UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS — CAMPUS UMUARAMA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUCAO SUSTENTAVEL E
SAUDE ANIMAL

GIOVANA HASHIMOTO NAKADOMARI

DETECCAO FENO:I'I'PICA DE BAQTERIAS AMBIENTAIS MULTIRRESISTENTES
DE IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA ISOLADAS DO HOSPITAL
VETERINARIO UNIVERSITARIO DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA

UMUARAMA
Janeiro/2022



GIOVANA HASHIMOTO NAKADOMARI

DETECCAO FENO:I'[PICA DE BACTERIAS AMBIENTAIS MULTIRRESISTENTES
DE IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA ISOLADAS DO HOSPITAL )
VETERINARIO UNIVERSITARIO DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Producdo Sustentavel e
Saude Animal da Universidade Estadual
de Maringad para obtencdo do grau de
Mestre.

Orientadora: Profa. Dra. Sheila Rezler
Wosiacki

UMUARAMA
Janeiro/2022



FOLHA DE APROVACAO

GIOVANA HASHIMOTO NAKADOMARI

DETECCAO FENO:I'[PICA DE BAQTERIAS AMBIENTAIS MULTIRRESISTENTES
DE IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA ISOLADAS DO HOSPITAL
VETERINARIO UNIVERSITARIO DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA

Dissertacao apresentada ao Programa de Pds-Graduacao em Producdo Sustentavel
e Saude Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de Maringa,
como requisito parcial para obtencédo do titulo de Mestre em Medicina Veterinaria pela

Comisséo Julgadora composta pelos membros:

COMISSAO JULGADORA

Profa. Dra. Sheila Rezler Wosiacki

Universidade Estadual de Maringa (Presidente)

Prof. Dr. Rodrigo Garcia Motta

Universidade Estadual de Maringa (Membro)

Prof. Dr. Ricardo Antonio Pilegi Sfaciotte

Universidade do Estado de Santa Catarina (Membro)
Aprovada em: de de 2022.

Local da qualificagéo: ambiente virtual (reuni&o on-line)



RESUMO

A resisténcia antimicrobiana tem como causa principal o uso indiscriminado de
antimicrobianos tanto na medicina veterinaria como na medicina humana. O
monitoramento constante dos ambientes hospitalares e a identificacdo de bactérias
resistentes, seja isoladas de pacientes, funcionarios ou ambiente, sdo medidas que
devem ser adotadas para prevencao e controle de infecgbes hospitalares, além de
impedir a disseminacao dessas bactérias para a comunidade. Assim, 0 objetivo deste
estudo foi detectar bactérias ambientais multirresistentes de importancia em saude
publica isoladas de ambientes do Hospital Veterinario Universitario da Universidade
Estadual de Maring& nos anos de 2017 e 2018, bem como relatar o perfil de resisténcia
antimicrobiana dos grupos bacterianos isolados e mapear os ambientes do hospital
veterinario que podem atuar como possiveis fontes de bactérias multirresistentes.
Foram realizados swabs de diferentes superficies, compreendendo parede, moveis,
macanetas, chao e gaiolas e pias quando presente, de 15 ambientes hospitalares no
ano de 2017 e 23 ambientes no ano de 2018 para deteccdo de Staphylococcus spp.,
Enterococcus spp., bactérias produtoras de ESBL e carbapenemases. Apos o periodo
de incubacéo, os isolados foram submetidos a avaliacdo morfotinturial, identificacéo
bioquimica e teste de suscetibilidade antimicrobiana. Ao todo foram isolados 60 cepas
bacterianas nas duas coletas, sendo 23 cepas em 2017 e 37 cepas em 2018. Pelo
menos um dos microrganismos de interesse estavam presentes em 73,33% e 82,61%
dos ambientes pesquisados para o0 ano de 2017 e 2018, respectivamente. Os
ambientes que apresentaram maior niumero de isolados foram considerados areas de
alto trafego de pessoas e animais, como os ambientes Internamento da Médica,
Recepcédo, Copa, Banheiros e Sala da Residéncia. Apenas o ambiente da Farmacia
nao apresentou nenhuma das bactérias de interesse nos anos pesquisados. Diante
desses resultados sao necessarias intervencgdes eficazes no ambiente hospitalar, que
devem se concentrar em medidas de higiene, como boas praticas de antissepsia das
maos dos funcionarios e visitantes, bem como em protocolos sistematicos de limpeza
e desinfeccdo englobando todos os locais do ambiente hospitalar.

Palavras-chave: resisténcia antimicrobiana, infecgcdo nosocomial, hospital veterinario



ABSTRACT

Antimicrobial resistance has as its main cause the indiscriminate use of antimicrobials
in both veterinary and human medicine. Constant monitoring and identification of
resistant bacteria, whether isolated from patients, employees or environments that
must be adopted for the prevention and control of hospital infections, in addition to
preventing the spread of these bacteria to the community. Thus, the objective of this
study was to detect multidrug-resistant environmental bacteria of importance in public
health isolated from State University environments of the Hospital Veterinario
Universitario da Maringa in the years 2017 and well resistance in the years 2018,
related to the profile of isolated antimicrobial groups and map the from the veterinary
hospital that can act as possible sources of multidrug-resistant bacteria. 15 outdoor
areas were created in 2017 and 23 environments were created in the year of detection
of Staphylococcus spp. of ESBL and carbapenemases. After the incubation period, the
isolates were selected for morphotintural evaluation, biochemical identification and
antimicrobial susceptibility testing. In all, 60 bacterial strains were isolated in the two
collections, 23 strains in 2017 and 37 strains in 2018. At least one of the
microorganisms of interest were present in 73.33% and 82.61% of the environments
surveyed for the year of 2017 and 2018, respectively. The environments with the
highest number of isolates were considered areas of high traffic of people and animals,
such as the Physician's Hospitalization, Reception, Pantry, Bathrooms and Residence
Room environments. Only the Pharmacy environment did not present any of the
bacteria of interest in the years surveyed. These results are effectively implemented in
the hospital environment, which should be focused on hygiene, such as measures of
antisepsis measures of the employees' hands and visits, encompassing as well as the
systematic protocols of cleaning and disinfection in the hospital environment.

Keywords: antimicrobial resistance, nosocomial infection, veterinary hospital
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1. INTRODUCAO

s

O surgimento de cepas bacterianas multirresistentes é resultado do uso
incorreto dos antimicrobianos e também da capacidade das bactérias em disseminar
genes de resisténcia. As consequéncias deste fendmeno, como por exemplo a falha
no tratamento de infeccdes bacterianas € um problema tanto para animais como para
humanos. Falhas nos programas de controle de infeccédo hospitalar também podem
resultar em microrganismos resistentes além de facilitar a sua propagacao dentro de
ambientes hospitalares. Os principais microrganismos multirresistentes causadores
de infeccOes hospitalares sao: Staphylococcus meticilina resistente (MRS),
Enterococcus vancomicina resistente (VRE), bactérias Gram-negativas produtoras de
beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) e bactérias produtoras de
carbapenemases. Todos estes sdo microrganismos capazes de adquirir e doar genes
de resisténcia com facilidade, podendo acumular diversos genes que promovem
resisténcia a diversas classes de antimicrobianos.

Em se tratando de ambiente hospitalar veterinario, além dos animais e dos
proprios médicos veterinarios e funcionarios, o ambiente hospitalar pode funcionar
como uma importante fonte de bactérias resistentes, que podem ser veiculadas para
outros locais, pacientes e tutores, além da possibilidade de serem transportadas para
fora do ambiente hospitalar. Por isso, praticas de higiene e desinfeccdo devem ser
adotadas rotineiramente em todos os ambientes hospitalares, com a finalidade de
reduzir a possibilidade de sobrevivéncia dessas bactérias e sua disseminacao.

Assim, a identificacdo de bactérias multirresistentes e seu perfil de resisténcia
sdo importantes para evitar a transmissdo de infeccdo nosocomial, propagacédo de

genes de resisténcia, e também sua propagacdo na comunidade.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Enterococcus spp.

As bactérias do género Enterococcus spp., familia Enterococcaceae, séo
caracterizadas morfologicamente como cocos Gram-positivos, nao-esporulados,
apresentando-se isolados, em pares ou cadeias curtas, sendo a maioria oxidase e
catalase-negativa (BYAPPANAHALLI et al., 2012; FOULQUIE MORENO et al., 2006).
E um microrganismo ubiquo, comensal da microbiota intestinal de vertebrados e
invertebrados, e ja foi isolado a partir do solo, 4gua, esgoto, plantas, alimentos, além
de ser encontrado em ambientes contaminados por fezes de humanos (CARVALHO
etal., 2006; GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019; HUGAS; GARRIGA; AYMERICH, 2003;
KIM et al., 2016; MULLER et al., 2001; NASER et al., 2005; NIEMI et al., 2012).

S&0 organismos extremamente resistentes e suportam amplas faixas de
temperatura (10 a 45°C) e pH (4,4 a 9,6), ambientes hipertdnicos com 6,5% de cloreto
de sodio, hidrolisam esculina e crescem em meio contendo 40% de bile, e suportam
condicbes de dessecacdo (60°C por até 30 minutos) (ALl et al.,, 2014; FISHER;
PHILLIPS, 2009; MESSER; DUFOUR, 1998; MORAES et al., 2012). A temperatura
Otima de crescimento é entre 30 a 35°C por 18 a 24 horas em agar BHI (Brain Heart
Infusion) em aerobiose, e pH 6timo de 7,5 (GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019;
MURRAY, B. E., 1990; VAN DEN BERGHE; DE WINTER; DE VUYST, 2006).
Também sado capazes de crescer em anaerobiose (DOMIG; MAYER; KNEIFEL, 2003),
sendo considerado um microrganismo anaerobio facultativo (ALI et al., 2014). Podem
ser hemoliticos (hemdlise alfa ou beta) ou ndo-hemoliticos em agar sangue (DOMIG;
MAYER; KNEIFEL, 2003).

Foram considerados, por muitos anos, microrganismos pouco importantes
clinicamente, mas em pouco tempo se tornaram um importante patégeno tanto na
medicina humana quanto na veterinaria (LEE et al., 2003; SUKMAWINATA et al.,
2018). As principais espécies de importancia clinica em humanos e animais sao
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, importantes causadores de infec¢oes
nosocomiais (ALI et al., 2014; GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019; MURRAY, B. E.,
1990; OSSIPRANDI et al., 2008; RATHNAYAKE; HARGREAVES; HUYGENS, 2011;
SUKMAWINATA et al., 2018; THU et al., 2019). Mesmo presente como comensais do



trato gastrointestinal de humanos e animais saudaveis (BLAKE; SUCHODOLSKI,
2016; GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019), Enterococcus spp. podem atuar como
oportunistas, causando infeccbes em pacientes hospitalizados devido a sua
capacidade em sobreviver e adaptar-se ao ambiente hospitalar. Adicionando-se a
essas caracteristicas a capacidade de evadir o sistema imune, de ligar-se a células
hospedeiras e materiais inertes, capacidade de formar biofilmes e resisténcia
intrinseca e adquirida, todos esses fatores aumentam seu potencial patogénico
(GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019; MOHAMED; HUANG, 2007). Podem estar
presentes em feridas, causar infecgbes do trato urinario, meningites, endocardite,
bacteremia, osteomielite e infec¢gBes cirirgicas (BEGANOVIC et al., 2018; LINDEN,
2007).

