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PERFIL DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS DE COCOS GRAM-
POSITIVOS E BACILOS GRAM-NEGATIVOS ISOLADOS DO AMBIENTE E SITIO
CIRURGICO SUPERFICIAL DE CAES

RESUMO - As infeccfes causadas por organismos resistentes a multiplos farmacos
(multi-drug resistance — MDR) estdo associadas a maior morbidade, mortalidade e
aumento significativos nos custos com cuidados da saude. Cocos Gram-positivos e
bastonetes Gram-negativos sdo o0s grupos de bactérias mais frequentemente
relacionadas a infecgéo do sitio cirdrgico em cées. Dentro do contexto de saude Unica,
€ imperativo o aprimoramento continuo de métodos de avaliacdo de contaminacéo e
infecc@o bacteriana no ambiente hospitalar veterinario. O presente estudo objetivou
avaliar o perfil de resisténcia de cocos Gram-positivos e bastonetes Gram-negativos
isolados nas maos do cirurgido, antes e apos a desinquinacdo, no ambiente e sitio
cirdrgico, durante o transoperatorio de cirurgias limpas/limpas-contaminadas
(G1;n=20) e cirurgias contaminadas (G2;n=10). Das 150 amostras coletadas, as do
ambiente (n=30) foram obtidas pela exposicéo de placa com agar Brain Heart Infusion
na sala cirargica durante o procedimento, enquanto as do sitio cirirgico (n=60) e as
das maos do cirurgido (n=60) foram coletadas por cotonete estéril e semeadas em
agar sangue e MacConkey. Todas as placas foram incubadas a 37°C por 24h em
estufa bacteriologica sob condi¢cdes anaerdbias. Colbnias sugestivas de cocos Gram-
positivos e bastonetes Gram-negativos foram submetidas a testes bioquimicos para
identificacdo dos géneros. Por fim, foi realizado o teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos por disco difusdo em agar Muller-Hinton. Foram obtidos 43 isolados
com caracteristicas morfolégicas e bioquimicas de Staphylococcus spp. e 13 de
bastonetes Gram-negativos. No G1 foram isoladas cepas de Staphylococcus spp.
coagulase negativa (SCoN) (18/21), Staphylococcus spp. coagulase positiva (SCoP)
(2/21) e Pseudomonas spp. (1/21), e no G2 foram isolados SCoN (14/35), SCoP
(7/35), Proteus spp. (6/35), E. coli (3/35), Pseudomonas spp. (1/35) e Salmonella spp.
(1/35). A proporcao de resisténcia a antimicrobianos das bactérias isoladas variou de
27 a 100%, e a prevaléncia de MDR foi de 88% em SCoN, 100% em SCoP e 77% em
bastonetes Gram-negativos. Dois pacientes do G2 apresentaram infeccdo do sitio
cirirgico superficial pés-operatorio, sendo isoladas cepas de SCoP resistente a
meticilina, quinolonas e MDR, Proteus spp. resistente a enrofloxacina e MDR, e
Pseudomonas spp. resistente a enrofloxacina. O alto indice de resisténcia de
bactérias comensais encontradas na pele de caes no nosso estudo é alarmante.
SCoN sao patégenos comunitarios relacionadas a infeccfes hospitalares em hospitais
humanos e veterinarios, sua presenca em pacientes higidos e em profissionais
veterinarios representam importante fonte de infeccdo no contexto de saude Unica.
Vigilancia continua e aplicacdo de programas de gestdo de antimicrobianos sao
essenciais na luta contra essa ameaca.

Palavras-chave: Teste de susceptibilidade antimicrobiana, antibidtico, cultivo
microbioldgico, enterobactérias, infeccéo do sitio cirdrgico, Staphylococcus.
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ANTIMICROBIAL RESISTANCE PROFILE OF GRAM-POSITIVE COCCI AND
GRAM-NEGATIVE BACILLI ISOLATED FROM ENVIRONMENT AND SURGICAL
WOUND OF DOGS

ABSTRACT - Infections caused by multidrug-resistant (MDR) organisms are
associated with increased morbidity, mortality and health care spending. Gram-positive
cocci and Gram-negative bacilli are bacterial species frenquently related with surgical
site infections in dogs. In the context of one health, become necessary the continuous
improvement of evaluation methods of bacterial infection and contamination in the
veterinary hospital environment. The present project aims to evaluate the antimicrobial
profile of Gram-positive cocci and Gram-negative bacilli isolated of the surgical site
and room during the intraoperative period and of the surgeon’s hands, before and after
antisepsis. All samples were obtained during intraoperative of clean/clean-
contaminated (G1) and contaminated surgery (G2). A total of 153 samples were
collected, of which the environmental samples were obtained by exposure of Brain
Heart Infusion agar plate in the surgical room during the procedure and samples from
the surgical site and surgeon’s hands were collected by swabs and seeded on blood
and Macconkey agar. The plates were incubated at 37°C for 24h. Suggestive bacterial
colonies for Gram-positive cocci and Gram-negative bacilli were submitted to
biochemical test for genus differentiation. Finally, antimicrobial susceptibility testing
was performed by disk diffusion method. Forty-three isolates with morphological and
biochemical characteristics of Staphylococcus spp. and 13 of Gram-negative bacilli
were obtained. Were isolated coagulase-negative staphylococci (CoNS) (18/21),
coagulase-positive staphylococci (CoPS) (2/21) and Pseudomonas spp. (1/21) in G1,
and CoNS (14/35), CoPS (7/35), Proteus spp. (6/35), E. coli (3/35), Pseudomonas spp.
(1/35) and Salmonella spp. (1/35) in G2. Multiple drug resistance rate was 88% in
CoNS, 100% in CoPS and 77% in Gram-negative bacilli. The high rate of resistance of
commensal bacteria found on the skin of dogs in our study is worrying. SCoN are
community pathogens related to nosocomial infections in human and veterinary
hospitals, their presence in healthy patients and in veterinary professionals represent an
important source of infection in the one health context. Continuous surveillance and
application of antimicrobial stewardship programs are essential in the fight against this
threat.

KEYWORDS: Antimicrobial Susceptibility Test, antibiotic, culture, Surgical Wound
Infection, enterobacteria, Staphylococcus.
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1 Introducéo

Na atualidade, o fendbmeno de multirresisténcia bacteriana representa grande
desafio para as organizagfes de saude, e o uso indiscriminado de antimicrobianos &
pouco regulado pelos fiscalizadores, principalmente no ambiente da Medicina
Veterinaria.

A resisténcia bacteriana € um evento natural, porém o uso indevido e excessivo
de antimicrobianos contribuiu para sua rapida evolugéo devido a grande capacidade
de adaptacdo desses microrganismos em curto periodo de tempo. Apesar dos
grandes avancos na saude humana e animal apos a descoberta dos antimicrobianos,
paradoxalmente, o amplo uso desses farmacos representa uma grande ameaca para
a saude publica mundial.

A presséo de selecdo imposta pelo mau uso de antimicrobianos esté entre as
principais forcas responsaveis pela emergente resisténcia bacteriana a esses
farmacos, e os ambientes hospitalares veterinarios sdo reportados como o principal
fator de risco na aquisicdo de patdgenos resistentes por caes hospitalizados.

Infec¢des causadas por bactérias multirresistentes estdo associadas as graves
consequéncias na eficacia da terapia antimicrobiana, acarretando em maior
morbidade, mortalidade e aumento significativo nos custos com cuidados de saude.
Neste contexto, € imperativo o aprimoramento continuo de métodos de avaliacdo de
contaminacdo e infeccdo bacteriana no ambiente hospitalar veterinario, além da
promocao de medidas para o uso racional de antimicrobianos. Para isso, a avaliacao
constante da pratica atual com base nas tendéncias de resisténcia a multiplas drogas
e dos padrbées de consumo de antimicrobianos no ambiente hospitalar torna-se
primordial.

Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar o perfil de resisténcia aos
principais antimicrobianos de importancia clinica na medicina humana e veterinaria

por cocos Gram-positivos e bastonetes Gram-negativos isolados do ambiente e sitio



cirdrgico de caes durante o transoperatorio, e das méaos do cirurgido, antes e apoés a

desinquinacéao.

2 Revisao de literatura

2.1 Histérico e contexto global da resisténcia antimicrobiana (RAM)

As bactérias sdo organismos unicelulares e possuem alta capacidade de
multiplicacdo. Foram identificadas pela primeira vez por van Leeuwenhoek, préximo
ao ano de 1670, porém apenas no século XIX foram associadas a causas de
processos infecciosos, como tuberculose, colera e febre tifoide. A partir dessa época,
iniciaram-se importantes pesquisas visando a descoberta de agentes quimicos que
possuissem atividade contra esses microrganismos, sendo o principal marco no
tratamento das infec¢cbes bacterianas a descoberta da penicilina, em 1928, por
Alexander Fleming (Guimaraes et al., 2010).

A penicilina foi o primeiro antibiotico prescrito para tratar infeccdes graves
durante a Il guerra mundial, mais especificamente no ano de 1943, porém relato de
cepas de Staphylococcus penicilino-resistentes precede o uso clinico da penicilina,
sendo registrado em 1940. Desde entdo, foram desenvolvidos novos farmacos da
classe dos B-lactamicos, entretanto, na década de 1960 identificaram-se, no Reino
Unido e nos Estados Unidos, as primeiras cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (Methicillin-resistance Staphylococcus aureus - MRSA)
associados a presenca do gene mecA, gque codifica resisténcia a todos farmacos da
classe dos B-lactamicos (Ventola, 2015; Rolo, 2017).

Nos ultimos 70 anos, mais de 25 classes de antibidticos foram produzidas e
introduzidas no mercado para uso clinico, incluindo os carbapenémicos, as
fluorquinolonas, as cefalosporinas de quarta e quinta geragédo e as polimixinas, no
intuito de resolver o problema de resisténcia aos farmacos ja existentes. Porém desde
1987 nao sao descobertas novas classes e, paradoxalmente, atualmente as infeccbes
bacterianas voltam a representar grande ameaca para saude publica mundial
(Brusselaers et al., 2011; Huttner et al., 2013; Ventola, 2015; WHO, 2017a).



Em 2017, foi publicada uma lista de agentes patogénicos para 0s quais Sao
necessarios pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, sendo os de prioridade
critica Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos, Pseudomonas
aeruginosa resistente aos carbapenémicos e bactérias da familia Enterobacteriaceae
produtoras de B-lactamase de espectro extendido (Extended Spectrum Beta
Lactamase - ESBL) e de carbapenemases. Além desses, 0s patdgenos de alta
prioridade incluem MRSA e Staphylococcus spp. com sensibilidade intermediaria ou
resisténcia a vancomicina, Enterococcus faecium resistente a vancomicina e membros
da familia Salmonellae resistentes as fluorquinolonas (WHO, 2017b).

