cdes no
ambiente hospitalar. Estratégias simples como a lavagem das maos apos a
manipulacédo de cada paciente ou apds a manipulacao do aparelho celular podem
se tornar efetivas para evitar a transmissdo de patégenos entre 0s animais e 0s
objetos em questéo, porém estas medidas simples ndo sdo executadas de maneira
rotineira no ambiente hospitalar veterinario. A limpeza constante dos aparelhos
celulares é menos frequente ainda, o que levanta preocupacfes quanto a
disseminacdo de patdgenos para além do ambiente hospitalar, permitindo carrear
bactérias patogénicas, como as multirresistentes que isolamos em nosso estudo,
para dentro de ambientes familiares, facilitando o contato com pessoas ou

animais imunossuprimidos.

Apesar de ndo termos conseguido correlacionar diretamente cada patégeno
entre si neste estudo, tivemos resultados importantes quanto a presenca de
bactérias patogénicas nos aparelhos de profissionais essenciais ao ato cirurgico,
momento este que demanda de muito cuidado e por isto a possibilidade de um
estudo maior se faz necessario para refutarmos ou confirmarmos de forma definitiva

a transmissao dos patdégenos alocados nos aparelhos celulares.
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