Esse género merece destaque por sua resisténcia antimicrobiana, geralmente
resultado de um dos mecanismos: modificagdo do alvo, alteracbes que afetam o
acesso da droga a célula-alvo ou inativacdo enzimatica (ECONOMOU et al., 2017).
Possui resisténcia intrinseca, também chamada de constitutiva, o que torna o
tratamento dificil, sendo observado para penicilinas, sulfonamidas, lincosamidas e
aminoglicosideos (baixo nivel) (GIRAFFA; GIORGIO, 2002). Possui resisténcia
adquirida, o que explica seu surgimento como patégeno nosocomial importante devido
a possibilidade de transferéncia de genes de resisténcia (LEBRETON; SCHAIK;
MANSON, 2013; LEE et al., 2003; MILLER; MUNITA; ARIAS, 2014; SUKMAWINATA
et al., 2018; VAN DEN BOGAARD; STOBBERINGH, 2000). Exemplos de resisténcia
adquirida é observada para penicilina e ampicilina, aminoglicosideos (alto nivel) e
glicopeptideos, especialmente a vancomicina (ECONOMOU et al.,, 2017). A
resisténcia adquirida ocorre por aquisicdo de elementos genéticos méveis, como
transposons ou plasmideos, ou por troca de cromossomos e mutacdes (GUERRERO-
RAMOS et al., 2016). Dentro da resisténcia adquirida, os enterococos resistentes a
vancomicina (VRE) sdo a maior preocupacao e hoje um grande desafio, pois sao
altamente resistentes a todas as drogas utilizadas no tratamento convencional de
infec¢des enterococicas (GIRAFFA; GIORGIO, 2002). A vancomicina era considerado
um medicamento “de ultima escolha”, utilizada no tratamento de infecgcdo por

enterococos resistentes a aminoglicosideos, porém, devido ao seu uso indiscriminado
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no inicio de 1980, logo cepas VRE foram relatadas e estdo disseminadas
mundialmente (BRAIEK; SMAOUI, 2019; LEVINE, 2006; MURRAY, B.E., 2000).

Devido a multirresisténcia, principalmente as infeccdes por VRE sao
relacionadas com maior tempo de hospitalizacdo, aumento dos custos do tratamento
e mortalidade (CHIANG et al., 2016; GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019). O manejo
desses pacientes também se torna complicado pelo custo do tratamento, necessidade
de salas de isolamento e precaucfes de contato, limpeza e desinfeccdo (OLIVEIRA
et al., 2020).

2.2 Staphylococcus spp

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, catalase-
positivos, anaerobicos facultativos (SHOEN et al., 2019). S8o organismos comensais
da pele e mucosas de humanos e animais (KLUYTMANS; VAN BELKUM,;
VERBRUGH, 1997). Staphylococcus aureus é o isolado com maior frequéncia em
humanos, e em cdes e gatos é isolado principalmente o Staphylococcus
pseudintermedius (BIEROWIEC; KATARZYNA; RYPU, 2016; FEBLER et al., 2018;
GRONTHAL et al., 2017; WALTHER et al., 2012).

O surgimento de Staphylococcus resistentes a meticilina (MRS) é altamente
preocupante. A resisténcia a meticilina é conferida pela presenca do gene mecA e
mecC, que codifica uma proteina de ligacdo a penicilina alterada (PBP2a ou PBP2’),
que possui baixa afinidade para os antimicrobianos beta-lactamicos (ORTIZ-DIEZ et
al., 2020; UBUKATA et al., 1989).

MRS é um importante patbgeno nosocomial que pode ser transmitido entre
animais e humanos, e é uma preocupacao emergente tanto na medicina humana
como na veterinaria (HANSELMAN et al., 2006; ISHIHARA et al., 2010). E responsavel
por uma ampla diversidade de infecgbes em todo o mundo, variando de infec¢cbes
leves de pele a doengas que podem levar ao 6bito (AIRES-DE-SOUSA, 2017). O
transporte assintomatico dessa bactéria € um fator de risco para o estabelecimento
de infeccéo, que inicia a partir da colonizacdo e depende de diversos fatores como
fatores ambientais, bacterianos e do hospedeiro (VERHOEVEN et al., 2014). Em

veterinaria sdo tidos como fatores de risco para infeccdo por MRS a duragcédo da
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internacdo, animais submetidos a procedimentos cirargicos e uso de antimicrobianos
anteriormente (BALEN et al., 2013).

Staphylococcus aureus embora seja comumente encontrado em humanos e
animais, em cées e gatos as infec¢gdes por S. pseudintermedius resistente a meticilina
(MRSP) sado mais prevalentes (DALEY et al., 2016). No entanto, devido a sua
caracteristica zoonotica, a transmissdo de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) e MRSP entre animais de estimacéo e humanos e vice- versa ja foi
descrito (GOODACRE et al., 1997; GUARDABASSI; LOEBER; JACOBSON, 2004;
MORRIS et al., 2010; O’'MAHONY et al., 2005; ORTIZ-DIEZ et al., 2020; WEESE, J.
S. et al., 2006; WORTHING et al., 2017), inclusive dentro de ambientes veterinarios
(HANSELMAN et al., 2006).

MRSP ja foi encontrado colonizando veterinarios e animais doentes e pessoas
portadoras podem carregar e disseminar MRSA e/ou MRSP, que sao resistentes a
multiplos agentes antimicrobianos e que podem se disseminar nas superficies
ambientais de hospitais veterinarios e instrumentos médicos (FEBLER et al., 2018;
GOODACRE et al., 1997). Assim, sabe-se que existe um ciclo de transmissdo
dindmica desse patdgeno em hospitais veterinarios semelhante ao que ocorre em
ambientes hospitalares humanos (HELLER et al., 2009; LOEFFLER et al., 2005).

Uma vez que had uma troca de MRSA e MRSP em ambas dire¢6es entre
humanos e animais, nas quais o ambiente também pode estar envolvido, € importante
rastrear 0os animais, veterinarios e o ambiente hospitalar para a presenca de tais
agentes. O monitoramento de MRS deve ser promovido em programas de vigilancia
veterinaria sobre resisténcia antimicrobiana a fim de esclarecer sobre a possivel
contribuicdo dos animais de companhia para a propagacdo de MRS (LOEFFLER et
al., 2005), e a coleta de informacfes sobre sua epidemiologia € uma ferramenta util
para o planejamento de programas de controle de infeccdo (ROUDAUD; ALLANO,
2018).

2.3 BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

As bactérias Gram-negativas também séo importantes patdbgenos nosocomiais,

frequentemente isoladas causando infeccbes do trato urinario, trato respiratorio
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inferior e feridas cirdrgicas. Com o aumento do uso de farmacos beta-lactamicos,
consequentemente houve o desenvolvimento de resisténcia mediada por varias beta-
lactamases, incluindo a ESBLs (beta-lactamase de espectro estendido), que sdo um
grupo amplo e heterogéneo de enzimas bacterianas que hidrolisam a estrutura do anel
beta-lactamico, conferindo resisténcia a essa classe de antimicrobianos, incluindo
penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos (ROYDEN et al., 2019; WALTHER,;
TEDIN; LUBKE-BECKER, 2017). Entretanto, essa resisténcia ndo se estende as
cefamicinas e aos carbapenémicos, e sédo inibidos por inibidores de beta-lactamase,
como o acido clavulanico e tazobactam (LIVERMORE, 1995; PATERSON; BONOMO,
2005).

Genes ESBL podem ser facilmente transferidos horizontalmente para outras
espécies bacterianas devido a sua localizacdo em plasmideos conjugativos ou
integrons, especialmente devido a pressdo de selecdo exercida pelo antibidtico
(DENNESEN; BONTEN; WEINSTEIN, 1998) e resultar em bactérias com fenétipos
multirresistentes (ROYDEN et al.,, 2019). A maioria das ESBLs, atualmente
conhecidas sdo das familias TEM, SHV-1 e CTX-M (COQUE et al., 2008; BUSH e
JACOBY, 2010).

Os carbapenémicos sdo considerados medicamentos de amplo espectro e de
ultima escolha para o tratamento de infec¢Bes causadas bactérias multirresistentes,
incluindo as infeccbes causadas por ESBLs (PATERSON; BONOMO, 2005). Seu
mecanismo de acao consiste na sua ligacdo com as proteinas bacterianas de ligacéo
a penicilina (PBPs), que promovem o alongamento e a ligacao do peptideoglicano da
parede celular, levando a lise bacteriana (PAPP-WALLACE et al., 2011). Assim, outra
resisténcia importante em bactérias Gram-negativas envolve a producdo de uma
enzima chamada carbapenemase, uma beta-lactamase capaz de hidrolisar todos os
farmacos beta-lactamicos, incluindo os carbapenémicos (PRESTINACI; PEZZOTTI;
PANTOSTI, 2015), resultando em infec¢des potencialmente letais.

A transmissdo de genes codificadores de enzimas carbapenemases entre
bactérias pode ocorrer entre humanos e animais, e em niveis hospitalares o meio
ambiente tem papel reconhecido na transmisséo cruzada (FERNANDO; GRAY;
GOTTLIEB, 2017), constituindo também uma preocupacdo de saude publica
(TAGGAR et al.,, 2020). As carbapenemases mais importantes sdo: Klebsiella
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pneumoniae carbapenemase (KPC), as oxacilinases— 48 (OXA-48), as metalo-beta-
lactamase zinco-dependentes (VIM, IMP e NDM) (NORDMANN, P.; NAAS; POIREL,
2011), e a AmpC, que é uma cefalosporinase associada a perda de porina
(NORDMANN, P et al., 2012).

2.4 INFECCOES NOSOCOMIAIS E ONE HEALTH

InfeccBes nosocomiais sao definidas como aquelas adquiridas em hospitais ou
associadas a eles, ndo sendo o motivo primario da internacdo do paciente. S&o
responsaveis por ocasionar altos indices de morbimortalidade, e além da possibilidade
de Obito, séo observados elevagéo dos custos financeiros dispendidos pelos hospitais
e pacientes e extenséo no tempo de internamento do paciente (BREATHNACH, 2013;
SUN, 2016). Muitas vezes sao infecc¢des dificeis de tratar devido a alta patogenicidade
do microrganismo envolvido, falha no tratamento com antimicrobianos e
desenvolvimento de resisténcia (BARTASH; NORI, 2017).

Para entender a epidemiologia das infec¢cdes nosocomiais, além dos dados
relacionados ao paciente, tempo e local, deve-se ter conhecimento sobre o
microrganismo envolvido para compreender a rota de transmissdo e assim obter
informagdes para realizar o controle de infecgbes (FRIEDRICH, 2019). A infeccao
nosocomial e 0 aumento da resisténcia antimicrobiana séo fatores que se relacionam:
a resisténcia permite a sobrevivéncia de bactérias em ambientes nos quais o uso de
antimicrobianos sdo amplamente utilizados, e o ambiente hospitalar além de favorecer
0S microrganismos resistentes pela supressdo dos suscetiveis, também age como
disseminador de microrganismos resistentes (MURRAY, 1990).

Estima-se que até 2050, dez milhdes de pessoas por ano no mundo morrerao
devido a resisténcia antimicrobiana (NGUYEN-VIET et al., 2016), e o ambiente
hospitalar é considerado um dos fatores predisponentes para o desenvolvimento de
infec¢des, junto com os fatores relacionados ao paciente e interven¢des médicas.
Tendo como foco o ambiente hospitalar, o principal meio de disseminagcédo de
bactérias resistentes e seus genes ocorre pelas maos dos profissionais. A falta de
higiene, o controle deficiente de infecgdes, a falta de conhecimento sobre o uso dos
antimicrobianos, bem como a superlotacéo, contaminagdo ambiental, movimentagao

de portadores e caréncia de quadro de pessoal, aumentam o risco de ocorréncia e
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propagacéo de infecgbes cruzadas (BREATHNACH, 2013; MCEWEN; COLLIGNON,
2018).

Onde quer que sejam utilizados antimicrobianos, estes locais servirdo como
reservatorios de bactérias e genes de resisténcia devido a facil movimentacédo desses
microrganismos. Sao exemplos de reservatérios os humanos, animais, hospitais,
comunidade ou ambiente (HOLMES et al., 2016; HUIJBERS et al., 2015). Muitos
microrganismos podem ser patégenos causadores de infec¢cdes nosocomiais e sao
um importante problema de saude publica, como Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) (BENEDICT; MORLEY; VAN METRE, 2008; FRIEDRICH, 2019),
bactérias Gram-negativas produtoras de beta-lactamase de espectro estendido ou
carbapenemases (BENEDICT; MORLEY; VAN METRE, 2008; BREATHNACH, 2013;
FRIEDRICH, 2019), enterococos resistente a vancomicina (VRE) (FRIEDRICH, 2019).