Entre os antimicrobianos de importancia critica para a medicina humana, pois
séo 0s Unicos ou uma das Unicas alternativas disponiveis em terapias limitadas para
tratar infeccbes bacterianas graves em humanos, estdo os aminoglicosideos,
ansamicinas, carbapenémicos, monobactans, oxazolidinonas, penicilinas
antipseudomonas, aminopenicilinas, inibidores de B-lactamase, acido fosfénico e
derivados, drogas usadas para tratar doencas causadas por micobactérias,
quinolonas, cefalosporinas de terceira/quarta/quinta geracao, macrolideos/cetolideos,
glicopeptideos e polimixinas (WHO, 2019).

Em 2015, foi publicado pela WHO o “Global Action Plan on Antimicrobial
Resistance (GAPAMR)”, que tem como objetivo melhorar a consciéncia e
compreensao da RAM por meio de: (1) comunicacéo, educacéao e formacao eficaz, (2)
fortalecimento do conhecimento e da base de evidéncias por meio de vigilancia e
pesquisa, (3) reducdo da incidéncia de infeccdo através de medidas eficazes de
saneamento, higiene e prevencdo, (4) otimizacdo do uso de medicamentos
antimicrobianos na salude humana e animal e (5) desenvolvimento do argumento
econdmico para o investimento sustentavel que considere as necessidade de todos
0S paises e aumente o investimento em novos medicamentos, ferramentas de
diagndstico, vacinas e outras intervengfes (WHO, 2015).

Com o intuito de atingir o objetivo de vigilancia da RAM e, considerando que
muitos paises ainda nao possuem dados locais relativos a epidemiologia das
infecgbes multirresistentes, foi langado o Global Antimicrobial Resistance Surveillance
System (GLASS) Report. Esse manual padroniza as estratégias de coleta, analise e

compartilhamento de dados de resisténcia bacteriana por paises e documenta a



situacao dos sistemas nacionais de vigilancia existentes. Atualmente, 71 paises estédo
incluidos nesse sistema, sendo que a Europa e Asia Central possuem centros de
vigilancia bem estabelecidos, enquanto a América Latina iniciou o programa de
vigilancia nas duas ultimas décadas (WHO, 2018).

2.1.1 Contexto atual da RAM no Brasil

A preocupagdo com o controle do uso de antimicrobianos no Brasil € recente e
tem como marco a publicagdo da Resolucdo-RDC N°44, de 26/10/2010, que
estabeleceu a necessidade de prescricdo médica para os medicamentos a base de
substancias classificadas como antimicrobianos (ANVISA, 2010).

Em 2017, baseado no GAPAMR, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
publicou o “Plano Nacional para a Prevencédo e Controle da Resisténcia Microbiana
nos Servigcos de Saude”, o qual tem como objetivo geral: “definir estratégias nacionais
para deteccao, prevencgao e redugao da RAM em servigcos de saude” (ANVISA, 2017).
O Brasil encontra-se entre os paises de renda-média alta que aderiram recentemente
ao GLASS, porém ainda ndo h& dados sobre resisténcia bacteriana reportados ao
sistema (WHO, 2018).

2.1.2 Desafios da RAM na Medicina Veterinaria no Brasil e no mundo

Considerando o contexto de saude Unica, a Organizacdo Mundial de Saude
Animal (World Organization for Animal Health - OIE), a WHO e Organizacdo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacao (Food and Agriculture Organization of
the United Nations - FAO) unem esforcos para superar os desafios da resisténcia
antimicrobiana (OIE, 2016a). Dessa forma, recomenda-se que na medicina veterinaria
sejam adotadas as diretrizes estabelecidas pela WHO para o combate da RAM,
aplicando-se estratégias de acordo com a realidade do setor e do local (OIE, 2016a;
WHO, 2018).

Na medicina veterinaria, o uso de antimicrobianos como promotor de
crescimento em animais de producdo e a utlizacdo clinica inadequada desses
farmacos contribuiu significativamente para a selecdo de cepas bacterianas
resistentes (Van Boeckel et al., 2015; CDC, 2019). Ressalta-se a importancia de

estimular a saude e bem-estar animal, aléem da adesdo aos programas de gestao



antimicrobiana (“Antimicrobial Stewardship”) como estratégias para o combate a
emergéncia de cepas multirresistentes na nesse setor (OIE, 2016a).

Atualmente, falta-se legislagdo mais especifica que controle o uso de
antimicrobianos na saude animal. Paises membros da Unido Européia, Japdo, México
e Coréia do Sul sédo exemplos de na¢cdes que exigem prescricdo do médico veterinario
para aquisicdo de antimicrobianos para uso animal (CDDEP, 2015). Na Franca,
algumas classes de antimicrobianas de importancia na medicina humana ndo sao
aprovados para uso na medicina veterindria, como as carboxipenicilinas,
monobactans, carbapenémicos e glicopeptideos (Moulin et al., 2008).

No Brasil, a legislacdo ainda é flexivel ao uso desses farmacos na terapia
clinica em animais, ndo havendo retencdo de receita para prescricdo de
antimicrobianos licenciados apenas para uso veterinario. Porém, Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) adotou algumas medidas para
fiscalizacdo do uso de antimicrobianos, como a proibicdo de alguns desses farmacos
como promotores de crescimentos, por exemplo a colistina (Instrugdo Normativa n® 45
de abril de 2016), além de, recentemente ter publicado o “Plano de A¢&do Nacional de
Prevencéo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos no ambito da Agropecuaria
(PAN-BR AGRO) 2018 a 2022” (MAPA, 2016; MAPA, 2018).

Devido a abrangéncia global da RAM e a necessidade de estratégias que
incluam atuacées integradas no contexto de Satde Unica, a WHO, OIE e FAO unem
esforcos e langcam o programa Antimicrobial Resistance Multi-Partner Trust Fund:
Combatting the rising global threat of Antimicrobial Resistance through a One Health
Approach (2019) com intuito de incentivar a elaboracdo de estratégias para minimizar
o0 crescimento exponencial de cepas de bactérias resistentes nos paises em

desenvolvimento e, consequentemente, no mundo.

2.2 Mecanismos de resisténcia bacteriana

A resisténcia aos antimicrobianos € uma das principais causas de falha no
tratamento de doencas infecciosas, sendo que as bactérias podem expressar
resisténcia inata ou adquirida. Os mecanismos inatos estdo associados com meios
naturais de resisténcia de um determinado género ou espécie de bactéria. Enquanto

0S mecanismos adquiridos surgem atraves de mutacdes ou aquisicdo de genes de



resisténcia de outras bactérias por uma bactéria previamente susceptivel a um
determinado antimicrobiano ou classe de antimicrobiano, principalmente, em resposta
a pressao de selecdo imposta em uma populacao bacteriana (Hoffman, 2001; Blair et
al., 2014).

A aquisicdo de resisténcia pelas bactérias ocorre, em geral, por duas
estratégias adaptativas, a mutacdo de um gene ou a aquisicdo de DNA por
transmissao horizontal. Dentre os principais mecanismos de resisténcia adquiridos por
mutacdo estdo a modificacdo da molécula de antibidtico, alteracdo do sitio-alvo,
diminuicdo na captacéo e permeabilidade do farmaco e ativacdo de mecanismos de
bombas de efluxo (Hoffman, 2001; Blair et al., 2014; Munita e Arias, 2016).

2.2.1 Modificagéo da molécula de antimicrobiano

Nessa estratégia adaptativa esta inclusa a inativacdo da droga pela producao
de enzimas que adicionam por¢cBes especificas as moléculas ou que destroem
diretamente a molécula de antimicrobiano, como a produgédo de B-lactamases por
cepas de Staphylococcus penicilino-resistentes e em enterobactérias ESBL. A
principal agdo dessas enzimas esta na destruicdo da ligagdo amida do anel B-
lactamico, acarretando na hidrolise de penicilinas, cefalosporina e monobactans e,
consequentemente, na ineficacia desses antimicrobianos, sendo que podem ser
inativadas pelos inibidores de B-lactamase, como o acido clavulanico, sulbactam e
tazobactam, e ndo apresentam, normalmente, acdo em carbapenémicos (Blair et al.,
2015; Munita e Arias, 2016; Laudy et al., 2017).

2.2.2 Alteracao do sitio-alvo

Ocorre, por exemplo, em MRSA quando o gene mecA codifica alteracdo na
proteina ligadora de penicilina, impedindo a ligacdo dos farmacos [(-lactamicos e,
consequentemente, evitando o bloqueio da sintese da parede celular. As proteinas de
repeticéo de pentapeptideos codificadas pela familia de gene gnr se ligam e protegem
a topoisomerase IV e a DNA girase da ac¢ao das fluorquinolonas em E. coli, S. aureus

e Streptococcus pneumoniae (Blair et al., 2015).



2.2.3 Reducédo na permeabilidade da membrana e captacao do farmaco

Esse mecanismo de resisténcia ocorre através da regulacdo negativa das
porinas ou da substituicdo destas por canais mais seletivos. Bactérias Gram-negativas
sdo intrinsicamente resistentes aos glicopeptideos, como a vancomicina e
teicoplamina, pois esses agentes sao incapazes de atravessar a membrana externa
dessas bactérias e, consequentemente, acessarem seu sitio de acdo. A baixa
permeabilidade da membrana externa de cepas de Pseudomonas aeruginosa
associado a producao da proteina de efluxo a multiplas drogas (MexAB-OprM) e da
enzima AmpC (B-lactamase) confere resisténcia natural desses microrganismos aos
antimicrobianos, sendo reportado susceptibilidade a numero restrito de farmacos,
incluindo piperacilina, ticarcilina, ceftazidima, cefepima, aztreonam, polimixina B,
fluorquinolonas, carbapenémicos e aminoglicosideos. Porém, apesar de mecanismo
intrinseco, a reducado na expressao de porinas contribui para a resisténcia adquirida
desses microrganismos a novas drogas, como carbapenémicos e cefalosporinas (Blair
et al., 2015; Botelho et al., 2019).

2.2.4 Ativacao de mecanismos de bomba de efluxo

O aumento da expressdo de bombas de efluxo acarreta em resisténcia a
multiplas drogas em diversas espécies de bactérias (p. ex.: enterobactérias,
Pseudomonas spp. e Staphylococcus aureus), sendo que normalmente decorrem de
mutacdes na rede regulatéria de expressdo de bombas de efluxo e podem ser
induzidas por sinais ambientais e condi¢des especificas como a inducdo do gene
acrAB em E. coli e Salmonella spp. pela presenca de moléculas durante o processo

infeccioso (Blair et al., 2015).

2.3 Causas da emergéncia de RAM

A epidemiologia da resisténcia bacteriana a multiplos farmacos € complexa e
multifatorial, e existem diferencas entre a pressao de selecdo em hospitais veterinarios
e humanos (Normand et al., 2000; Brusselaers et al., 2011). As principais forcas
responsaveis pela emergente resisténcia a antimicrobianos sédo a exposicao repetida
de bactérias aos antimicrobianos e acesso das bactérias a um grande pool de genes

de resisténcia, sendo que o aumento do uso de antimicrobianos na medicina



veterinaria esta associado, direta ou indiretamente, com o aumento de resisténcia
bacteriana na populacdo humana. (Hoffman, 2001; Guardabassi et al., 2004a; Suthar
et al., 2014).