Devido a conexao das areas humana, animal e ambiental em relacdo a AMR,
deve-se implementar neste cenario o conceito de “One Health” (“Uma Saude”), uma
vez que o fenbmeno de resisténcia antimicrobiana pode ser transferida do ambiente
para humanos e animais e vice-versa. Busca-se integrar e aplicar os conhecimentos
baseados em abordagens multissetoriais para o desenvolvimento de programas de
vigilancia, novos diagndésticos e terapéuticas, permitindo a criacdo de politicas mais
eficazes, interligando pesquisa e educacdo (HOLMES et al., 2016; MCEWEN,;
COLLIGNON, 2018; NGUYEN-VIET et al., 2016), tanto em nivel local, quanto nacional
e mundial (CHO; JACKSON; FRYE, 2020). A presenca de clones de plasmideos em
bactérias de animais, humanos e fontes ambientais fortalecem a importancia da
implementacédo de politicas interligando esses setores (KOPOTSA; SEKYERE, 2019).

Em um trabalho realizado Benedict et al. (2008), uma das medidas de
biosseguranca relatadas para o controle de infec¢cdes hospitalares e para 0 sucesso
de qualquer programa que vise mitigar os riscos de sua ocorréncia, é a educacao dos
funcionarios. Estes devem passar por um treinamento que vise informa-los sobre os
riscos e a importancia das medidas de controle que devem ser estabelecidas.
Também sdo englobados na prevencdo de infec¢des hospitalares o isolamento de
pacientes portadores de infec¢des, lavagem das méos, desinfeccdo adequada do
ambiente hospitalar (FRIEDRICH, 2019; LARSON, 1997), assepsia no tratamento de

feridas, instrumentagdo cirargica, manejo adequado de antimicrobianos
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(BREATHNACH, 2013; MURPHY; WEESE; MCEWEN, 2010) e diagndstico
microbiologico (FRIEDRICH, 2019).

O manejo dos antimicrobianos junto com a higiene das méos, sao as medidas
mais dificeis de introduzir no ambiente hospitalar, por serem habitos ja intrinsecos no
profissional da saude (BREATHNACH, 2013). Entretanto, de acordo com Friedrich
(2019) a solucao para este problema requer intervengdes multiplas e complexas, por
meio de colaboracdo mutua e multidisciplinar de todos os paises da necessidade de
prevenir tanto a AMR quanto as infec¢cfes hospitalares.

As politicas de regulamentacdo do uso de antimicrobianos, programas de
vigilancia, gestdo e monitoramento, s&o agdes fundamentais para reduzir o fenébmeno
da AMR e o surgimento de novos fenétipos e gendtipos de resisténcia, bem como
mensurar a eficacia das intervencbes tomadas (HUR et al., 2020; MCEWEN,;
COLLIGNON, 2018; WEESE; PAGE; PRESCOTT, 2013). A vigilancia da resisténcia
antimicrobiana deve ser realizada por amostragens coletadas de humanos, animais e
ambientes, e para melhor entendimento das rotas de disseminacdo dos genes de
resisténcia, o conceito One Health deve ser adotado para avaliar intervencoes
apropriadas e futuras pesquisas epidemiolégicas (SEKYERE, 2019). Os dados
obtidos devem ser apresentados as partes interessadas (MCEWEN; COLLIGNON,
2018), demonstrando como as bactérias e seus genes de resisténcia se movem com
facilidade entre as proprias bactérias, humanos, animais e ambientes (HUIJBERS et
al., 2015).

Em hospitais humanos assume-se que 10 a 70% das infec¢cdes hospitalares
sdo preveniveis com medidas de controle de infeccdo (HARBARTH; SAX;
GASTMEIER, 2003), j& sendo utilizado como mecanismo importante para reduzir a
propagacdo de resisténcia antimicrobiana (COLLIGNON, 2015). Porém, na area
veterinaria, estes programas ainda sao pouco utilizados (MURPHY; WEESE;
MCEWEN, 2010; WEESE; PAGE; PRESCOTT, 2013), e a ocorréncia de infeccao
hospitalar ainda € pouco conhecida e relatada. Contudo, suas consequéncias
zoonoticas devido a estreita relacdo entre humanos e animais € um risco a saude
publica (MURPHY; WEESE; MCEWEN, 2010; STULL; WEESE, 2015). Nesse
contexto, a identificacdo de um ambiente com risco de ocorrer infec¢éo, que pode ser

transmitida para pacientes, tem como objetivo direcionar agdes preventivas antes



16

mesmo da ocorréncia de um surto (BURGESS; MORLEY, 2018), e a identificagao dos
patébgenos assim como o conhecimento do perfil de resisténcia é fundamental para
definicdo de estratégias antimicrobianas clinicas apropriadas (LIU et al., 2018).

Portanto, a prevencdo e o controle das infeccbes hospitalares por
microrganismos resistentes requerem ado¢do de véarias medidas, e para isso 0s
diversos setores de um hospital devem estar em consonancia, tendo em vista a
complexidade deste problema (BREATHNACH, 2013; COLLIGNON; MCEWEN,
2019).

3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo detectar bactérias ambientais
multirresistentes de importancia em saude publica isoladas do Hospital Veterinario
Universitario da Universidade Estadual de Maring4 nos anos de 2017 e 2018.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Relatar o perfil de resisténcia antimicrobiana dos grupos bacterianos isolados;
-Mapear os ambientes do hospital veterinario que sdo fonte de bactérias

multirresistentes.

4. MATERIAL E METODOS

Amostras hospitalares: Foram realizadas coletas de amostras ambientais do
Hospital Veterinario Universitario (HVU) da Universidade Estadual de Maringa (UEM)
do Campus Regional de Umuarama (CAU) em marco de 2017 e em marco de 2018.
As amostras foram coletadas em 15 diferentes ambientes hospitalares no ano de 2017
(Centro cirargico |, Esterilizagdo, Farmécia, Almoxarifado de grandes, Internamento
cirurgica, Sala MPA 1, Internamento médica, Ambulatorio I, Ambulatério 11, Centro de
Imagem, Recepcdo, Secretaria, Sala dos residentes, Copa, Banheiros) e no ano de
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2018 foram amostrados mais oito ambientes além dos 15 ambientes do ano anterior,
totalizando 23 ambientes (Centro cirdrgico Il, Téc. Operatoria, Centro Cirargico de
grandes, Sala MPA Il, Ambulatorio Ill, Patologia clinica, Parasitologia e Sala
professor).

Nos 15 ambientes avaliados em 2017 foram coletados 3 swabs iguais de diferentes
superficies, compreendendo parede, moveis, macanetas, chdo e gaiolas e pias
(quando presentes). Cada swab foi inoculado em um dos seguintes meios de cultura:
a) 2 mL de caldo enterococcosel (BBL®), para deteccéo de Enterococcus spp.; b) 2
mL de caldo Tryptone Soya Broth (TSB) (Oxoid®) a 10% de NaCl (Nuclear®), para
deteccao de Staphylococcus spp.; ¢) 10 mL de caldo TSB com 1ug/mL de meropenem
(Laborclin®) (protocolo fornecido por Sfaciotte, R.A.P., ainda n&o publicado), para
deteccado de bactérias resistentes a carbapenémicos. Nos 23 ambientes avaliados no
ano de 2018 foram coletados 4 swabs, inoculados em um dos seguintes meios de
cultura: a) 2 mL de caldo enterococcosel (BBL®), para deteccdo de Enterococcus
spp.; b) 2 mL de caldo Tryptone Soya Broth (TSB) (Ox0id®) a 10% de NaCl (Nuclear®)
e 6ug/mL de oxacilina, para deteccdo de Staphylococcus spp. resistente a meticilina
(MRS); ¢) 15 mL de caldo TSB com 2ug/mL de ceftriaxona (Laborclin®), para deteccao
de bactérias ESBL; d) 10 mL de caldo TSB com 1ug/mL de meropenem (Laborclin®)
(protocolo fornecido por Sfaciotte, R.A.P., ainda ndo publicado), para deteccdo de
bactérias resistentes a carbapenémicos.

Deteccdo de Enterococcus spp: Os swabs embebidos em caldo enterococcosel
foram incubados a 36°C+ 0,5°C por 24 a 48 horas. As amostras cujo meio apresentou-
se de cor preta foram semeadas pela técnica de esgotamento em agar nutriente
(Kasvi®) e incubadas a 36°C+0,5°C por 24 a 48 horas. As colbnias puras foram
submetidas a técnica de disco-difusdo com vancomicina e gentamicina, avaliacdo
morfotinturial pela coloragdo de Gram e identificacdo bioquimica pelas provas de
catalase, bile esculina e crescimento em caldo TSB com 6,5% de NaCl para
identificacdo de Enterococcus spp. Os antimicrobianos testados por disco-difusdo
para todos os Enterococcus spp. isolados foram: beta-lactamicos aminopenicilinicos
(ampicilina 10ug); glicopeptideos (vancomicina 30ug e teicoplamina 30ug);
aminoglicosideos (gentamicina 10ug e 120ug, estreptomicina 10ug e 300uQ); e fenicol
(cloranfenicol 30pg). Nos isolados de 2017 foram também testados oS seguintes
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antimicrobianos: beta-lactdmico penicilinico (penicilina G 10U); macrolideos
(eritromicina 15ug); ansamicina (rifampicina 5ug); nitrofurantoina (nitrofurantoina
10mcg); fluoroquinolonas (22 geracao — enrofloxacina 5ug, e ciprofloxacina 5ug e 32
geracao — levofloxacina 5ug); tetraciclinas (tetraciclina 30ug e doxiciclina 30ug).
Deteccdo de Staphylococcus spp. resistente a meticilina (MRS): Os swabs
embebidos em caldo TSB a 10% de NacCl, foram incubados a 36°C+0,5°C por até 24
horas. Em caso de turvacdo do meio, as amostras foram semeadas pela técnica de
esgotamento em agar nutriente e incubadas a 36°C+0,5°C durante 18 a 24 horas. As
colénias puras foram submetidas a técnica de disco-difusdo utilizando discos de
penicilina, oxacilina e cefoxitina para deteccao de MRS, avaliagdo morfotinturial pela
coloracdo de Gram, identificacdo bioguimica com as provas de catalase, oxidase,
coagulase, urease, fermentacdo de glicose, sacarose e manitol, resisténcia a
polimixina B (300ug) e produgéo de acetoina pela prova de Vogues-Proskrauer para
a identificacdo das espécies de estafilococos. Os antimicrobianos testados por disco-
difusdo para todos os Staphylococcus spp. foram: beta-lactdmico penicilinico
(penicilina G 10U); beta-lactamico penicilinico semi-sintético (oxacilina 1ug);
cefamicinico (cefoxitina 30mcg); glicopeptideo (vancomicina 30ug); aminoglicosideos
(gentamicina 10ug e amicacina 30ug); macrolideos (eritromicina 15ug); lincosamina
(clindamicina 2ug). Nos isolados de 2017 também foram testados: glicopeptideo
(teicoplamina 30ug); oxazolidinona (linezolida 30ug); macrolideos (azitromicina 15ug);
ansamicina (rifampicina 5ug); fenicol (cloranfenicol 30ug); nitrofurantoina
(nitrofurantoina 10mcg); fluoroquinolonas (22 geracdo — enrofloxacina 5ug e
ciprofloxacina 5ug e 32 geracao — levofloxacina 5ug); tetraciclinas (tetraciclina 30ug e
doxiciclina 30ug); e inibidor do PABA (sulfazotrim 25ug).

Deteccédo de bactérias Gram-negativas resistentes a carbapenémicos e ESBL.:
Os swabs embebidos em caldo TSB com meropenem ou ceftriaxona foram incubados
a 36°C+0,5°C por até 24 horas. As amostras que turvaram o meio foram semeadas
pela técnica de esgotamento em agar MacConkey (Kasvi®) e incubadas a 36°C+0,5°C
durante 18 a 24 horas. As coldnias foram submetidas a avaliagdo morfotinturial pela
coloracdo de Gram, prova da oxidase e identificacdo bioquimica pelo sistema
Bactray® | e Il ou lll para a identificacdo dos géneros de enterobactérias ou Gram-

negativos ndo fermentadores. As coldnias puras também foram submetidas a técnica
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de sinergismo em disco (ANVISA, 2013) que consiste na disco-difusédo com discos
com meropenem, imipenem e ertapenem e discos com meropenem e imipenem
associados a 10puL de solucdo a 0,1M de EDTA (Invitrogen®), 750ug de cloxacilina
(INLAB®) e 400ug de acido fenilbordnico (INLAB®), para a deteccdo do tipo de
carbapenemase produzida. Além disso, foi realizada a pesquisa de ESBL pelo método
de disco-difusdo com associacdo de clavulanato com aztreonam, cefotaxima,
ceftazidima, ceftriaxona e cefepima, de acordo com Souza-Junior et al. (2004).

Os antimicrobianos testados para Acinetobacter baumannii isolados em 2017 foram:
beta-lactdmicos penicilinicos associados a inibidores de beta-lactamases
(ticarcilina/clavulonato 10ug e piperacilina/tazobactam 10ug); beta-lactamicos
cefalosporinicos (32 geracao — ceftazidima 30ug e ceftriaxona 30ug e 42 geragao
cefepima 30ug); cefamicinico (cefotaxima 30ug); beta-lactamicos carbapenémicos
(imipenem 10mcg e meropenem 10ug); polipeptideo (polimixina B 300ug);
aminoglicosideos (gentamicina 10ug, amicacina 30ug e tobramicina 10ug); quinolona
(22 geracao (fluoroquinolonas) — norfloxacina 10ug e ciprofloxacina 5ug e 32 geracao
— levofloxacina 5ugQ); tetraciclinas (tetraciclina 30ug e doxiciclina 30ug); e inibidor do
PABA (sulfazotrim 25uQ).

Para Burkholderia spp. foram: beta-lactamico aminopenicilinico associado a inibidor
de beta-lactamases (ticarcilina/clavulonato 10ug); beta-lactamico cefalosporinico de
32 geracao (ceftazidima 30ug); beta-lactamico carbapenémico (meropenem 10ug); e
quinolona (32 geracédo — levofloxacina 5ug).

E para Pseudomonas fluorescens foram: beta-lactamicos penicilinicos associados a
inibidores de beta-lactamases (ticarcilina/clavulonato 10ug e piperacilina/tazobactam
10ugQ); beta-lactamicos cefalosporinicos (32 geracao — ceftazidima 30ug e 42 geragao
cefepima 30uQ); beta-lactamicos carbapenémicos (imipenem 10 mcg e meropenem
10ug); monobactamico (aztreonam 15ug); aminoglicosideos (gentamicina 10ug,
amicacina 30ug e tobramicina 10ug); quinolona (22 geracao (fluoroquinolonas) —
norfloxacina 10ug e ciprofloxacina 5ug e 32 geragdo — levofloxacina 5ug); e
polipeptideo (polimixina B 300ug).

Deteccao fenotipica de resisténcia antibacteriana: O perfil de resisténcia
antimicrobiana foi realizado em Agar Muller Hinton (Kasvi®) pelo método de disco-

difusdo, de acordo com (BAUER et al., 1996). Os halos de inibicdo foram avaliados
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segundo as normas do CLSI (2015; 2008) e BrCAST (2018). O indice MAR (multipla
resisténcia antimicrobiana), foi calculado pelo numero de antimicrobianos resistentes
(considerou-se os intermediarios como resistentes para este calculo) divididos pelo
namero de antimicrobianos testados (HINDLER; STELLING, 2007; KRUMPERMAN,
1983).

O E-test (vancomicina) (Oxoid®) foi realizado nas cepas de Staphylococcus spp. que
nao apresentaram sensibilidade a vancomicina ou teicoplamina no teste da disco-
difusdo, e o E-test (meropenem) (Oxoid®) foi realizado em todas as cepas de
bactérias Gram-negativas isoladas.

Deteccdo da producédo de biofilme: A deteccéo fenotipica da producédo de biofilme
foi determinada pelo cultivo bacteriano em Agar Vermelho Congo (CRA), conforme
descrito por Freeman; Falkiner; Patrick (1989) (modificado), constituido de agar
nutriente (Himedia®) 28 g/L, sacarose (Synth®) 50 g/L e corante Vermelho Congo
(Synth®) 0,8 g/L. As cepas bacterianas isoladas e caracterizadas foram semeadas
em placas CRA, incubadas a temperatura de 36°C+0,5°C por 24 horas. O crescimento
de colbnias rugosas e pretas foi considerado como produtoras de biofilme, enquanto
que as colonias lisas e vermelhas foram consideradas como ndo produtoras de
biofilme.

MIC (Concentracdo Inibitéria Minima) e MBC (Concentracdo Bactericida
Minima): A MIC e a MBC de oxacilina foram realizadas em todos os isolados de
estafilococos para caracterizacdo de MRS. Também foi realizada a MIC e MBC para
ceftriaxona e meropenem das bactérias Gram-negativas isoladas no ano de 2018 para
caracterizar a resisténcia via producdo de ESBL (ceftriaxona) e carbapenemase
(meropenem). Todas as metodologias foram realizadas segundo metodologia do CLSI
(2013).

Andlise de dados: Os resultados obtidos foram submetidos a analise descritiva para
calculo das frequéncias absoluta e relativa (PETRIE; WATSON, 2009; SAMPAIO,
2010).



21

5. RESULTADOS

Foram isoladas 60 cepas bacterianas de importancia em saude publica, sendo
23 cepas isoladas no ano de 2017 e 37 em 2018. Em 2017, em 11 dos 15 (73,33%)
ambientes hospitalares avaliados ocorreu a presenca de pelo menos um dos grupos
de microrganismos pesquisados. A distribuicdo dos grupos de bactérias pesquisadas
foram: em 20% (3/15) dos ambientes (Recepcéo, Internamento do Setor de Clinica
Médica e Sala dos Residentes) foram encontrados trés grupos; em 20% (3/15) dos
ambientes (Ambulatério |, Sala de Medicacéo Pré-anestésica (MPA) | e Almoxarifado
do Setor de Grandes Animais) foram encontrados dois grupos e em 33,33% (5/15)
dos ambientes foi encontrado apenas um dos grupos pesquisados (Secretaria,
Internamento do Setor de Clinica Cirurgica, Setor de Esterilizagdo, Copa e Setor de
Diagnostico por Imagem) (Tabela 1 ). Em quatro ambientes (26,66%) nao foi
detectado nenhum dos grupos de microrganismos pesquisados, que foram
Ambulatério II, Centro Cirdrgico |, Farmacia e Banheiros.

Em marco de 2018, as cepas isoladas foram detectadas em 82,61% (19/23)
dos ambientes hospitalares veterinarios avaliados, e em 17,39% (4/23) dos ambientes
(Técnica Operatéria, Centro Cirargico do Setor de Grandes Animais, Farmécia e
Internamento do Setor de Clinica Cirargica) ndo foram detectadas nenhum dos grupos
de microrganismos pesquisados. Os quatro grupos de microrganismos pesquisados
nao foram encontrados simultaneamente em nenhum dos ambientes (Tabela 1). Trés
grupos de bactérias pesquisadas foram encontrados em 17,39% (4/23) dos ambientes
(Setor de Esterilizacao, Internamento do Setor de Clinica Médica, Copa e Banheiros),
dois grupos foram encontrados em 26,09% (6/23) dos ambientes (Almoxarifado do
Setor de Grandes Animais, Setor de Diagndstico por Imagem, Laboratério de
Patologia Clinica, Laboratorio de Parasitologia, Recepcéo e Sala dos residentes) e em
39,13% (9/23) dos ambientes foi encontrado apenas um dos grupos pesquisados
(Centro Cirargico | e I, Sala de MPA | e Il, Ambulatérios 1, 1l e lll, Secretaria e Sala de
professores).

Os ambientes Esterilizacdo, Almoxarifado de grandes, Internamento da
Médica, Ambulatorio |, Recepcédo, Sala dos Residentes, Copa e Banheiros foram os
ambientes onde ocorreu a maior frequéncia de isolamento de cepas bacterianas

durante o periodo da pesquisa (Tabela 1).
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Tabela 1. Deteccdo de bactérias de importancia em salde publica em diferentes ambientes do

HVU/UEM em coletas realizadas em marco de 2017 e em marco de 2018

Enterococcus MRS ESEL CR

Locais Total de cepas
spp. P

2017 2018 | 2017 2018 | 2017 2018 2017 2018 | 2017 2018
Centro Cirdrgico I 1 0 0 1

Centro Cirdrgico I
Téc, Operataria
Centro Cir. Gr.
Esterilizacdo
Farmicia

Almoxar, grandes
Intern, Cirdrgica
Salade MPAI
Salade MPAII
Intern. Médica
Ambulatdrio |
Ambulatério II
Ambulatorio [11
Centro de Imagem
Patologia Clinica
Parasitologia
Receprao
Secretaria

Sala Residentes
Copa

Banheiros
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Em relagcéo a frequéncia dos grupos bacterianos pesquisados em 2017 e 2018
foram isolados 15 cepas de Enterococcus spp. (25,00%), 20 cepas caracterizadas
como MRS (33,33%), 14 (23,33%) ESBL e 11 (18,33%) bactérias resistentes aos
carbapenémicos (Tabela 1). Em 2017, Enterococcus spp. foram encontrados em
46,66% (7/15) dos ambientes, perfazendo 7 cepas isoladas; MRS foi encontrado em
53,33% (8/15) dos ambientes, sendo isoladas 8 cepas; e bactérias Gram-negativas
resistentes a carbapenémicos em 33,33% (5/15) dos ambientes, sendo isoladas 8
cepas. Em 2018, Enterococcus spp. foram encontrados em 33,78% (8/23) dos
ambientes, perfazendo 8 cepas isoladas; o MRS foi encontrado em 52,17% (12/23)
dos ambientes, sendo isoladas 12 cepas; bactérias Gram-negativas produtoras de

ESBL (beta-lactamase de espectro estendido) em 43,48% (10/23) dos ambientes,
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sendo isoladas 14 cepas; bactérias Gram-negativas resistentes a carbapenémicos em
13,04% (3/23) dos ambientes, sendo isoladas 3 cepas.

Perfil dos Enterococcus spp. isolados do HVU/UEM

O perfil de resisténcia antimicrobiana dos Enterococcus spp., isolados em
marco de 2017 (Tabela 2), mostrou alta resisténcia aos aminoglicosideos, a
eritromicina e a rifampicina em todos os isolados. A menor resisténcia foi encontrada
ao cloranfenicol (14,29%). O indice MAR variou de 0,267 a 0,867. Todas as cepas
foram consideradas sensiveis a vancomicina pelo E-test. Os sete isolados de
Enterococcus spp. foram identificados como produtores de biofilme pelo agar

vermelho congo.