Inducéo, selegéo, introducéo, e disseminagcao sédo considerados os principais
fatores associados a emergéncia e disseminacdo de cepas bacterianas
multirresistentes. O uso indiscriminado de antimicrobianos tanto na producao animal
(como fator de crescimento) quanto no tratamento clinico em animais de companhia,
contribui para o aumento de reservatérios de genes de resisténcia aos antimicrobianos
no ambiente. Essa utilizacdo inadequada acarreta na inducao de resisténcia em cepas
antes susceptiveis a determinados antimicrobianos, além de selecionar bactérias
resistentes pré-existentes em um determinado microambiente, pois a ag¢do do
antimicrobiano causa a morte de bactérias susceptiveis ndo-patogénicas,
favorecendo o crescimento de cepas resistentes patogénicas (Bonten e Mascini, 2003;
Brusselaers et al., 2011).

A introducdo de cepas resistentes comunitarias ocorre através do crescimento
de reservatorios de bactérias multirresistentes em determinada comunidade.
Profissionais de salde e pacientes colonizados por esses patégenos sao as principais
fontes de introducdo de cepas resistentes no ambiente hospitalar, principalmente
MRSA e Enterococcus resistentes a vancomicina (Brusselaers et al., 2011; Mcewen e
Collignon, 2018).

O controle subdétimo da infecgdo, a prescricao inadequada, 0 USO excessivo e
desnecessario de antimicrobianos, a falta de educacdo e conscientizacdo da
populacdo e profissionais de saude e a falta de medicamentos eficazes para o
tratamento de infec¢des causadas por organismos multirresistentes contribuem para
a emergéncia e disseminagdo da RAM entre ambiente, animais e seres humanos

(Brusselaers et al., 2011).

2.4 Infeccédo hospitalar e bactérias multirresistentes
O crescimento de reservatorios de bactérias multirresistentes na comunidade
resulta no aumento desses microrganismos nas Unidades de Terapia Intensiva, onde

se encontra a populacdo mais vulneravel a infec¢des, sendo as principais espécies



em crescimento nesses ambientes as gram-positivas, MRSA e VRE, e as gram-
negativas Klebsiella pneumoniae, E. coli e P. mirabilis (Brusselaers et al., 2011).

Os patdégenos relacionados a infeccdo bacteriana mais frequentemente
relatados em Unidades de Terapia Intensiva de hospitais humanos no Brasil sdo
Staphylococcus coagulase negativa (SCoN), K. pneumoniae, S. aureus, P.
aeruginosa, Enterobacter spp., Acinetobacter spp., Enterococcus spp., E. coli e
Serratia spp. E os perfis fenotipicos de resisténcia mais reportados foram de SCoN
resistente & oxacilina, Acinetobacter spp. resistente a carbapenémicos, S. aureus
resistente a oxacilina, P. aeruginosa resistente a carbapenémicos, K. pneumoniae
resistente as cefalosporinas de terceira/quarta geracdo, K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos, Enterobacter spp. resistente as cefalosporinas de terceira e quarta
geracao e E. coli resistente as cefalosporinas de terceira/quarta geracao (ANVISA,
2017).

Na medicina veterinaria, espécies de Staphylococcus resistentes a meticilina e
enterobactérias ESBL sao 0s microrganismos oportunistas mais frequentemente

associadas em infecgdes hospitalares (Walther et al., 2016).

2.3.1 Infeccéo do sitio cirurgico (ISC)

Os ambientes hospitalares veterinarios sdo reportados como o principal fator
de risco na aquisicdo de patdgenos resistentes por cdes hospitalizados. Dentre os
principais usos de antimicrobianos na medicina veterinéria, a administragdo desses
farmacos na profilaxia cirdrgica é importante (Suthar et al., 2014).

O risco de infeccdo nesses pacientes € baseado na susceptibilidade da ferida
cirdrgica a contaminacao microbiana, sendo que prevenir a infeccdo no momento do
procedimento € essencial. A ISC pode ser superficial, sendo relacionada a pele e
tecidos subcutaneos, profunda, associada as fascias e musculaturas ou pode
acometer o 6rgdo ou cavidade abordado no procedimento (Howe e Boothe, 2006;
Singh e Weese, 2017).

As feridas cirdrgicas sao classificadas em quatro categorias de acordo com seu
nivel de contaminacdo e potencial para desenvolver infeccdo. As feridas limpas séo
aquelas onde ndo ha falha na técnica asséptica, ndo ha aplicacdo de drenos e

perfuracdo de 6rgaos ocos ou do trato respiratério. Nas feridas limpas-contaminadas
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ha incisédo de 6rgaos ocos sob condi¢cdes controladas, sem falha na técnica asséptica,
ou aquelas nas quais séo aplicados drenos. As feridas contaminadas possuem grande
potencial para se tornarem infectadas, envolvem um tecido inflamado e estéao
associadas a traumas ou falhas nas técnicas de assepsia, além dos procedimentos
onde ha, previamente, extravasamento de conteudo gastrointestinal ou urina infectada
ha menos de 4 horas. Feridas sujas ou infectadas sdo aquelas no qual ha
contaminacéo fecal ou perfuracdo de visceras hd mais de 4 horas do momento da
cirurgia (Nicholson et al., 2002; Boothe e Boothe, 2015; Singh e Weese, 2017).

Alguns fatores de riscos estdo associados com o aumento da infeccéo do sitio
cirargico (ISC), como o tempo de anestesia e cirurgia, idade, estado de imunidade,
doencas concomitantes (ex. diabetes  mellitus, hiperadrenocorticismo,
hipoalbuminemia), estado nutricional e uso inapropriado de antibiéticos. As principais
medidas para prevencdo da ISC sdo: medidas de assepsia, incluindo antissepsia do
sitio cirdrgico e equipe cirdrgica, desinfeccdo ambiental e profilaxia antimicrobiana
perioperatoria (Nicholson et al., 2002; Boothe e Boothe, 2015).

Os patdgenos mais comuns associados a ISC em pequenos animais séo
Staphylococcus spp, Escherichia coli, e Pasteurella spp (particularmente em gatos),
sendo que a presenca de patégenos bacterianos das espécies Enterococcus spp, E.
coli e K. pneumoniae indicam contaminacao fecal e inadequada limpeza e desinfeccao
do ambiente. Esses patdgenos sdo também comuns a infec¢des de pacientes criticos
em hospitais humanos (Brusselaers et al., 2011; Suthar et al., 2014; Boothe e Boothe,
2015).

Normand e colaboradores (2000) relataram que 22% das bactérias isoladas em
avaliacdo realizada na “Glasgow University Veterinary School”, Reino Unido,
apresentaram resisténcia a multiplos farmacos, variando entre 10% no caso de
Streptococcus e 42% no de Pseudomonas.

O alto indice de patégenos multirresistentes na ISC de cées e gatos pode estar
associado ao uso inadequado de antimicrobianos na profilaxia peri-operatoria. A
presenca de bactérias multirresistentes ndo apenas pode acarretar em falha da terapia
como também o paciente pode representar fonte de infeccdo e disseminagédo desses

patdgenos tanto na comunidade hospitalar como no contato com seus tutores.
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CAPITULO 2 - Perfil de resisténcia aos antimicrobianos por cocos Gram-
positivos e bastonetes Gram-negativos isolados do ambiente e

sitio cirtrgico de céaes?

Antimicrobial resistance profile of Gram-positive cocci and Gram-negative bacilli
isolated from environment and surgical wound of dogs

Mareliza P. Menezes, Mariana M. Borzi, Marita V. Cardozo, Rodrigo C. Rabelo and Paola C.
Moraes

ABSTRACT - Menezes M.P., Cardoso M.V. & Moraes P.C. Antimicrobial resistance
profile of gram-positive cocci and gram-negative bacilli isolated from environment
and surgical wound of dogs. Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria e
Departamento de Patologia Veterinaria, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus de Jaboticabal, Via de
Acesso Prof. Paulo Donato Castellane s/n, Jaboticabal, SP 14884-900, Brazil.

The present project aimed to evaluate the antimicrobial profile of Gram-positive
cocci and Gram-negative bacilli isolated of the surgical site and room during the
intraoperative period and of the surgeon’s hands, before and after antisepsis. All samples
were obtained during intraoperative of clean/clean-contaminated (G1) and contaminated
surgery (G2). A total of 150 samples were collected, of which the environmental samples
were obtained by exposure of Brain Heart Infusion agar plate in the surgical room during
the procedure and samples from the surgical site and surgeon’s hands were collected by
swabs and seeded on blood and Macconkey agar. The plates were incubated at 372C for
24h. Suggestive bacterial colonies for Gram-positive cocci and Gram-negative bacilli were
submitted to biochemical test for genus differentiation. Finally, antimicrobial
susceptibility testing was performed by disk diffusion method. Forty-three isolates with
morphological and biochemical characteristics of Staphylococcus spp. and 13 of Gram-
negative bacilli were obtained. Were isolated coagulase-negative staphylococci (CoNS)
(18/21), coagulase-positive staphylococci (CoPS) (2/21) and Pseudomonas spp. (1/21) in
G1, and CoNS (14/35), CoPS (7/35), Proteus spp. (6/35), E. coli (3/35), Pseudomonas spp.
(1/35) and Salmonella spp. (1/35) in G2. The multiple drug resistance rate was 88% in
CoNS, 100% in CoPS and 77% in Gram-negative bacilli. The high rate of resistance of
commensal bacteria found on the skin of dogs in our study is worrying. SCoN are
community pathogens related to nosocomial infections in human and veterinary
hospitals, their presence in healthy patients and in veterinary professionals represent an
important source of infection in the one health context. Continuous surveillance and
application of antimicrobial stewardship programs are essential in the fight against this
threat.

INDEX TERMS: antibiogram, antibiotic, antimicrobial resistance, culture, dog, Gram-
negative bacilli, Gram-positive cocci, surgical environment, surgical infection, surgical
wound, enterobacterium, Staphylococcus.

!Este capitulo corresponde ao artigo cientifico submetido a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira e encontra-se
em avaliacdo para publicagdo.
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Perfil de resisténcia aos antimicrobianos por cocos Gram-positivos e
bastonetes Gram-negativos isolados do ambiente e sitio cirurgico de caes.