Tabela 2. Perfil de resisténcia antimicrobiana dos Enterococcus spp. isolados em 2017 nos diferentes
ambientes do HYU/UEM
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2 = & = = 5] =N
Penicilina R R R 5 5 5 5 42,9
Ampiti]ina R R R s 5 R s 57.1
Vancomicina 5 s g I 5 I g 28.6
Teicoplamina I R 5 5 5 5 5 28.6
Gentamicina R R R R R R 5 83.7
Estreptomicina R R R R R R R 100
Eritromicina R R R I 2] R R 100
Clorofenicol 5 g 5 I 5 5 5 14.3
Nitrofurantoina R R I 5 I 5 5 57.1

i ici B R R R B R R 100

Tetraciclina R R R R R R s 85.7
Doxiclina R R R I R R 5 85.7
Ciprofloxacina R R R R R 5 R 85,7
Enrofloxacina R R R R R 5 5 714
Levofloxacina R R R 5 5 5 5 42,9
MAR 0,867 0,867 0,800 0,667 0,600 0,533 0,267
Biofilme pos pos pos pos pos pos pos

neg: negativg; pos: positivo; R: resistente; S: sensivel; [; intermedidrio; nt: ndo testado,

Em marco de 2018, o perfil de resisténcia antimicrobiana dos Enterococcus
spp. isolados mostrou resisténcia a gentamicina em 50% (4/8) das amostras testadas
(Tabela 3). O indice MAR variou de 0,000 a 0,167. Todas as cepas foram
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consideradas sensiveis a vancomicina pelo E-test. A alta resisténcia aos

aminoglicosideos foi encontrada em 50% (4/8) dos isolados.

Tabela 3. Perfil de resisténcia antimicrobiana dos Enterococcus spp. isolados em 2018 nos diferentes
ambientes do HVU/UEM
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MAR 0.000 0.167 0.167 0.167 0.167 0.000 0.000 0.000

Biofilme nt nt nt nt nt nt nt nt

:
:
:
:
:
:
:
:

R: resistente; 5: sensivel: nt: ndo testado

Perfil dos Staphylococcus spp. isolados do HVU/UEM

Em marco de 2017 foram detectadas 8 cepas estafilococtcicas, sendo
identificado fenotipicamente um S. hyicus e 7 estafilococos do grupo SIG
(Staphylococcus intermedius group). O perfil de resisténcia antimicrobiana destes
isolados (tabela 4) detectou alta resisténcia antimicrobiana com indice MAR variando
de 0,578 a 0,842. Sete das oito cepas isoladas de MRS foram consideradas

produtoras de biofilme.
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Tabela 4. Perfil de resisténcia antimicrobiana dos Staphylococcus spp. Resistentes a Meticilina (MRS)
isolados em 2017 de diferentes ambientes do HVU/UEM

]
g -
g T - 5
[ = 7] =
Antimicrobianos a 2 452 g g2 F
testados iy " g = o i '
g = - E B 5 T .
g7 H¢ E% H- §f §§ Hp &%
8 « g = g B £ g
§= 57 5§ 52 - SE
v WE WE  we wi 8 v o w O v
Penicilina R R R 2] 2] R R 2] 100,0
Oxacilina R B B R R R R R 100,0
Cefoxitina R B B R R R R R 100,0
Vancomicina* - - 5 5 5 5 5 - 0,0
Teicoplamina R I I 1 I I I R 100,0
Linezolida 5 5 5 5 3 5 5 3 0.0
Amicacing I 5 5 5 5 5 5 5 12,5
Gentamicina R 3 5 [ 5 I I R 62,5
Eritromicina B E E R s I R R 87.5
Azitromicina R B B R 5 I R R 87.5
Clindamicina R I 5 I R I R R 87.5
Clorofenicol 5 5 5 R 5 3 5 R 25,0
Rifampicina 5 5 5 5 3 5 5 R 12,5
Nitrofurantoina R 5 5 5 5 I 5 5 25,0
Doxiclina R I B R R I R R 100,0
Tetraciclina B g E R R I R R 87.5
Sulfazotrin, R B B R R 3 5 R 75,0
Ciprofloxacina R R R R R 5 I R 87.5
Enrofloxacina R 13 R R R I I R 100,0
Levofloxacina R B B I I 5 5 R 75,0
MIC Oxaciling =2 - 128 32 >1024 512 - <2
MEC Oxacilina 2 - 248 54 =1024 1024 . 2
MAR 0.842 0.631 0.631 0.789 0.578 0.631 0.631 0,842
Biofilme Deg pos  Pos  pos pos pos pos pos

* CLSI (2008), excluido do indice MAR; R: resistente; 5: sensivel; I: intermediirio; neg: negative: pog: positiva

Em 2018, foram detectadas 12 cepas estafilococdcicas, sendo identificado
fenotipicamente sete Staphylococcus do grupo Intermedius (SIG), trés
Staphylococcus coagulase negativo (CoNS) e um Staphylococcus nao foi possivel ser
identificado. O perfil de resisténcia antimicrobiana destes isolados (tabela 5) detectou
alta resisténcia a eritromicina (72,72%) e a menor resisténcia foi encontrada a
amicacina e a gentamicina (0,00%). O indice MAR variou de 0.000 a 0.625. Oito cepas

(72,72%) foram consideradas produtoras de biofilme.
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Tabela 5. Perfil de resisténcia antimicrobiana dos Staphylococcus spp. Resistentes a Meticilina (MRS)
isolados em 2018 de diferentes ambientes do HVU/UEM

]
[%7]

o - ﬁ §
Antimicrobianos o = T . o = g 2
testados & i w I : B = - ! i .

[ " ' = ; o = = 8

85 & I HE ¢ 2 &

EOEF g E 2 <« B O %

8§ & B & & § & F &
Penicilina R R R 5 R E R 5 R R 5 72,73
Oxacilina R R S 5 5 5 R 5 R 5 R 45,45
Cefoxitina R 5 5 5 5 E R 5 R R R 54,54
Vancomicina® s s s g s s s g s s s 0,00
Amicacing 5 S S 5 5 5 S 5 5 5 S 0,00
Gentamicina 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 0,00
Eritromicina R S R 5 5 B R R R 2} R 72,72
Clindamicina R 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 9,09
MIC Dxacilina 8 4 4 4 8 2 512 8 16 256 4
MEC Oxacilina 16 64 256 16 64 4 512 16 16 128 4
MIC Enroflox. Z0,5 031 =05 - 2 1 2,5 - 0,15 32 0,15
MEC Enroflox. 8 40 =0,5 64 16 32 - 2,5 128 5
MPC Enroflox. =2 - =2 =2 =2 =2 - - 64 -
MPC/MEC Enrofl. <2 - =2 8 16 =2 - - 256 -
MIC Genfamic. - 0,062 - - - - 0,062 - 0,062 - 0,062
MEC Gentamic. - 4 - - - - 2 - 4 - 0,125
MAR 0.625 0.250 0.250 0.000 0125 0375 0500 0.125 0500 0.375 0.375
Biofilme DOS  pos  pos  Dos  pos  PDs  DOS  DEE  DEE pos Deg

* CLSI (2008), excluide do indice MAR: R: resistente: 5: sensivel; neg: negativo: pos: positivo

Perfil das bactérias Gram-negativas isoladas do HVU/UEM

Em 2017, das 8 bactérias Gram-negativas encontradas, 5 foram identificadas
como Acinetobacter baumannii, duas cepas foram identificadas como Burkholderia
pseudomallei e Burkholderia cepacia, e uma cepa foi identificada como Pseudomonas
fluorescens. O perfil de resisténcia antimicrobiana detectou alta resisténcia, com
indice MAR entre os Acinetobacter baumannii variando de 0,625 a 0,937. Burkholderia
pseudomallei apresentou indice de resisténcia MAR de 1,000 e a Burkholderia cepacia
0,750. Pseudomonas fluorescens apresentou a menor resisténcia de todas as Gram-
negativas com indice MAR de 0,428 (Tabela 6).
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Tabela 6. Perfil de resisténcia antimicrobiana das bactérias Gram-negativas produtoras de
carbapenemase isoladas em 2017 de diferentes ambientes do HVU/UEM

P

Antimicrobianos
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Ambulatorio I
Int. Cirargica
seudomallei
Int. Médica
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Ticlarcilina/Clavulanato

WE li WI]!
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\ od g s oed s o— w9 —| haumannii
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Tol . .
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NN - N - T

L P 7 == = = (== == I
L - - I ==
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5 R I
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Vi nwmEEEE . @mmmE A e = v bgumannii
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R I

MAR 0,687 0,687 0,937 0,875 25 1,000 0,750 0,
Biofilme neg neg neg neg pos neg
- Antimicrobianos nio testados: neg: negativo: pos: positivo: R: resistente; 5: sensivel; I: intermediario.

e
[=3
gmmm.
[+=]
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Os resultados do teste de sinergismo em disco para a deteccdo do tipo de
carbapenemase, mostraram que 7 cepas foram produtoras de metalo-beta-lactamase
pelo aumento do halo de inibicdo de crescimento quando associado o carbapenémico
com EDTA, ja a Burkholderia pseudomallei foi considerada mutante deficiente de
porina ou produtora de OXA-48, pela auséncia de inibicdo do halo de crescimento com
os trés compostos testados. A pesquisa de ESBL realizada, apesar de suplantada
pelo teste de Hodges modificado, reforca a alta resisténcia aos beta-lactamicos das
cepas pesquisadas. Todas as cepas mostraram MIC >32 pg/mL para meropenem pelo
E-test.

Das 8 bactérias Gram-negativas isoladas, apenas a Burkholderia pseudomallei
foi considerada produtora de biofilme.

Em marco de 2018, das 14 bactérias Gram-negativas encontradas, todas foram
identificadas como produtoras de ESBL pela associagcdo em disco e das 8 testadas
pela MIC/MBC para ceftriaxona, todas foram resistentes. Das 8 testadas pela

MIC/MBC para meropenem, 3 foram consideradas resistentes a carbapenémicos.
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6. DISCUSSAO

Dos enterococos isolados 46,67% (7/15) foram classificados como MDR,
indicando sua capacidade de adquirir, conservar e disseminar genes de resisténcia
com facilidade, além da sua resisténcia intrinseca a diversas drogas (OGUTTU,;
QEKWANA; ODOI, 2021; WERNER et al., 2013). Assim, deve ser destacado a
possibilidade de transmissdo de cepas resistentes de enterococos entre humanos e
animais, por meio do contato com objetos e superficies dentro do hospital, uma vez
que podem persistir por longos periodos no ambiente hospitalar (GARCIA-SOLACHE;
RICE, 2019; PORWANCHER et al., 1997). Por serem considerados organismos fonte
de genes de resisténcia (AARESTRUP et al., 2000; COBURN et al., 2007; OGUTTU;
QEKWANA; ODOI, 2021), outra preocupacdo € a possibilidade de transferéncia
horizontal de genes de resisténcia para outras bactérias, como Staphylococcus aureus
(DE NIEDERHAUSERN et al., 2011).

A resisténcia fenotipica apresentada pelos Enterococcus spp. deste estudo aos
aminoglicosideos (gentamicina e estreptomicina) pode ser explicado devido a sua
resisténcia intrinseca. Quando os aminoglicosideos sdo usados em monoterapia para
tratamento de infec¢des enterocdcicas é necessario concentracdes muito altas desse
medicamento para que atinja seu local de acdo (BADDOUR et al., 2015), pois ocorre
diminuicdo de sua captacao levando a baixa capacidade de penetracdo na célula
bacteriana. Com isso, é observado efeito sinérgico com a associacdo do
aminoglicosideo (gentamicina ou estreptomicina) com outras drogas que possuem
acao na parede celular, como os beta-lactamicos e glicopeptideos, que permitem que
0 aminoglicosideo alcance seu local de acdo devido a alteracdo na estrutura da parede
celular bacteriana (HODGES et al., 1992; MILLER; MURRAY; ARIAS, 2008; SAPICO
et al., 1989). A terapia associativa entre essas drogas ja se mostrou eficaz, levando a
melhora das taxas de cura clinica e menores taxas de recidivas (MANDELL; KAYE,
1970; WEINSTEIN; MOELLERING, 1973). Porém, o efeito sinérgico ndo € mais
observado quando ocorre a aquisicdo de altos niveis de resisténcia a
aminoglicosideos (HLAR - High-level Resistance to Aminoglycosides), resisténcia
devido a aquisicdo de genes que codificam enzimas especificas que promovem
modificacdes nos aminoglicosideos (MILLER; MURRAY; ARIAS, 2008).