RESUMO - O presente estudo objetivou avaliar o perfil de resisténcia de cocos Gram-
positivos e bastonetes Gram-negativos isolados do ambiente e sitio cirurgico e nas maos
do cirurgido, antes e apds a desinquinacdo, durante o transoperatério de cirurgias
limpas/limpas-contaminadas (G1) e cirurgias contaminadas (G2). De 150 amostras
coletadas, as do ambiente foram obtidas pela exposi¢do de placa com agar Brain Heart
Infusion na sala cirdrgica durante o procedimento, enquanto as do sitio cirurgico e as das
maos do cirurgido foram coletadas por cotonete estéril e semeadas em agar sangue e
MacConkey. Todas as placas foram incubadas a 372C por 24h. Colonias sugestivas de
cocos Gram-positivos e bastonetes Gram-negativos foram submetidas a testes
bioquimicos para identificacao dos géneros, e submetidos ao teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos por disco difusdo. Foram obtidos 43 isolados com caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas de Staphylococcus spp. e 13 de bastonetes Gram-negativos. No
G1 foram isoladas cepas de Staphylococcus spp. coagulase negativa (SCoN) (18/21),
Staphylococcus spp. coagulase positiva (SCoP) (2/21) e Pseudomonas spp. (1/21), e no G2
foram isolados SCoN (14/35), SCoP (7/35), Proteus spp. (6/35), E. coli (3/35),
Pseudomonas spp. (1/35) e Salmonella spp. (1/35). O indice de resisténcia a multiplos
antimicrobianos foi de 88% em SCoN, 100% em SCoP e 77% em bastonetes Gram-
negativos. O alto indice de resisténcia de bactérias comensais encontradas na pele de cdes
no nosso estudo é alarmante. SCoN sdo patdgenos comunitarios relacionadas a infec¢des
hospitalares em hospitais humanos e veterinarios, sua presenca em pacientes higidos e
em profissionais veterindrios representam importante fonte de infeccao no contexto de
saude Unica. Vigilancia continua e aplicacao de programas de gestao de antimicrobianos
sao essenciais na luta contra essa ameacga.

Termos de indexac¢do: ambiente cirurgico, antibiograma, antibiético, bastonetes Gram-
negativos, cdo, cocos Gram-positivos, cultura, enterobactérias, sitio cirurgico, infeccao
cirargica, resisténcia antimicrobiana, Staphylococcus.
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INTRODUCAO

As infec¢des causadas por bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos
(multi-drug resistance - MDR) representam importante desafio no contexto de saude
Unica, pois aumentam a morbidade, mortalidade e os custos relacionados aos cuidados de
saude (Suthar et al. 2014, Schwarz et al. 2016, McEwen & Collignon, 2018). O potencial
zoonoOtico da maioria de espécies de bactérias multirresistentes associadas a infec¢des
graves colocam a medicina veterinaria como importante eixo no combate a disseminagao
desses patogenos (Guardabassi et al. 2004a, Guardabassi et al. 2004b, Brusselaers et al.
2011, Suthar et al. 2014, Madec et al. 2017, McEwen & Collignon 2018, Gronthal et al.
2018, Shoen et al. 2019).

A maioria dos antimicrobianos é utilizada na rotina clinica e cirurgica similarmente
tanto em animais de companhia quanto na medicina humana, sendo empregados
normalmente no tratamento de infec¢des e, em alguns casos, aplicados na profilaxia
cirargica (McEwen & Collignon, 2018). Staphylococcus spp. resistente a meticilina
(Methicillin resistance Staphylococcus - MRSA) e espécies da familia Enterobacteriacea
produtoras de [3-lactamase de amplo espectro (Extended Spectrum Beta Lactamase -
ESBL) sdo patdgenos comensais e comumente causadores de infec¢ao do sitio cirdargico
em pets e humanos. Esse grupo de bactérias associados a Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii, representam os principais microrganismos adquiridos durante
a hospitalizacdo, além de serem os de maior prevaléncia em unidades de terapia intensiva
humana e veterinaria (Gandolfi-Decristophoris et al., 2012; Turk et al., 2014; Andrade et
al., 2016; Walther et al.,, 2016; Chaudhary et al., 2017; Kaspar et al.,, 2018; McEwen &
Collignon, 2018; Shoen etal., 2019).

Entre os fatores relacionados ao desenvolvimento de infec¢do pos-cirurgica em
cdes estdo a colonizacdo da pele, mucosas e trato gastrointestinal do paciente por
bactérias multirresistentes e a presenca desses patdgenos também na sala operatoria
(Chauveaux, 2015; Andrade et al.,, 2016; Burgess, 2019). Além do risco de infeccao da
ferida cirurgica, a introducdo dessas cepas no ambiente hospitalar representa séria
ameaca aos profissionais de saude, os quais sdo diariamente expostos ao contato com
esses pacientes e tornam-se portadores e disseminadores desses microrganismos tanto
no ambito hospitalar quanto na populacao (Paul etal,, 2011; Rodrigues et al. 2017; Kaspar
etal, 2018).

Nesse contexto, o presente estudo avaliou o perfil de resisténcia de cocos Gram-
positivos e bastonetes Gram-negativos isolados do ambiente e sitio cirurgico superficial
de cdes durante o transoperatoério e das maos do cirurgido, antes e apds a antissepsia,
objetivando a identificacdo de colonizagdo por bactérias multirresistentes, além de
sugerir possivel transmissdo entre ambiente, paciente e profissional em hospital
veterinario.

MATERIAL E METODOS

Selecio dos casos. O estudo foi realizado com trinta cdes submetidos a
procedimento cirdrgico limpo ou limpo-contaminado (G1; n=20) e contaminado (G2;
n=10), de acordo com a classificagdo de ferida cirdrgica estabelecida “Global guidelines
for the prevention of surgical site infection” (WHO 2016), em hospital veterinario do
estado de Sao Paulo, Brasil, durante o ano de 2019. Consentimento por escrito para
inclusdo na pesquisa foi assinado pelos responsaveis de cada paciente e pelos cirurgioes
inclusos no estudo.
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Caes que foram submetidos a terapia antimicrobiana ha menos de 72 horas da data
do procedimento cirdrgico nao foram incluidos no grupo amostral.

A Comissio de Etica no Uso de Animais (protocolo n®: 019707/2017) e o Comité
de Etica em Pesquisa (CAAE: 07111419.4.0000.9029) aprovaram a metodologia para os
caes e equipe cirargica, respectivamente.

Preparacio do paciente e equipe cirargica. O protocolo de indugao e
manutencdo anestésica foi realizado de acordo com a classificacdo ASA (American Society
of Anesthesiologists) para cada paciente, estabelecido pelo setor de Anestesiologia de
Pequenos Animais (Mayhew 2019). Cefazolina sddica (25mg/kg, via intravenosa [IV]) foi
administrado entre 30 e 60 minutos antes da incisao cirurgica e repetido a cada 90
minutos durante a cirurgia. A prescri¢do de antimicrobianos no pds-operatorio variou de
acordo com o cirurgido responsavel. A desinquina¢do das maos foi realizada com solu¢do
de clorexidina 2% ou iodo povidine 2% durante 3 a 5 minutos.

Foi realizada tricotomia ampla com lamina de tricotomizador nimero 40 na sala
de preparo cirdrgico ou ap6s indu¢ao na mesa de cirurgia, a conduta variou de acordo
com cada cirurgido. A antissepsia prévia do sitio cirdrgico foi realizada com solucao de
clorexidina 2% e alcool isopropilico 70%, e a antissepsia definitiva foi realizada como
protocolo anterior ou com solugao de clorexidina alcéolico 0,5%.

Variaveis transoperatorias. O tempo do procedimento cirargico e o niumero de
pessoas presentes na sala operatdria foram registrados. Os valores de glicemia foram
obtidos por meio da média de quatro repeticdes durante o procedimento (momento de
inducdo, momento da primeira incisdo cirurgica, momento do ultimo ponto de sutura e
momento da extuba¢dao endotraqueal).

Coleta das amostras. As amostras foram coletadas no centro cirirgico do referido
hospital veterindrio por meio de cotonete estéril e transportadas em tubo estéril
contendo solucao peptonada 0,1% até o Laboratério de Microbiologia da mesma
instituicdo. Foram colhidas 60 amostras da superficie das maos do cirurgiao responsavel
pelo procedimento imediatamente antes (C1/n=30) e ap6s (C2/n=30) a desinquinagao
das maos. Os cotonetes foram friccionados com movimentos giratérios da regido dos
punhos até as pontas dos dedos (dorso e palma da mao), repetindo-se trés vezes o
procedimento na direcao de cada dedo. Imediatamente apds a incisdo de pele (MI) e
prévio a sintese cutdnea (MF), o cotonete estéril foi friccionado no sitio cirurgico
superficial (pele e tecido subcutaneo) do paciente. Apenas uma pessoa foi responsavel por
realizar a colheita das amostras, sendo que sempre foi utilizado luva estéril. Uma placa de
Petri com agar Brain Heart Infusion (BHI; Oxoid®, United Kingdom) foi colocada em
bancada proxima e na mesma altura da mesa operatdéria no momento em que se iniciou o
procedimento e foi retirada apés o término da cirurgia.

No final do procedimento a ferida cirurgica foi limpa e protegida com gaze e fita
microporosa, o tutor do animal foi orientado a colocar colar elizabetano ou roupa
cirdrgica no paciente até retirada dos pontos. A aplicacao de biocidas e antimicrobianos
topicos na ferida pos-operatodria variou de acordo com cada veterinario. A ferida cirturgica
foi monitorada até trinta dias de pds-operatoério, sendo observado hiperemia, edema,
sensibilidade dolorosa, drenagem de secrecao serosa e/ou purulenta, deiscéncia de
sutura, abscesso e fistulagdes. Quando observado trés ou mais dos sinais clinicos citados



18

anteriormente ou quando observada a presenca de secrecdo purulenta, a ferida foi
classificada como infectada. Quando identificada infeccdo pds-operatéria do sitio
cirurgico incisional superficial foi realizado nova colheita de material. Apos limpeza da
ferida com solucao salina 0,9% estéril o cotonete foi friccionado na pele e tecido
subcutaneo. Os pacientes que ndo retornaram para avaliacdo no Hospital Veterindario
foram contactados por telefone e questionados sobre os sinais clinicos descritos.

Identificacao bacteriana. Cada amostra foi semeada em meio de cultura com agar
MacConkey (0Ox0id®, United Kingdom) e agar sangue (Oxoid®, United Kingdom) e,
juntamente com a placa do ambiente, foram colocadas em incubadoras microbiolégicas a
372C por 24 horas em condigdes aerdbias. Das culturas bacterianas positivas foram
coletadas aleatoriamente duas ou trés colonias morfologicamente distintas. Cada colonia
foi classificada quanto a morfologia celular, coloracdo de Gram, presenca ou auséncia de
esporos, e provas bioquimicas especificas para confirmacao de cada género (Barrow &
Feltham 1993).

Para os cocos Gram-positivos, os testes realizados para diferenciar os
microrganismos dos géneros Staphylococcus spp. dos Streptococcus spp. foram a catalase.
As amostras positivas para Staphylococcus spp. foram submetidas ao teste de coagulase
(Koneman et al. 2001).

As amostras Gram-negativas foram semeadas em tubo com meio Triplice Sugar
Iron (TSI; Oxo0id®, United Kingdom), procedendo-se incubacao por 18-24 horas a 352C
em condicdes aerodbias. O teste de urease foi utilizado para diferenciar bactérias do género
Salmonella e Proteus e a prova de citrato para as cepas de E. coli e Klebsiella (Koneman et
al. 2001).