29

A resisténcia fenotipica dos Enterococcus spp. para os farmacos beta-
lactamicos, como a penicilina e ampicilina, pode ocorrer devido a mutacdes nos genes
pbp5, que codificam proteinas de ligagdo de penicilinas (PBPs) alteradas, levando a
diminuicdo na afinidade por essas drogas (MILLER; MURRAY; ARIAS, 2008;
MOELLERING, 1991), ou devido a producdo de enzimas beta-lactamases. Assim,
mesmo em concentracgdes terapéuticas do antibidtico, os enterococos sao capazes de
realizar a sintese de peptideoglicanos para a composicao da parede celular bacteriana
(MURRAY, 1990; ZHANG et al., 2012).

Assim como foi observado neste estudo um alto nivel de estafilococos
resistentes a multiplas drogas (MDR) (45%- 9/20), um outro estudo abrangendo
amostras de humanos e ambiente hospitalar veterinario, também encontrou cepas
MRSA e MRSP altamente resistentes. Neste mesmo trabalho foi relatado a presenca
dessas bactérias em locais de alta concentracdo e movimentacdo de funcionarios,
tutores e cdes como na sala de espera do hospital e também a transmisséo de
bactérias dentro do hospital veterinario (FEBLER et al., 2018). Resultado similar foi
indicado no presente estudo, em que foram isolados maior nUumero de cepas nos
locais Sala dos residentes, Copa, Banheiros e Recepc¢éo, devido ao alto fluxo de
médicos veterinarios, estudantes e tutores nesses ambientes.

Neste estudo, para as cepas de Staphylococcus spp. isolados, todas foram
sensiveis a vancomicina no teste de sensibilidade aos antimicrobianos, porém todas
foram resistentes a teicoplamina (no ano de 2017), ambas pertencentes a classe dos
glicopeptideos, que sdo drogas utilizadas no tratamento de infeccbes por MRSA.
Também se mostraram sensiveis a linezolida (oxazolidinonas), que pode ser utilizada
como uma alternativa no tratamento.

Em relacdo as bactérias Gram-negativas isoladas em 2017, 87,5% (7/8) das
bactérias foram consideradas produtoras de carbapenemases, pela producdo de
metalo-beta-lactamase no teste de sinergismo em disco, e em 2018 todas as Gram-
negativas isoladas foram produtoras de ESBL e trés resistentes aos carbapenémicos.
A alta frequéncia de 23,33% (n=14) de ESBLs encontrada demonstra a importancia
de pesquisar fenotipicamente a presenca de ESBLs na rotina laboratorial, inclusive
em espécies ndo-E. coli e ndo-Klebsiella sp. (LAGO; FUENTEFRIA; FUENTEFRIA,

2010). Quando essas bactérias sao encontradas, o controle ambiental deve ser
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aumentado, com higiene e desinfec¢céo das instalacées e equipamentos e tentativas
de reduzir a pressao seletiva pelo uso consciente de antimicrobianos (FERNANDO;
GRAY; GOTTLIEB, 2017). Estudos em humanos sugerem que o transporte dessas
bactérias de um paciente para outro, pelas méos, € um meio importante de
disseminacdo de bactérias resistentes (PATERSON; BONOMO, 2005). As medidas
de controle de infeccdo hospitalar devem incluir a descoberta da fonte de infeccao
ambiental, pois as bactérias produtoras de carbapenemases e ESBL podem formar
biofilmes e ter sua sobrevivéncia aumentada em ambientes hospitalares bem como
equipamento e instrumentos meédicos, tornando o0 ambiente reservatério de
microrganismos (ABREU et al., 2013).

A presenca dessas enzimas contribuiu para diminuicdo da eficacia terapéutica
, sendo um problema de salude publica (LIVERMORE, 2009), pois 0os humanos e
animais portadores podem ser responsaveis pela transmisséo de infeccdo nosocomial
(VALVERDE et al., 2004). Por isso, funcionarios e meédicos veterinarios devem ser
incentivados a adotar procedimentos de higiene das maos, além da préatica do
monitoramento e isolamento de pacientes infectados (PATERSON; BONOMO, 2005).

Das bactérias testadas fenotipicamente para producédo de biofilme, 67,65%
(23/34) foram positivas no teste de CRA. A capacidade de formar biofilmes e assim
persistir no ambiente reforcam a necessidade da tomada de medidas de controle de
infeccdo hospitalar, com procedimentos adequados de higiene e desinfeccdo, além

de investimento na formacao de pessoal de limpeza.

Contaminag¢éo ambiental do HVYU/UEM

Neste estudo foi identificado alta contaminacdo ambiental do hospital
veterinario, onde foi isolado pelo menos um dos microrganismos de interesse em
73,33% e 82,61% dos ambientes pesquisados para o ano de 2017 e 2018,
respectivamente.

Nas coletas realizadas, sete cepas (11,67%) foram isoladas no ambiente do
Internamento da Médica, seis cepas (10,00%) na Sala dos residentes, cinco cepas
(8,33%) na Recepcéo, Copa e Banheiros, todos estes sendo ambientes com alto fluxo

de funcionarios, médicos veterinarios e até de tutores e seus caes. Estes dados
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indicam a grande possibilidade de transmissdo dessas cepas para outros locais,
pessoas e animais.

Deve-se notar a persisténcia de contaminacdo de alguns ambientes
amostrados nos anos deste estudo, principalmente para Enterococcus spp. e
Staphylococcus spp, em que ambos 0s géneros se mostraram presentes no ano de
2017 e novamente em 2018 (Tabela 1), como observado para Enterococcus spp. no
Almoxarifado de Grandes, Sala de MPA 1, Ambulatério 1, Recepcédo e Copa. Para
Staphylococcus spp. isso foi observado na Sala de Esterilizagédo, Internamento da
Médica, Centro de Imagem, Recepcao, Secretaria e Sala dos Residentes. Devido a
alta quantidade de cepas isoladas em alguns desses ambientes e por serem
ambientes de alto fluxo de pessoas, as medidas de controle de infeccdo hospitalar
nesses ambientes devem ser mais efetivas

Em um outro estudo realizado em um hospital veterinario avaliando a
contaminagao ambiental apenas por MRSA, encontraram prevaléncia de 10% dos
locais amostrados (LOEFFLER et al., 2005). Estes resultados associados a
capacidade dos organismos de se transferir do ambiente para seres humanos e
animais por meio do contato (MANIAN, 2003), destacam o ambiente hospitalar como
fonte de infeccdo de microrganismos resistentes para os seres humanos que ali
trabalham (HELLER et al., 2009), bem como para os animais hospitalizados, podendo
estes atuar como reservatorios de bactérias resistentes para a populacdo humana
(LIVE; NICHOLS, 1961). Diminuir a contaminacdo ambiental pode ajudar a controlar
a propagacdo de bactérias resistentes em hospitais e consequentemente na
comunidade, visto que reduziria a chance de um paciente internado adquirir uma cepa
resistente (DANCER, 2008).

Dos ambientes amostrados, apenas a farmacia se manteve ausente para as

bactérias de interesse deste estudo em ambas as coletas (Layout 1).
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Layout 1. Representacdo esquematica do HVU/UEM e a identificacdo dos locais onde foram
encontradas bactérias de importancia em salde publica.
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Circulos representam as bactérias isoladas em 2017; quadrados representam as bactérias isoladas em
2018. Em azul estao representados os Enterococcus spp., em vermelho os Staphylococcus spp., verde
as ESBLs e em marrom as bactérias produtoras de carbapenemases. As linhas evidenciam-se os locais
onde foram encontrados cepas MRS e Enterococcus spp. com 0 mesmo fenétipo de resisténcia no ano
de 2017; triangulo amarelo faz referéncia ao ambiente (farmacia) onde nao foi isolado nenhuma bactéria

pesquisada neste trabalho, tanto para o ano de 2017 como para 2018.

Em outros trabalhos realizados, diversos locais como macganetas, teclados de

computador, canetas, camas de pacientes, instrumentos médicos, como

estetoscopios, foram relatados como mais provaveis de abrigar MRS, indicando ampla

contaminagcdo do ambiente hospitalar por essa bactéria (DANCER, 2008;

HOSOKAWA; KAMIYA, 2002), além da sua facilidade de disseminagédo (DANCER,

2008).
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Taggar et al. (2020) relatam que os animais de companhia podem ser
infectados com bactérias produtoras de carbapenemases por meio do contato direto
com hospedeiros colonizados e ambiente contaminado, além da possibilidade de se
tornar reservatorios, implicando no risco de transmissao desses microrganismos para
os humanos (LERNER et al., 2013). O ambiente contaminado por esses agente pode
atuar como vetor na sua disseminacao, tendo como controle a ado¢ao de métodos de
limpeza e desinfeccao de superficies e materiais usados por portadores (LERNER et
al., 2013; TAGGAR et al., 2020).

Este estudo demonstrou que cepas de MRS, Enterococcus spp., ESBLs e
bactérias produtoras de carbapenemases estédo presentes no ambiente deste hospital
veterinario, evidenciando a significativa capacidade de o mesmo ambiente ser fonte
de infeccdo para diversos microrganismos. Estes resultados destacam a importancia
de melhorar a conduta dos veterinarios em relacéo as prescricdes de antimicrobianos,
assim como a necessidade de instalacdo de um programa de controle de infec¢éo
hospitalar, com o estabelecimento de um procedimento rigoroso de limpeza e
desinfeccdo e educacdo da equipe do hospital, para prevenir a disseminacao de
bactérias resistentes entre os pacientes e funcionarios (ROUDAUD; ALLANO, 2018).
Além disso, a lavagem das maos, junto com a limpeza do meio ambiente foi associada
a uma reducédo da incidéncia de doencas adquiridas em hospitais humanos (PITTET
et al., 2001). Levando-se em consideracdo que as cepas de microrganismos
resistentes podem persistir por longos periodos em ambientes veterinarios, €&
importante para prevencdo de infecgbes o monitoramento periddico desses locais,
avaliando questbes como a rota de transmissao, epidemiologia e as medidas de
higiene (SATO et al., 2018).

Outra medida para reduzir a transmissdo de organismos multirresistentes é a
deteccado precoce das cepas multirresistentes e a reducéo da circulacdo de pessoas
e animais dentro do ambiente hospitalar veterinario (FEBLER et al., 2018), visto que
muitas bactérias de interesse foram encontrados em &reas de grande circulacdo de
pessoas e animais como o ambiente da recepcao, sala de residéncia, sala de MPA e
internamento, associado também ao aumento de medidas de limpeza e desinfeccao

nessas areas de alta concentracdo de pessoas e animais.
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7. CONCLUSAO

Muitas bactérias fazem parte da microbiota de humanos e animais, como 0s
enterococos que integram a microbiota intestinal e os estafilococos, que colonizam
pele e mucosas. Porém, hoje, esses microrganismos tém sua importancia relacionada
a infeccdes nosocomiais pela capacidade de se tornarem multirresistentes. O
surgimento de microrganismos resistentes as diversas classes de antimicrobianos tem
aumentado nos ultimos anos, tornando-se uma ameaca a saude publica. Sao
necessarias intervencdes eficazes no ambiente hospitalar, que devem se concentrar
em medidas de higiene, como boas préticas de antissepsia das méaos dos funcionarios
e visitantes, bem como em protocolos sistematicos de limpeza e desinfeccéo
englobando todos os locais do ambiente hospitalar. Além disso, os médicos
veterinarios devem realizar o controle do uso de antimicrobianos, escolhendo os
antimicrobianos que serdo utilizados de acordo com os testes de sensibilidade aos
antimicrobianos, e também ser incentivados a lavar as maos antes e depois do contato
com pacientes. Sdo medidas necessarias para minimizar o problema da resisténcia
antimicrobiana e reduzir o transporte nosocomial de bactéria multirresistentes, com
foco no manejo correto dos antimicrobianos e cumprimento de medidas de higiene

para prevencao de infec¢des hospitalares
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9. ARTIGO CIENTIFICO

DETEQAQ FENOTIPICA DE BACTERIAS AMBIENTAIS MULTIRRESISTENTES DE
IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA ISOLADAS DO HOSPITAL VETERINARIO
UNIVERSITARIOS DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA

RESUMO

A resisténcia antimicrobiana tem como causa principal 0 uso indiscriminado de
antimicrobianos no tratamento de infec¢des, na agricultura e no meio ambiente. O
monitoramento constante de bactérias resistentes, seja isoladas de pacientes,
funcionarios ou ambiente, deve ser uma medida adotada para prevencao e controle
de infec¢cdes hospitalares, visando melhoria de préticas rotineiras de higiene e
desinfeccdo. O objetivo do estudo foi detectar bactérias ambientais multirresistentes
de importancia em saude publica isoladas em ambientes do Hospital Veterinario
Universitario da Universidade Estadual de Maringa nos anos de 2017 e 2018, bem
como relatar o perfil de resisténcia antimicrobiana dos grupos bacterianos isolados e
mapear os ambientes do hospital veterinario que sdo possiveis fonte de bactérias
multirresistentes. Foram realizados swabs de diferentes superficies, compreendendo
parede, méveis, macanetas, chéo e gaiolas e pias quando presente, em 15 ambientes
no ano de 2017 e 23 ambientes no ano de 2018 para deteccdo de Staphylococcus
spp., Enterococcus spp., bactérias produtoras de ESBL e carbapenemases. Apds
inoculacado, os isolados foram submetidos a avaliagdo morfotinturial, identificacao
bioquimica e teste de suscetibilidade antimicrobiana. Foram isolados 60 cepas
bacterianas nas duas coletas, sendo 23 cepas em 2017 e 37 cepas em 2018. Pelo
menos um dos microrganismos de interesse estavam presentes em 73,33% e 82,61%
dos ambientes pesquisados para o0 ano de 2017 e 2018, respectivamente. Os
ambientes que apresentaram maior numero de isolados sdo consideradas areas de
alto trafego de pessoas e animais, como 0s ambientes Internamento da Médica,
Recepcao, Copa, Banheiros e Sala da Residéncia. Apenas o ambiente da Farmacia

nao apresentou nenhuma das bactérias interesse em ambos 0s anos pesquisados.

Palavras-chave: resisténcia antimicrobiana, contaminacdo ambiental, saude publica
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ABSTRACT

Antimicrobial resistance has as its main cause the indiscriminate use in the treatment
of antimicrobials, in agriculture and in the environment. Constant monitoring of
resistant bacteria. The objective of the study was to detect bacteria of public health
importance isolated resistant in environmental environments of the Veterinary Hospital
of the State University of Maringa 2017 and 2018, as well as related to the antimicrobial
resistance profile of the bacterial groups isolated and to map the environments of the
veterinary hospital that are possible sources of multidrug-resistant bacteria. Different
environments were created environments, environmentsl, walls, furniture, external
environments and cages 15 in 2017 and 23 in 2018 detection of Staphylococcus spp.,
Enterococcus spp., producer of ESBL bacteria and carbapenemases. After inoculation,
the isolates were selected for an evaluation of morphotintural identification,
biochemistry and antimicrobial susceptibility test. 60 bacterial strains were isolated in
the two collections, 23 strains in 2017 and 37 strains in 2018. At least one of the
microorganisms of interest were present in 73.33% and 82.61% of the research
environments for the year 2017 and 2018, respectively. The environments that present
the largest number of identified areas are areas of high traffic of people and animals,
such as the Physician's Hospitalization, Reception, Pantry, Bathrooms and Residence
Room environments. Only the Pharmacy environment did not present any of the
bacteria of interest in both years surveyed.

Keywords: antimicrobial resistance, environmental, public health

INTRODUCAO

O uso indiscriminado de antimicrobianos no tratamento de infec¢Bes, na
agricultura e no meio ambiente apresentou como consequéncia a resisténcia
antimicrobiana (AMR) (HOLMES et al.,, 2016; HUR et al.,, 2020; SANDORA,;
GOLDMANN, 2012), sendo um problema global e emergente (HOLMES et al., 2016;
HUR et al., 2020; WHO, 2014). Estima-se que até 2050, dez milhdes de pessoas por
ano no mundo morrerdo devido a resisténcia antimicrobiana (NGUYEN-VIET et al.,
2016), e o ambiente hospitalar € considerado um dos fatores predisponentes para o
desenvolvimento de infec¢des persistentes, junto com outros fatores relacionados ao

paciente e intervenc¢des médicas.
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Muitos microrganismos podem ser patdgenos causadores de infeccdes
nosocomiais e sdo um importante problema de saude publica, como Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) (BENEDICT; MORLEY; VAN METRE, 2008;
FRIEDRICH, 2019), bactérias Gram-negativas produtoras de beta-lactamase de
espectro estendido ou carbapenemases (BENEDICT; MORLEY; VAN METRE, 2008;
BREATHNACH, 2013; FRIEDRICH, 2019), enterococos resistente a vancomicina
(VRE) (FRIEDRICH, 2019). Nesse contexto, a identificacdo do ambiente hospitalar
com capacidade de albergar microrganismos multirresistentes que podem ocasionar
algum tipo de infecgéo, tem como objetivo direcionar agdes preventivas antes mesmo
da ocorréncia de um surto (BURGESS; MORLEY, 2018). A identificagcdo dos
patdgenos assim como o conhecimento de seu perfil de resisténcia é fundamental
para definicdo de estratégias antimicrobianas clinicas apropriadas (LIU et al., 2018).
Assim, o objetivo deste estudo foi detectar bactérias ambientais multirresistentes de
importancia em saude publica isoladas do Hospital Veterinario Universitario da

Universidade Estadual de Maringa nos anos de 2017 e 2018.

MATERIAL E METODOS

Amostras hospitalares: Foram realizadas coletas de amostras ambientais do
Hospital Veterinario Universitario (HVU) da Universidade Estadual de Maringa (UEM)
do Campus Regional de Umuarama (CAU) em marco de 2017 e em marco de 2018.
As amostras foram coletadas em 15 diferentes ambientes hospitalares no ano de 2017
(Centro cirargico |, Esterilizagdo, Farmécia, Almoxarifado de grandes, Internamento
cirargica, Sala MPA |, Internamento médica, Ambulatério I, Ambulatério 1l, Centro de
Imagem, Recepc¢do, Secretaria, Sala dos residentes, Copa, Banheiros) e no ano de
2018 foram amostrados mais oito ambientes (Centro cirdrgico Il, Téc. Operatoria,
Centro Cirdrgico de grandes, Sala MPA II, Ambulatério Ill, Patologia clinica,
Parasitologia e Sala professor) além dos 15 ambientes ja citados, totalizando 23
ambientes em 2018.

Nos ambientes avaliados em 2017 foram coletados 3 swabs iguais de diferentes
superficies, compreendendo parede, moveis, macanetas, chdo e gaiolas e pias
(quando presentes). Cada swab foi inoculado em um dos seguintes meios de cultura:

a) 2 mL de caldo enterococcosel (BBL®), para deteccdo de Enterococcus spp.; b) 2
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mL de caldo Tryptone Soya Broth (TSB) (Oxoid®) a 10% de NaCl (Nuclear®), para
deteccao de Staphylococcus spp.; ¢) 10 mL de caldo TSB com 1ug/mL de meropenem
(Laborclin®) (protocolo fornecido por Sfaciotte, R.A.P., ainda ndo publicado), para
deteccao de bactérias resistentes a carbapenémicos. Nos ambientes avaliados no ano
de 2018 foram coletados 4 swabs, inoculados em um dos seguintes meios de cultura:
a) 2 mL de caldo enterococcosel (BBL®), para deteccédo de Enterococcus spp.; b) 2
mL de caldo Tryptone Soya Broth (TSB) (Oxo0id®) a 10% de NaCl (Nuclear®) e 6ug/mL
de oxacilina, para deteccdo de Staphylococcus spp. resistente a meticilina (MRS); c)
15 mL de caldo TSB com 2ug/mL de ceftriaxona (Laborclin®), para detecgcédo de
bactérias ESBL; d) 10 mL de caldo TSB com 1ug/mL de meropenem (Laborclin®)
(protocolo fornecido por Sfaciotte, R.A.P., ainda ndo publicado), para deteccao de
bactérias resistentes a carbapenémicos.

Deteccdo de Enterococcus spp: Os swabs embebidos em caldo enterococcosel
foram incubados a 36°C+ 0,5°C por 24 a 48 horas. As amostras cujo meio apresentou-
se de cor preta foram semeadas pela técnica de esgotamento em agar nutriente
(Kasvi®) e incubadas a 36°Cx0,5°C por 24 a 48 horas. As colbnias puras foram
submetidas a técnica de disco-difusdo com vancomicina e gentamicina, avaliacdo
morfotinturial pela coloracdo de Gram e identificacdo bioquimica pelas provas de
catalase, bile esculina e crescimento em caldo TSB com 6,5% de NaCl para
identificacdo de Enterococcus spp. Os antimicrobianos testados por disco-difusdo
para todos os Enterococcus spp. isolados foram: beta-lactamicos aminopenicilinicos
(ampicilina 10ug); glicopeptideos (vancomicina 30ug e teicoplamina 30ug);
aminoglicosideos (gentamicina 10ug e 120ug, estreptomicina 10ug e 300uQ); e fenicol
(cloranfenicol 30ug). Nos isolados de 2017 foram também testados 0s seguintes
antimicrobianos: beta-lactamico penicilinico (peniciina G 10U); macrolideos
(eritromicina 15ug); ansamicina (rifampicina 5ug); nitrofurantoina (nitrofurantoina
10mcq); fluoroquinolonas (22 geracao — enrofloxacina 5ug, e ciprofloxacina 5ug e 32
geracéo — levofloxacina 5ug); tetraciclinas (tetraciclina 30ug e doxiciclina 30ug).
Deteccdo de Staphylococcus spp. resistente a meticilina (MRS): Os swabs
embebidos em caldo TSB a 10% de NaCl, foram incubados a 36°C+0,5°C por até 24
horas. Em caso de turvacdo do meio, as amostras foram semeadas pela técnica de

esgotamento em agar nutriente e incubadas a 36°C+0,5°C durante 18 a 24 horas. As
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colénias puras foram submetidas a técnica de disco-difusdo utilizando discos de
penicilina, oxacilina e cefoxitina para deteccao de MRS, avaliacdo morfotinturial pela
coloracdo de Gram, identificacdo biogquimica com as provas de catalase, oxidase,
coagulase, urease, fermentacdo de glicose, sacarose e manitol, resisténcia a
polimixina B (300ug) e produgéo de acetoina pela prova de Vogues-Proskrauer para
a identificagéo das espécies de estafilococos. Os antimicrobianos testados por disco-
difusdo para todos os Staphylococcus spp. foram: beta-lactdmico penicilinico
(penicilina G 10U); beta-lactamico penicilinico semi-sintético (oxacilina 1ug);
cefamicinico (cefoxitina 30mcg); glicopeptideo (vancomicina 30ug); aminoglicosideos
(gentamicina 10ug e amicacina 30ug); macrolideos (eritromicina 15ug); lincosamina
(clindamicina 2ug). Nos isolados de 2017 também foram testados: glicopeptideo
(teicoplamina 30ug); oxazolidinona (linezolida 30ug); macrolideos (azitromicina 15ug);
ansamicina (rifampicina 5ug); fenicol (cloranfenicol 30ug); nitrofurantoina
(nitrofurantoina 10mcg); fluoroquinolonas (22 geracdo — enrofloxacina 5ug e
ciprofloxacina 5ug e 32 geracéo — levofloxacina 5ug); tetraciclinas (tetraciclina 30ug e
doxiciclina 30ug); e inibidor do PABA (sulfazotrim 25ug).