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. Os isolados avaliados foram
repicados em tubo contendo 3 mL de caldo BHI e incubados a 37°C até a turbidez atingir
o padrao 0,5 de MacFarland. Apoés a incubagao, a cultura foi semeada com o auxilio de
cotonete estéril em 4gar Mueller-Hinton (Oxo0id®, United Kingdom) e, apds
aproximadamente 3 minutos, foram aplicados os discos de antimicrobianos (DME®).
Apo6s 24 horas de incubagao, foi realizada a mensurac¢ao do didmetro de cada halo de
inibi¢cdo. Os antimicrobianos testados foram selecionados de acordo com a utilizagao na
rotina do setor de cirurgia do referido hospital veterinario ou que apresentam
importancia na disseminacdo de genes de resisténcia, sendo eles: penicilina G (10 pg ),
ampicilina (10pg), ampicilina com sulbactam (20ug), amoxacilina (10pg), amoxacilina
com acido clavulanico (10pg), oxacilina (1pg), cefalexina (30ug), cafazolina (30pg),
cefoxitina (30pg), ceftriaxona (30ug), cefotaxima (30pg), ceftazidima (30pg), imipenem
(10pg), gentamicina (10pg), amicacina (30ug), fluorquinolonas: enrofloxacina (5ug),
ciprofloxacina (5upg), norfloxacina (10pg), levofloxacina (5ug), tetraciclina (30pg),
sulfametoxazol com trimetoprim (25ug), azitromicina (15pg), eritromicina (15pg),
clindamicina (2pg), teicoplamina (30ug) e cloranfenicol (30pg). O disco de clindamicina
foi colocado a uma distancia de 15 mm da borda do disco de eritromicina para realizacao
do teste de inducdo do fendtipo MLSs (Teste D).

Os didmetros foram medidos e classificados como sensivel, resistente e
intermediario de acordo com os valores estabelecidos no “Manual para interpretacao das
zonas de inibicdo e concentracdo minima inibitéria” (2018) e na “Tabela padrao
interpretativo de zona/halo de inibi¢do para veterinaria” disponibilizados pela DME®.
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Determinacdo fenotipica de genes de resisténcia bacteriana. A resisténcia
especifica dos géneros de patdgenos identificados para cada antimicrobiano testado foi
analisada e as proporgdes de resisténcia (% R) foram determinadas. Para o calculo da
porcentagem de resisténcia foi considerado os resultados resistente e intermediario. A
presenca fenotipica do gene mecA, Staphylococcus resistente a meticilina, foi descrita
quando esses microrganismos apresentavam resisténcia a oxacilina (Bemis et al., 2009;
Wu et al,, 2016; Naccache et al. 2019). A detecgado fenotipica do gene ermA foi realizada
pelo teste de indugdo do fendtipo MLSg (Teste D), sendo considerado resisténcia induzivel
a clindamicina quando o isolado apresentava resisténcia a eritromicina e achatamento do
halo de clindamicina adjacente ao disco de eritromicina (Munita & Arias 2016). A
ocorréncia de MDR foi definida quando o microrganismo apresentou resisténcia a pelo
menos um agente de trés ou mais classes de antimicrobianos (Magiorakos et al. 2012;
Basak et al. 2016).

Analise estatistica. Foi realizada estatistica descritiva da propor¢ao de patégenos
encontrados e de resisténcia aos antimicrobianos testados. Para comparacao dos indices
de resisténcia bacteriana apresentados foi realizado teste qui-quadrado. O coeficiente de
correlacdo entre as variaveis e o crescimento de cocos Gram-positivos ou bastonetes
Gram-negativos (SIM/NAO) foi obtido através do teste de correlagdo ponto-bisserial.
Todos os testes foram realizados no software R®.

RESULTADOS

Variaveis do perioperatorio

Dos trinta cdes incluidos no estudo, os procedimentos cirdrgicos mais
frequentemente realizados foram excisao de ndédulo cutaneo (45%) e osteossintese
(20%) no G1 e excisdao de nddulo cutdneo ulcerado no G2 (90%). Oito cirurgides foram
incluidos no grupo amostral. Os valores das variaveis transoperatdrias e o valor de p
obtidos na analise de correlacao ponto-bisserial entre as variaveis e a presenga de cocos
Gram-positivos e/ou bastonetes Gram-negativos nas amostras coletadas do sitio cirurgico
estdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Variaveis obtidas no transoperatorio e analise de correlacao ponto-
bisserial entre a presenca de cocos Gram-positivos e/ou bastonetes Gram-
negativos no sitio cirurgico.

Variaveis Gl p-value G2 p-value
AtC 77,30 + 48,05 0,2873 87,78 + 48,05 0,7664
Glicemia 107,86 + 22,46 0,3522 122,67 + 40,25 0,4807
NP 8 (4-14) 0,7230 6 (5-14) 0,2369

C1 = cirurgias limpas e limpas-contaminadas, C2 = cirurgias contaminadas, AtC = Tempo de cirurgia, NP
= Ndmero de pessoas na sala operatoria. Média e desvio padrdo de AtC e glicemia, e mediana e intervalo
de valores de NP. Correlagdo estatisticamente significativa quando p-value<0,05.

Contaminacao bacteriana

No G1 houve crescimento de cocos Gram-positivos em 11/20 procedimentos
(55%) e de bastonetes Gram-negativos em 1/20 procedimentos (5%) em pelo menos um
momento de coleta, enquanto no G2 7/10 procedimentos apresentaram crescimento de
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cocos Gram-positivos (70%) e 5/10 procedimentos apresentaram crescimento de
bastonetes Gram-negativos (50%) em pelo menos um dos momentos de coleta. O nlimero
e a proporg¢do de isolados obtidos em cada local de coleta esta descrito no Quadro 2.

Quadro 2. Numero e porcentagem de isolados obtidos nos locais de coleta.

G1 (n=21) G2 (n=35) |

N % N % p-value
Ambiente 10 47,62 7 20 0,0606
c1 7 33,33 5 14,29 0,1785

C2 0 0 2 571 0,71

M 0 0 12 34,29 0,007
MF 4 19,05 9 25,71 0,8063
TOTAL 21 38,89 35 64,81 0,0122

G1 = Cirurgias limpas e limpas-contaminadas, G2 = Cirurgias contaminadas, C1 = Cirurgido antes da
desinquinacgdo das maos; C2 = Cirurgido ap06s a desinquinacdo das méos, MI = Momento inicial, MF =
Momento final. Diferenca estatisticamente significativa quando p-value<0,05.

Um paciente do G1 submetido a interven¢do para reparagdo de ruptura
diafragmatica veio a dbito nas primeiras 24 horas de pds-operatorio e um do G2 nao foi
realizado a reavaliagdo da ferida cirdrgica, pois ndo foi possivel contato com o
responsavel. A infec¢ao do sitio cirdrgico (ISC) superficial foi diagnosticada em apenas 2
cdes do G2 (22,22%) nos quinze primeiros dias de pods-operatoério, sendo coletadas
amostras para analise.

Das 150 amostras coletadas durante o procedimento, foram obtidas 56 isolados.
Desses, 43 apresentaram caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas compativeis com
Staphylococcus spp. (76,79%) e 13 com bastonetes Gram-negativos (23,21%), dos quais
6 apresentaram caracteristicas de Proteus spp. (10,71%), 3 de E. coli (5,55%), 2 de
Pseudomonas spp. (3,70%), 1 de Klebsiella spp. (1,85%) e 1 de Salmonella spp. (1,85%)
(Apéndice A - Tabelas 1 e 2). Das cepas de Staphylococcus spp. 32 apresentaram teste de
coagulase negativo (74,42%) e 11 foram positivas (25,58%). O namero de isolados e a
distribuicao percentual de cada género obtido em cada momento da coleta encontram-se
na Figura 1 e o ndmero e a proporc¢do de Staphylococcus coagulase positiva (SCoP) e
Staphylococcus coagulase negativa (SCoN) obtidas em cada grupo estdo descritos na
Quadro 3.

Quadro 3. Numero e porcentagem de isolados de Staphylococcus spp. obtidos em

cada grupo.
G1 G2 -value
N % N % p
SCoN 18 90 14 60,87 0,06676
SCoP 2 10 9 39,13 0,06676
p-value** - 2,10x10° - 0,2382 -
TOTAL 20 46,51 23 53,49 0,6662

SCoN = Staphylococcus coagulase negativa, SCoP = Staphylococcus coagulase
positiva. Diferenca estatisticamente significativa quando p-value<0,05.
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Fig. 1. Distribuicdo percentual de cocos Gram-positivos e bastonetes Gram-negativos
isolados do ambiente e sitio cirurgico de cdes durante o transoperatdério e maos do
cirurgido, antes e depois da desinquinacao. Cirurgias limpas e limpas-contaminadas (A).
Cirurgias contaminadas (B). AMB = Ambiente, C1 = Cirurgido antes da desinquinagdo das maos, C2 =
Cirurgido ap0s a desinquinacdo das mdos, MI = Momento inicial, MF = Momento final, PO = P4s-operatério,
SCoN = Staphylococcus coagulase negativa, SCoP = Staphylococcus coagulase positiva.
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indice de resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia a oxacilina (87%) foi a mais observada entre os isolados, seguido da
resisténcia a eritromicina (86%) e a cefotaxima (82%) (Figura ). Entre os isolados de
Staphylococcus, os SCoN apresentaram maior resisténcia a eritromicina (91%) e os SCoP
a ampicilina e enrofloxacina (91%). O maior indice de MDR foi observado nas cepas de
SCoP (100%), porém esse indice também foi alto em cepas de SCoN (88%) e bastonetes
Gram-negativos (77%). No quadro 4 e 5 estdo descritos os indices de resisténcia a
oxacilina, teicoplamina e multiplas drogas obtidos nos grupos e local de coleta.

Quadro 4. Distribuicao percentual de resisténcia a oxacilina, teicoplamina e
multiplas drogas de isolados obtidos em cada grupo.

G1 G2

Antimicrobiano N R N R p-value

Oxacilina 20 85% 38 87,5% 0,9417

Teicoplamina 20 20% 28 89,47% 0,0696
Muiltiplas drogas 21 90,48% 35 88,57% 1

G1 = cirurgias limpas e limpas-contaminadas, G2 = cirurgias contamindas; N = nimero de
isolados; R = porcentagem de resisténcia. Diferenca estatisticamente significativa quando p-
value<0,05.

Quadro 5. Distribuicao percentual de resisténcia a oxacilina, teicoplamina e
multiplas drogas de isolados obtidos em cada local de coleta.

Ambiente Sitio cirargico Cirurgido

Antimicrobiano N R N R N R p-value
Oxacilina 17 82,35%* 26 84,61%* 12 83,33%*? 0,9805
Teicoplamina 15 6,67%* 11 81,81%° 8 50%2 0,0005
Mdltiplas drogas 17  76,47%* 26 92,31%* 12  83,33% 0,3448

N = nimero de isolados; R = porcentagem de resisténcia. Diferenca estatisticamente significativa quando p-
value<0,05.
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Fig. 2. Distribuicdo percentual de resisténcia aos antimicrobianos de cocos Gram-positivos e bastonetes Gram-negativos isolados do
ambiente e sitio cirtrgico de cdes durante o transoperatério e das maos do cirurgido, antes e apds a desinquinagdo. Macrolideos,
lincosaminas e fluorquinolonas (A). Aminoglicosideos, glicopeptideos, tetraciclinas, sulfonamidas e anfenicéis (B). Cefalosporinas e

carbapenémicos (C). Penicilinas e a multiplas drogas (D). AZI = Azitromicinas, ERI = Eritromicina, CLI = Clindamicina, ENO = Enrofloxacino, LEV =
Levofloxacino, NOR = Norfloxacino, GEN = Gentamicina, AMI = Amicacina, TEC = Teicoplamina, TET = Tetraciclina, SUT = Sulfodiazina + trimetoprim, CLO =
Cloranfenicol, CFE = Cefalexina, CEF = Cefazolina, CFO = Cefoxitina, CRO = Ceftriaxona, CAZ = Ceftazidima, CTX = Cefotaxima, IPM = Imipenem, PEN = Penicilina, AMO
= Amoxacilina, AMC = Amoxacilina com acido clavuldnico, APS = Ampicilina com sulbactam, OXA = Oxacilina, MDR = Resisténcia a multiplas drogas.
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A resisténcia a eritromicina foi observada em 86,04% das cepas de Staphylococcus
spp- (37/43) e a clindamicina em 58,14% das cepas de Staphylococcus spp. (25/43) e
100% dos isolado de enterobactérias (11/11). Dos isolados de Staphylococcus spp.
resistentes a eritromicina apenas 6,98% apresentaram-se positivo no teste de inducdo do
fenétipo MLSs (3/43).

Exposicao prévia aos antimicrobianos

Quando questionados sobre a administracao prévia de antimicrobianos, tutores de
doze pacientes (40%) afirmaram que nos ultimos seis meses que antecederam a cirurgia
seu animal havia sido tratado com antimicrobianos sistémicos em algum momento, sendo
os antimicrobianos descritos a cefalexina, cefadroxila, amoxacilina, doxiciclina e
enrofloxacina. Entre esses pacientes sete apresentaram crescimento de cocos Gram-
positivos ou bastonetes Gram-negativos no sitio cirdrgico durante o transoperatério. Nos
isolados obtidos desses pacientes foi observado resisténcia aos macrolideos (7/7),
lincosaminas (7/7), B-lactamicos (7/7), aminoglicosideos (7/7), tetraciclina (6/7),
sulfonamidas (1/7), cloranfenicol (1/7) e MDR (7/7).

Ferida cirdrgica no pds-operatorio

Dois pacientes do G2 (20%) apresentaram infeccdo do sitio cirdrgico superficial.
Nos isolados da ferida cirurgica do pds-operatdrio observou-se SCoP resistente aos [3-
lactamicos, quinolonas e MDR, Pseudomonas spp. resistente a enrofloxacina e Proteus spp.
resistente a enrofloxacina e MDR.

DISCUSSAO

No presente estudo, apresentamos o perfil de resisténcia de cocos Gram-positivos
e bastonetes Gram-negativos isolados do sitio cirurgico superficial de cdes durante o
transoperatorio, do ambiente da sala operatdria e das maos do cirurgido responsavel
antes e apds a desinquinagdo. Microrganismos do género Staphylococcus spp. foram mais
frequentes nas amostras de cirurgias limpas e limpas contaminadas (n=20/21, 95,24%)
e de cirurgias contaminadas (n=22/35, 62,86%). A maioria dos bastonetes Gram-
negativos foi isolado no G2 (n=11/12, 91,67%), sendo as espécies mais frequentemente
encontradas Proteus spp. (n=7/12, 58,33%), E. coli (4/12, 33,33%) e Pseudomonas spp.
(3/12, 25%). As maiores propor¢des de MDR foram observadas nas espécies isoladas de
SCoP (100%). Bastonetes Gram-negativos apresentaram os maiores indices de resisténcia
a oxacilina e clindamicina (100%).

Nossos dados corroboram o descrito por Gobbo et al. (2017) na avaliagdo de
contamina¢do ambiental no centro cirdrgico do mesmo hospital veterinario, no qual
observou-se altas taxas de resisténcia a cefalexina, clindamicina, enrofloxacina e
ampicilina em cepas de cocos Gram-positivos.

Apesar do tempo de cirurgia e o numero de pessoas presentes na sala operatdria
no momento do procedimento serem considerados fatores de risco para o
desenvolvimento de infeccdo no sitio cirdrgico (Verwilghen & Ameet 2015), nao
observamos nesse estudo correlagdo entre essas varidveis e a ocorréncia de
contaminagdo transoperatdria no sitio cirtrgico superficial em ambos os grupos (Quadro
1). O controle glicémico no paciente cirurgico é fator importante na prevencdo de
infeccOes pds-operatorias, pois a hiperglicemia pode aumentar o risco de infeccao da
ferida cirurgica (Itani etal. 2017). No presente estudo nao foi encontrada correlacao entre
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o valor de glicemia e a presenca de cocos Gram-positivos ou bastonetes Gram-negativos
em ambos os grupos (Quadro 1), porém nenhum paciente apresentou valor médio
superior a 200mg/dL.

Procedimentos contaminados apresentaram maior niimero de culturas positivas
para cocos Gram-positivos (70%) e bastonetes Gram-negativos (50%) em relacdo aos
procedimentos limpos e limpos-contaminados, e a infeccdo do sitio cirurgico foi
observada apenas em dois pacientes do G2. Esse fato é esperado devido a maior taxa de
colonizacdo do sitio cirurgico superficial por bactérias com potencial patogénico em
cirurgias contaminadas, o que também predispde a ocorréncia de infeccdo do sitio
cirargico (Nelson 2011).

Os patogenos relatados nesse estudo sdo os de maior prevaléncia associados a
infeccdo do sitio cirdrgico em cdes (Suthar etal. 2014, Verwilghen & Ameet 2015, Andrade
et al. 2016). Espécies de Staphylococcus spp. sdo bactérias comensais da pele e mucosa de
seres humanos e animais (Brusselaers etal. 2011, Paul etal. 2011), o que justifica a grande
prevaléncia desses microrganismos nos isolados do sitio cirtrgico e das maos do cirurgiao
tanto no G1 quanto no G2 (Figura 2). S. pseudintermedius é espécie de SCoP comumente
encontrada em infecgdes cutdneas em cdes, enquanto S. aureus é comum em Seres
humanos. A espécie de SCoN mais frequentemente relatada em animais é S. epidermidis
(Brusselaers et al. 2011, Paul et al. 2012, Paul et al. 2012).

Nesse estudo observamos maior prevaléncia de SCoN (n=32/43, 74,42%) em
relacdo as SCoP (n=11/43, 25,58%), sendo que no G1 o indice de SCoN foi
significativamente maior do que o indice de SCoP (p<0,05), enquanto no G2 ndo houve
diferenca significativa (p>0,05; Quadro 3). Justifica-se a diferenca encontrada, pois
espécies de SCoN sao os patégenos oportunistas de maior prevaléncia na pele de cdes e
seres humanos, ndo estando normalmente associados a processos infecciosos em animais
imunocompetentes (Wu et al., 2016). Enquanto S. pseudointermedius sdao bactérias
frequentemente isoladas de piodermas profundos e superficiais em cdes, o que é
observado comumente no sitio cirurgico superficial em feridas contaminadas (FECAVA;
Guardabassi et al., 2004a; Howe e Boothe, 2006; Singh e Weese, 2017).

Espécies de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (SRM) sdo resistentes a
todos os farmacos da classe dos (-lactamicos devido a presenca do gene mecA (Bemis et
al. 2009, Wu etal. 2016, Naccache et al. 2019). A resisténcia a oxacilina, a qual pode indicar
a presenca fenotipica desse gene, foi maior em cepas de SCoN (90%) do que em cepas de
SCoP (64%), sendo este fato alarmante pois estas espécies tém se tornado potenciais
agentes patogénicos envolvidos em sepse nas unidades de terapia intensiva (UTI). Além
disso, sdao microrganismos associados a formacao de biofilme em implantes internos,
podendo acarretar em infec¢des pds-operatdrias em até um ano apds o procedimento
(Becker et al. 2014, Naccache et al. 2019). Becker et al. (2014) relataram que bactérias
SCoN presentes no ambiente hospitalar humano podem apresentar prevaléncia de até
89% de resisténcia a meticilina, o que foi observado no nosso estudo (Figura 2, Quadro
4).

Apesar da proporgao de resisténcia a cefazolina observada ser menor do que a de
oxacilina, as recomendagdes sdo que para cepas de Staphylococcus spp. que apresentem
resisténcia a oxacilina e/ou cefoxitina seja desconsiderado os resultados de sensibilidade
dos outros farmacos da classe 3-lactamicos devido a presencga sugestiva do gene mecA
(CLSI 2015, Bemis et al. 2009, Wu et al. 2016, Naccache et al. 2019). Sendo assim, o alto
indice de resisténcia a oxacilina em cepas isoladas do sitio cirurgico superficial em
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cirurgias limpas/limpas-contaminadas e cirurgias contaminadas pode acarretar em falha
da eficacia da profilaxia antimicrobiana nesses procedimentos, a qual é usualmente
realizada com a administracao de cefalosporinas de primeira e segunda gera¢do (Boothe
& Boothe 2015, Singh & Weese 2017).

A teicoplamina, farmaco da classe dos glicopeptideos, é utilizada nos testes de
sensibilidade antimicrobiana por disco difusdo como substituto a vancomicina (CLSI
2015). Os farmacos dessa classe sdo utilizados no tratamento de infec¢des graves por
bactérias Gram-positivas, sendo que cepas resistentes a teicoplamina frequentemente sdo
resistentes a vancomicina (Stogios & Savchenko 2020). Nos dados aqui expostos, a
proporg¢ao de resisténcia a teicoplamina foi semelhante nos isolados de SCoN (31%) e
SCoP (36%), porém foi significativamente menor nas cepas isoladas do ambiente (6,67 %)
em comparagdo as do sitio cirurgico (81,81%) (Quadro 4). Esse fato difere do relatado na
literatura, onde o ambiente é apontado como fonte de contaminacdo de bactérias
multirresistente (Balen et al. 2013, Cinquepalm et al. 2013, Gobbo et al. 2017) e também
difere do encontrado no nosso estudo, no qual a maioria das cepas isoladas no ambiente
apresentam taxa semelhante de resisténcia em relacdo as cepas isoladas do sitio cirargico
e da mao do cirurgiao (Quadro 4).

A clindamicina, fArmaco da classe das lincosaminas, tem sido utilizada como
alternativa aos (-lactamicos no tratamento de infec¢des por Staphylococcus spp., porém
pode ocorrer falha na terapia mesmo que os testes de sensibilidade in vitro sejam
positivos (Fiebelkorn et al. 2003; Fernandes et al. 2007). Esse fato ocorre devido a
presenca de variedades do gene erm, os quais codificam resisténcia aos antimicrobianos
macrolideos, lincosaminas e estreptogramina B, denominado fenétipo MLSy (Fernandes
et al. 2007). A deteccao desse fen6tipo pode ser sugerida por meio da realizagdo do teste
D nas avaliacdes de sensibilidade por disco difusdo. Nesse teste, um disco de 2pg de
clindamicina é aplicado a 15mm de um disco de 15pg de eritromicina. Considera-se
positivo quando ha resisténcia a eritromicina e sensibilidade a clindamicina, porém é
observado o achatamento do halo na borda préxima ao disco de eritromicina (Gold &
Lawhon 2013).

Observamos nesse trabalho, 86,04% de isolados de Staphylococcus spp. resistentes
a eritromicina e 58,14% resistentes a clindamina, sendo que 6,98% das cepas que
apresentaram resisténcia a eritromicina foram positivas no teste de inducao do fenotipo
MLSb. Esse indice é maior do que os relatados por Gold & Lawhon (2013) em isolados de
S. pseudointermedius no Texas (1,32% [8/608]), por Faires et al. (2009) na América do
Norte (0% [0/46]) e por Perreten et al. (2010) na Europa e América do Norte (1,9%
[2/103]). O indice de resisténcia a clindamicina foi semelhante ao descrito por Qekwana
et al. (2017) na Africa do Sul (51,8%) em Staphylococcus aureus. Esses fatos reforcam a
evidéncia de os indices de resisténcia antimicrobiana estarem relacionados ao perfil local
(WHO 2018).

A resisténcia as fluorquinolonas (Figura 2) esteve entre 54-91%, destacando-se a
resisténcia dos bastonetes Gram-negativos a enrofloxacina (91%). Esse farmaco,
pertencente a classe das fluorquinolonas, é importante no tratamento de infecgdes
causadas por enterobactérias e representa uma das poucas alternativas na terapia
antimicrobiana para cepas de Pseudomonas spp. (Papich 2013; Feng et al. 2019; Pang et
al. 2019). Seu uso é restrito veterinario, porém sua administracao indiscriminada pode
acarretar em resisténcia cruzada entre outros farmacos da mesma classe, os quais sao
frequentemente utilizados no tratamento de infeccdes em humanos (Barrasa et al. 2000;
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Papich 2013). Nesse estudo, observamos indices de resisténcia semelhantes entre
enrofloxacina (69-71%), levofloxacina (53-73%), ciprofloxacina (62-73%) e norfloxacina
(54-82%).

Bactérias da familia Enterobacteriacea colonizam o trato gastrointestinal de cdes e
seres humanos e a presenca desses patégenos no ambiente hospitalar ou em superficies
cutaneas pode indicar inadequada limpeza e desinfec¢do (Suthar et al. 2014; Drzewiecka
2016). Nesse estudo observamos que no G2 os isolados desses patégenos foram maiores
(13/35) do que no G1, no qual nao se observou nenhum isolado. As espécies mais
frequentes foram Proteus spp. (6/10; 60%), seguido de E. coli (3/10; 30%) e Salmonella
spp. (1/10; 10%).

A presenca dessas bactérias, principalmente Proteus spp., no sitio cirturgico apos
antissepsia e nas maos do cirurgido antes e ap6s a desinquinagao provavelmente decorre
de infeccdo cruzada e pode ser indicativo de falha na eficacia dos métodos de assepsia
(Drzewiecka 2016). Proteus spp. foi isolado em duas amostras das maos do cirurgido apos
a desinquinac¢do, sendo que uma dessas cepas foi isolada tanto de C2 quanto do sitio
cirargico no MI em um mesmo procedimento, reforcando a possibilidade de
contaminac¢do cruzada. Além de apenas diminuir e ndo eliminar totalmente a carga
bacteriana local, as composi¢des de clorexidina sdo mais eficazes contra bactérias Gram-
positivas do que Gram-negativas, o que pode justificar a persisténcia de enterobactérias
ap6s a aplicacao do biocida (Karpinski & Szkaradkiewicz 2015; Belo et al. 2018).

O principal mecanismo de resisténcia de enterobactérias aos [3-lactamicos é a
producdo de enzimas que acarretam na hidrolise de penicilinas, cefalosporinas e
aztreonam, denominadas (-lactamase de expectro extendido (ESBL-Extended-spectrum
beta-lactamase) (Laudy et al., 2017). Essas enzimas sdo inativadas pelos inibidores de 3-
lactamase e normalmente apresentam sensibilidade aos carbapenémicos (Laudy et al.
2017). Nos isolados de bastonetes Gram-negativos obtidos no presente estudo foi
observado 82% de resisténcia a cefotaxima. A resisténcia a esse farmaco pode ser
utilizada como teste de triagem para a detec¢do fenotipica da produc¢do de ESBL (CLSI
2015, Laudy et al. 2017).

Outro importante mecanismo de resisténcia em enterobactérias é a producao de
enzimas carbapenemases, o qual acarreta na resisténcia a todos os farmacos da classe dos
B-lactamicos (Seibert et al. 2014). Observamos 54% de resisténcia ao imipenem (Figura
2), sendo que a resisténcia a um farmaco da classe dos carbapenémicos frequentemente
indica resisténcia a todos os outros principios ativos dessa classe (Seibert et al. 2014).
Essa taxa é alarmante, pois esses medicamentos sao utilizados no tratamento de infec¢des
graves em seres humanos, além de ndo serem licenciados para o uso na medicina
veterinaria (Madec et al. 2017). Adicionalmente, os indices de multirresisténcia aos
antimicrobianos também foram altos nos nossos isolados de cocos Gram-positivos e
bastonetes Gram-negativos, sendo 88% em SCoN, 100% em SCoP e 77% em
enterobactérias (Figura 2).

Todos os sete pacientes com cultivo bacteriologico positivo para cocos Gram-
positivos e/ou bastonetes Gram-negativos e que os tutores declararam utilizacao prévia
de antimicrobianos sistémicos apresentaram pelo menos um isolado resistente aos
macrolideos, clindamicina, aminoglicosideos e a multiplas drogas. Esses resultados
podem ser relacionados a administracdo prévia de antimicrobianos, fator de risco para
colonizacdo persistente por bactérias resistentes (Rantala et al. 2004; Lawrence et al.
2013; Wedley et al. 2017). Além disso, os dois pacientes do G2 que desenvolveram
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infeccdo do sitio cirurgico no pds-operatorio apresentaram cepas resistentes aos [3-
lactamicos, quinolonas e multiplas drogas.

A presenca de bactérias multirresistentes em pacientes saudaveis e no ambiente é
frequentemente relatada na literatura (Chah et al. 2013; Priyantha et al. 2016, Dupouy et
al. 2019; Ortega-Paredes et al. 2019), assim como a possibilidade de transmissao dessas
cepas aos médicos veterinarios (Paul et al. 2011; Rodrigues et al. 2017). Dessa forma, a
colonizacdo de pacientes, profissionais de sadde e ambiente cirdrgico por cepas
multirresistentes, destacando-se espécies de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina
e enterobactérias ESBL e produtoras de carbapenemases, representam grande risco ao
paciente, em decorréncia a falha no tratamento, e a satide publica, pois sdo importantes
fontes silenciosas de infeccdo (Guardabassi et al. 2004a; Guardabassi et al. 2004b, Becker
et al. 2014; Suthar et al. 2014). Além disso, esses agentes patogénicos sdo considerados
de prioridade alta e critica na medicina humana e necessitam, urgentemente, de
desenvolvimento de novos farmacos eficazes para o tratamento dessas infeccdes
(McEwen & Collignon 2018).

E importante enfatizar que, apesar do niimero de amostras ser alto (n=150), a
quantidade de procedimentos nos quais foram obtidas as amostras foi pequeno no G1
(n=20) e, principalmente, no G2 (n=10), o que pode sugestionar a comparagdo entre
grupos. Apesar dos testes morfologicos e bioquimicos ndo serem a alternativa mais
sensivel para diagndstico das espécies e estirpes bacterianas, esses sdo financeiramente
viaveis e tecnicamente mais simples do que as provas moleculares (p. ex.: reagdo em
cadeia da polimerase, sequenciamento da regidao 16S do rRNA, eletroforese de campo
pulsado) (Ribot et al. 2006, Woo et al. 2008; Srinivasan et al., 2015). Dessa forma, os
resultados obtidos pelo cultivo microbiolégico e antibiograma sao importantes para o
direcionamento da conduta clinica. Além disso, o registro dessas informagdes é essencial
para a formacao de base de dados epidemioldgicos que contribuirdo no desenvolvimento
de um programa de gestdo antimicrobiana no referido hospital veterinario, além de
representar fonte para vigilancia epidemioldgica no contexto de saude unica.

CONCLUSAO

No nosso estudo, a prevaléncia de MRSCoN (90%) e bastonetes Gram-negativos
resistentes a cefotaxima (82%) foram altas. Além disso, observamos alta proporc¢ao de
resisténcia a farmacos utilizados para tratar infec¢bes graves em humanos, como a
teicoplamina (31-36%) e imipenem (54%). Os indices MDR dos isolados foram superiores
a 77% para cada grupo de bactérias isoladas. Esses altos indices sdo alarmantes, pois os
géneros de bactérias identificados no nosso estudo sao comuns na infec¢do do sitio
cirargico pds-operatorio e em UTIs humanas e veterinarias. Além do alto potencial de
falha na terapia devido a infec¢do por bactérias multirresistentes, observamos o ambiente
cirargico veterinario como potencial reservatorio e disseminador desses patdégenos,
principalmente em relagdo a bactérias comunitarias, como SRM. Mais estudos estdao sendo
realizados para confirmar possivel compartilhamento de estirpes bacterianas entre
profissionais veterindrios, pacientes e ambiente cirirgico no nosso hospital veterinario.

Reforga-se a necessidade de estratégias de controle e prevencdo na transmissdo de
bactérias multirresistentes nas unidades de saide que abordem o tema de acordo com o
contexto de saude unica, incluindo a medicina veterinaria como importante pilar na
ascendéncia dessa ameaca.
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CAPITULO 3 - Consideracdes finais

1. Ciéncia pra quem?

A ciéncia nada mais é do que um caminho no qual pensamos a ngés proprios, a
nossa humanidade, a nossa sociedade e o nosso mundo, revendo ideias e ideologias,
exercendo critica ao pensamento dominante e questionando todos os aspectos
contemporaneos, seja social, politico, humano, ambiental, cultural, cientifico,
tecnologico ou filoséfico, para que surjam estratégias para superar nossos desafios.
Pode ser genial, porém pode ser cega e débil quando ndo houver consciéncia para
favorecer a emancipacdo dos nossos saberes. A ciéncia com consciéncia é
Revolucéo.?

Nao ha desenvolvimento cientifico verdadeiro se ndo houver simultaneamente
desenvolvimento humano. E nesse contexto, a area por onde escolhi caminhar na
pesquisa cientifica me remete integralmente a isso: Qual o impacto real do
desenvolvimento de farmacos de Ultima geracdo para tratamentos criticos se néo
evoluirmos em educacao e conscientizacao?

Enquanto focamos a maioria dos nossos esforcos em descobertas grandiosas,
abandonamos as medidas basicas de prevencdo. A resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos nos faz confrontar com o resultado dessas acfes. Esses pequenos
microrganismos, 0S quais muitos considerariam insignificantes, representam
atualmente um dos maiores desafios mundiais. O nosso desenvolvimento cientifico é
infinitamente mais lento do que a capacidade de replicacao e adaptacao desses seres.

Entre recentes ondas de intolerAncia mundial, as bactérias colocam as
barreiras criadas por nés no chdo. Nado ha fronteiras para elas, atravessam mares e
muros, e isso nos faz lembrar que o desenvolvimento de todos os paises precisa
ocorrer de forma sincronizada. Habitamos o mesmo planeta.

Além disso, colocam profissionais da saude em confronto com seu ego quando,
em pleno século XXI, ficamos impotentes diante de um paciente com infeccéo
sanguinea causada por espécies de bactérias resistentes a todos farmacos
antimicrobianos disponiveis para uso clinico. Repensar a cultura do uso

indiscriminado de antimicrobianos e compreender a importancia da medicina

“Ciéncia com consciéncia” de Edgar Morin, 1982.
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preventiva na promocdo da saude humana, animal e ambiental € o Unico caminho
possivel para que possamos sobreviver as “superbactérias”. Descontruir tradigdes e
conscientizar profissionais, estudantes e populacao, unindo esforgos globais para o

desenvolvimento sociocultural, € o caminho que precisamos trilhar.

2. A triade da universidade publica

A universidade publica vai muito além de um simples espaco de aquisicdo de
saberes e formacao profissional, ela deve ser ambiente propicio para transformacéo
social. Nesse sentido, temos como pilares o ensino, a pesquisa e a extensao, 0s quais
devem se articular permanentemente para que o desenvolvimento cientifico e
tecnologico seja gerado em harmonia com nosso contexto social.

A pesquisa cientifica aprimora e produz novos conhecimentos, acarretando no
desenvolvimento social, cientifico e tecnoldgico. O ensino transmite o conhecimento
produzido, difundindo esse conhecimento entre alunos com o objetivo de formacao
profissional. Além disso, o ensino mantém ativo a horizontalidade da educagéo entre
educadores e educandos, repensando e aprimorando o conhecimento pré-existente.

A extensdo universitaria representa importante instrumento de articulacao entre
0 ensino e a pesquisa, fortalecendo os lacos e derrubando muros entre a comunidade
cientifica e a sociedade. Para produzirmos ciéncia aplicavel e consciente precisamos
fortalecer esse pilar para levantar demandas e propor solucdes para problemas
eminentes relacionados a todos setores da sociedade. Esses trés eixos sédo
interdependentes e necessitam de sincronicidade para que possamos democratizar o

conhecimento.

3. A triade da saude Unica

O termo Saude Unica é definido como “esforgos colaborativos de professionais
de multiplas areas de ciéncias da saude, trabalhando localmente, nacionalmente e
globalmente, buscando atingir condicbes oOtimas de saude para pessoas, animais,

plantas e o0 meio-ambiente.”

2McEwen S.A. & Collignon P.J. 2018. Antimicrobial Resistance: a One Health Perspective. Microbiology
Spectrum 6(2):1-26.
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Dessa forma, sabe-se que as areas de saude humana, animal e ambiental sdo
indissociaveis. As estratégias adotadas precisam considerar atuacdes integradas nos
diversos setores globalmente, mas considerando o contexto epidemiolégico, social,
econdmico e cultural de cada local. Para avancarmos no combate a resisténcia
antimicrobiana precisamos considerar, indispensavelmente, a triade da saude Unica.

E a vigilancia epidemiolégica é importante instrumento para n0SSO SUcCesso.

4. Desafios da pesquisa

A pesquisa relacionada a resisténcia bacteriana exige comunicacao e relacao
entre profissionais de diversos setores e areas de conhecimento. Para supera-lo
buscamos constituir uma equipe multidisciplinar composta por microbiologistas,
cirurgides e clinicos de pequenos animais. Dessa forma, articulamos o conhecimento
para melhor analise e discussao dos resultados.

Outra limitac&o esta relacionada ao costume de prescricdo de antimicrobianos
presentes na instituicdo, o que dificulta a padronizacdo na profilaxia cirdrgica
antimicrobiana peri-operatoria. A falta de protocolos de controle de infeccao hospitalar
e/ou cirlrgica e conscientizacdo sobre o impacto do uso indiscriminado de
antimicrobianos €, sem duvidas, o maior desafio na implementacédo de um sistema de
gestdo de antimicrobianos e na pesquisa epidemiolégica. Esse fato pode afetar os
resultados obtidos nesse estudo, principalmente referente a infec¢ao cirtrgica pés-
operatoria. Para minimizar essas variaveis foi importante a comunicacdo com a equipe
cirdrgica para padronizacdo da antissepsia do sitio cirirgico, porém a prescricao pos-

operatoria de antimicrobianos variou de acordo com a conduta de cada profissional.

5. AplicacOes e impacto da pesquisa

O estudo realizado foi importante para iniciar discussdo sobre a atual
emergéncia do tema e, principalmente, para repensar as condutas terapéuticas no
hospital veterinario.

No ambito do ensino foram realizadas pela discente, durante a vigéncia do
projeto de pesquisa, aulas e palestras expositivas para alunos, pés-graduandos e
profissionais sobre uso de antimicrobianos na rotina clinica e cirargica e seu impacto

na saude publica.
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A mestranda também realizou levantamento do perfil de resisténcia de
bactérias isoladas no hospital veterinario durante os anos de 2016-2017, além de

colaborar em projetos paralelos de iniciacéo cientifica e mestrado na respectiva area.

6. Concluséao

Toda pesquisa cientifica desenvolvida precisa abordar o tema de forma ampla
e interdisciplinar para que os resultados obtidos possam ser aplicados com o objetivo
de aprimorar o desenvolvimento social, cientifico e tecnolégico da sociedade no qual

estamos inseridos.
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APENDICE A

40

Tabela 1A. Cocos Gram-positivos e bastonetes Gram-negativos isolados do ambiente e
sitio cirargico de cdes no transoperatoério de cirurgias limpas e limpas contaminadas, das
maos do cirurgiao, antes e ap6s a desinquinacao, e do sitio cirtirgico no pds-operatorio.

Procedimento Momento Microrganismo
1 - -
2 - -
3 Ambiente SCoN
4 - -
5 MF SCoN
6 Ambiente SCoN
MF SCoN
7 Ambiente SCoN
C1 SCoN
8 MF SCoP
9 - -
10 Ambiente SCoN
C1 SCoN
11 - -
12 - -
13 - -
14 Ambiente SCoN
C1 SCoP
15 Ambiente SCoN, Pseudomonas spp.
16 - -
17 - -
18 Ambiente SCoN
C1 SCoN
19 Ambiente SCoN
MF SCoN
C1 SCoN
20 Ambiente SCoN
MF SCoN
C1 SCoN
21

*Legenda: Staphylococcus coagulase negativa (SCON); Staphylococcus coagulase positiva
(SCOP); Momento 1 (M1); Momento 2 (M2); Momento 3 (M3); Momento 4 (M4); Maos do
cirurgido antes da desinquinac¢do (C1); Maos do cirurgido depois da desinquinacgao (C2).
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Tabela 2A. Cocos Gram-positivos e bastonetes Gram-negativos isolados do ambiente e
sitio cirtrgico de caes no transoperatério de cirurgias contaminadas, das maos do
cirurgiao, antes e apds a desinquinacao, e do sitio cirurgico no pos-operatorio.

Procedimento Momento Microrganismo
1 Ambiente SCoP, Proteus spp.
MI SCoN, E. coli, Proteus spp., Klebsiella spp.
MF SCoN
2 Ambiente SCoN
MI SCoN, SCoP
MF SCoN, SCoP
C1 SCoN
3 MI SCoN
MF SCoN
C1 Salmonella spp., Proteus spp.
C2 Proteus spp.
4 MI Proteus spp.
C2 Proteus spp.
5 C1 Pseudomonas spp.
6 Ambiente SCoN
MF SCoP
7 Ambiente SCoN
MI SCoP
MF SCoP
C1 SCoN
8 Ambiente SCoN
9 - -
10 Ambiente SCoP
MI SCoN, SCoP, E. coli
MF SCoN, SCoP E. coli
C1 SCoN
40

*Legenda: Staphylococcus coagulase negativa (SCON); Staphylococcus coagulase positiva
(SCOP); Momento 1 (M1); Momento 2 (M2); Momento 3 (M3); Momento 4 (M4); Maos do
cirurgido antes da desinquinac¢do (C1); Maos do cirurgido depois da desinquinac¢ao (C2).
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Tabela 3A. Numero de isolados e propor¢do de resisténcia de Cocos Gram-positivos e bastonetes
Gram-negativos isolados do ambiente e sitio cirdrgico de cdes no transoperatério e das maos do
cirurgiao, antes e apds a desinquinacgado, para cada farmaco antimicrobiano testado.

Antimicrobiano BGNeg SCoP SCoN Total
N R N R N R N R
Azitromicina 11 45% 11 73% 32 88% 54 76%
Eritromicina 0 - 11 73% 32 91% 43 86%
Clindamicina 11 100% 11 73% 32 53% 54 67%
Peniclina 0 - 11 82% 32 81% 43 81%
Amoxacilina 11 64% 0 - 0 - 11 64%
Amoxacilina + acido 11 27% 11  55% 32  31% 54  35%
clavulanico
Ampicilina 11 55% 11 91% 32 75% 54 74%
Ampicilina+sulbactam 11 64% 0 - 0 - 11 64%
Oxacilina 11 100% 11 64% 32 90% 54 87%
Cefalexina 11 64% 11 45% 32 44% 54 48%
Cefazolina 11 64% 11 45% 32 44% 54 48%
Cefoxitina 11 55% 11 55% 32 75% 54 67%
Ceftriaxona 11 45% 0 - 0 - 11 45%
Ceftazidima 13 77% 0 - 0 - 13 77%
Cefotaxima 11 82% 0 - 0 - 11 82%
Imipenem 13 54% 0 - 0 - 13 54%
Enrofloxacina 13 77% 11 91% 32 69% 56 75%
Levofloaxacina 13 58% 11 73% 32 56% 56 60%
Ciprofloxacina 13 62% 11 73% 32 63% 56 64%
Norfloxacina 11 54% 11 82% 32 69% 56 68%
Gentamicina 11 38% 11 73% 32 50% 56 52%
Amicacina 11 54% 0 45% 32 34% 56 41%
Teicoplamina 0 - 0 36% 32 31% 45 36%
Tetraciclina 11 82% 11 73% 32 69% 54 72%
Sulfatiazina+trimetoprim 11 18% 11 82% 32 44% 54 46%
Cloranfenicol 11 27% 11 55% 32 34% 54 37%

*Legenda: Farmacos inativos em mais de 50% das bactérias isoladas (vermelho); fadrmacos
inativos entre 10 e 50% das bactérias isoladas (laranja); farmacos inativos em menos de 10% das
bactérias isoladas (verde). Bastonetes Gram-negativos (BGNeg); Staphylococcus coagulase
negativa (SCoN); Staphylococcus coagulase positiva (SCoP).