Deteccdo de bactérias Gram-negativas resistentes a carbapenémicos e ESBL:
Os swabs embebidos em caldo TSB com meropenem ou ceftriaxona foram incubados
a 36°C+0,5°C por até 24 horas. As amostras que turvaram o meio foram semeadas
pela técnica de esgotamento em agar MacConkey (Kasvi®) e incubadas a 36°C+0,5°C
durante 18 a 24 horas. As colbnias foram submetidas a avaliacdo morfotinturial pela
coloracdo de Gram, prova da oxidase e identificacdo bioquimica pelo sistema
Bactray® | e Il ou lll para a identificacdo dos géneros de enterobactérias ou Gram-
negativos ndo fermentadores. As coldnias puras também foram submetidas a técnica
de sinergismo em disco (ANVISA, 2013) que consiste na disco-difusdo com discos
com meropenem, imipenem e ertapenem e discos com meropenem e imipenem
associados a 10pL de solugédo a 0,1M de EDTA (Invitrogen®), 750ug de cloxacilina
(INLAB®) e 400ug de &cido fenilbordnico (INLAB®), para a deteccdo do tipo de
carbapenemase produzida. Além disso, foi realizada a pesquisa de ESBL pelo método
de disco-difusdo com associacdo de clavulanato com aztreonam, cefotaxima,

ceftazidima, ceftriaxona e cefepima, de acordo com Souza-Junior et al. (2004).
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Os antimicrobianos testados para Acinetobacter baumannii isolados em 2017 foram:
beta-lactdmicos penicilinicos associados a inibidores de beta-lactamases
(ticarcilina/clavulonato 10ug e piperacilina/tazobactam 10ug); beta-lactamicos
cefalosporinicos (32 geracao — ceftazidima 30ug e ceftriaxona 30ug e 42 geragao
cefepima 30pg); cefamicinico (cefotaxima 30ug); beta-lactamicos carbapenémicos
(imipenem 10mcg e meropenem 10ug); polipeptideo (polimixina B 300ug);
aminoglicosideos (gentamicina 10ug, amicacina 30ug e tobramicina 10ug); quinolona
(22 geracao (fluoroquinolonas) — norfloxacina 10ug e ciprofloxacina 5ug e 32 geracao
— levofloxacina 5ugQ); tetraciclinas (tetraciclina 30ug e doxiciclina 30ug); e inibidor do
PABA (sulfazotrim 25uQ).

Para Burkholderia spp. foram: beta-lactamico aminopenicilinico associado a inibidor
de beta-lactamases (ticarcilina/clavulonato 10ug); beta-lactamico cefalosporinico de
32 geracao (ceftazidima 30ug); beta-lactamico carbapenémico (meropenem 10ug); e
quinolona (32 geracéo — levofloxacina 5ug).

E para Pseudomonas fluorescens foram: beta-lactamicos penicilinicos associados a
inibidores de beta-lactamases (ticarcilina/clavulonato 10ug e piperacilina/tazobactam
10uQ); beta-lactamicos cefalosporinicos (32 geracdo — ceftazidima 30ug e 42 geragao
cefepima 30uQ); beta-lactamicos carbapenémicos (imipenem 10 mcg e meropenem
10ug); monobactamico (aztreonam 15ug); aminoglicosideos (gentamicina 10ug,
amicacina 30ug e tobramicina 10ug); quinolona (22 geracédo (fluoroquinolonas) —
norfloxacina 10ug e ciprofloxacina 5ug e 32 geracdo — levofloxacina 5ug); e
polipeptideo (polimixina B 300uQ).

Deteccdo fenotipica de resisténcia antibacteriana: O perfil de resisténcia
antimicrobiana foi realizado em Agar Muller Hinton (Kasvi®) pelo método de disco-
difusdo, de acordo com (BAUER et al., 1996). Os halos de inibicdo foram avaliados
segundo as normas do CLSI (2015; 2008) e BrCAST (2018). O indice MAR (multipla
resisténcia antimicrobiana), foi calculado pelo nimero de antimicrobianos resistentes
(considerou-se os intermediarios como resistentes para este calculo) divididos pelo
namero de antimicrobianos testados (HINDLER; STELLING, 2007; KRUMPERMAN,
1983).

O E-test (vancomicina) (Oxoid®) foi realizado nas cepas de Staphylococcus spp. que

nao apresentaram sensibilidade a vancomicina ou teicoplamina no teste da disco-
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difusdo, e o E-test (meropenem) (Oxoid®) foi realizado em todas as cepas de
bactérias Gram-negativas isoladas.

Deteccédo da producédo de biofilme: A deteccéo fenotipica da producéo de biofilme
foi determinada pelo cultivo bacteriano em Agar Vermelho Congo (CRA), conforme
descrito por Freeman; Falkiner; Patrick (1989) (modificado), constituido de éagar
nutriente (Himedia®) 28 g/L, sacarose (Synth®) 50 g/L e corante Vermelho Congo
(Synth®) 0,8 g/L. As cepas bacterianas isoladas e caracterizadas foram semeadas
em placas CRA, incubadas a temperatura de 36°C+0,5°C por 24 horas. O crescimento
de colbnias rugosas e pretas foi considerado como produtoras de biofilme, enquanto
que as colonias lisas e vermelhas foram consideradas como ndo produtoras de
biofilme.

MIC (Concentracdo Inibitéria Minima) e MBC (Concentracdo Bactericida
Minima): A MIC e a MBC de oxacilina foram realizadas em todos os isolados de
estafilococos para caracterizacdo de MRS. Também foi realizada a MIC e MBC para
ceftriaxona e meropenem das bactérias Gram-negativas isoladas no ano de 2018 para
caracterizar a resisténcia via producdo de ESBL (ceftriaxona) e carbapenemase
(meropenem). Todas as metodologias foram realizadas segundo metodologia do CLSI
(2013).

Andlise de dados: Os resultados obtidos foram submetidos a andalise descritiva para
calculo das frequéncias absoluta e relativa (PETRIE; WATSON, 2009; SAMPAIO,
2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 60 cepas bacterianas de importancia em saude publica, sendo
23 cepas isoladas no ano de 2017 e 37 em 2018. Em 2017, em 11 dos 15 (73,33%)
ambientes hospitalares avaliados ocorreu a presenca de pelo menos um dos grupos
de microrganismos pesquisados. A distribuicdo dos grupos de bactérias pesquisadas
foram: em 20% (3/15) dos ambientes (Recepcéo, Internamento do Setor de Clinica
Médica e Sala dos Residentes) foram encontrados trés grupos; em 20% (3/15) dos
ambientes (Ambulatorio |, Sala de Medicacdo Pré-anestésica (MPA) | e Alimoxarifado
do Setor de Grandes Animais) foram encontrados dois grupos e em 33,33% (5/15)

dos ambientes foi encontrado apenas um dos grupos pesquisados (Secretaria,
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Internamento do Setor de Clinica Cirurgica, Setor de Esterilizagdo, Copa e Setor de
Diagndstico por Imagem) (Tabela 1 ). Em quatro ambientes (26,66%) nao foi
detectado nenhum dos grupos de microrganismos pesquisados, que foram
Ambulatério Il, Centro Cirdrgico |, Farmacia e Banheiros.

Em marco de 2018, as cepas isoladas foram detectadas em 82,61% (19/23)
dos ambientes hospitalares veterinarios avaliados, e em 17,39% (4/23) dos ambientes
(Técnica Operatoria, Centro Cirargico do Setor de Grandes Animais, Farmacia e
Internamento do Setor de Clinica Cirargica) nao foram detectadas nenhum dos grupos
de microrganismos pesquisados. Os quatro grupos de microrganismos pesquisados
nao foram encontrados simultaneamente em nenhum dos ambientes (Tabela 1). Trés
grupos de bactérias pesquisadas foram encontrados em 17,39% (4/23) dos ambientes
(Setor de Esterilizacado, Internamento do Setor de Clinica Médica, Copa e Banheiros),
dois grupos foram encontrados em 26,09% (6/23) dos ambientes (Almoxarifado do
Setor de Grandes Animais, Setor de Diagndstico por Imagem, Laboratério de
Patologia Clinica, Laboratoério de Parasitologia, Recepcao e Sala dos residentes) e em
39,13% (9/23) dos ambientes foi encontrado apenas um dos grupos pesquisados
(Centro Cirargico | e Il, Sala de MPA | e Il, Ambulatérios 1, Il e lll, Secretaria e Sala de
professores).

Os ambientes Esterilizacdo, Almoxarifado de grandes, Internamento da
Médica, Ambulatério |, Recepcao, Sala dos Residentes, Copa e Banheiros foram os
ambientes onde ocorreu a maior frequéncia de isolamento de cepas bacterianas
durante o periodo da pesquisa (Tabela 1).

Em relacéo a frequéncia dos grupos bacterianos pesquisados em 2017 e 2018
foram isolados 15 cepas de Enterococcus spp. (25,00%), 20 cepas caracterizadas
como MRS (33,33%), 14 (23,33%) ESBL e 11 (18,33%) bactérias resistentes aos
carbapenémicos (Tabela 1). Em 2017, Enterococcus spp. foram encontrados em
46,66% (7/15) dos ambientes, perfazendo 7 cepas isoladas; MRS foi encontrado em
53,33% (8/15) dos ambientes, sendo isoladas 8 cepas; e bactérias Gram-negativas
resistentes a carbapenémicos em 33,33% (5/15) dos ambientes, sendo isoladas 8
cepas. Em 2018, Enterococcus spp. foram encontrados em 33,78% (8/23) dos
ambientes, perfazendo 8 cepas isoladas; o MRS foi encontrado em 52,17% (12/23)

dos ambientes, sendo isoladas 12 cepas; bactérias Gram-negativas produtoras de
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ESBL (beta-lactamase de espectro estendido) em 43,48% (10/23) dos ambientes,
sendo isoladas 14 cepas; bactérias Gram-negativas resistentes a carbapenémicos em

13,04% (3/23) dos ambientes, sendo isoladas 3 cepas.

Perfil dos Enterococcus spp. isolados do HVU/UEM

O perfil de resisténcia antimicrobiana dos Enterococcus spp., isolados em
marco de 2017 (Tabela 2), mostrou alta resisténcia aos aminoglicosideos, a
eritromicina e a rifampicina em todos os isolados. A menor resisténcia foi encontrada
ao cloranfenicol (14,29%). O indice MAR variou de 0,267 a 0,867. Todas as cepas
foram consideradas sensiveis a vancomicina pelo E-test. Os sete isolados de
Enterococcus spp. foram identificados como produtores de biofilme pelo &gar
vermelho congo.

Em marco de 2018, o perfil de resisténcia antimicrobiana dos Enterococcus
spp. isolados mostrou resisténcia a gentamicina em 50% (4/8) das amostras testadas
(Tabela 3). O indice MAR variou de 0,000 a 0,167. Todas as cepas foram
consideradas sensiveis a vancomicina pelo E-test. A alta resisténcia aos

aminoglicosideos foi encontrada em 50% (4/8) dos isolados.

Perfil dos Staphylococcus spp. isolados do HVU/UEM

Em marco de 2017 foram detectadas 8 cepas estafilocococicas, sendo
identificado fenotipicamente um S. hyicus e 7 estafilococos do grupo SIG
(Staphylococcus intermedius group). O perfil de resisténcia antimicrobiana destes
isolados (Tabela 4) detectou alta resisténcia antimicrobiana com indice MAR variando
de 0,578 a 0,842. Sete das oito cepas isoladas de MRS foram consideradas
produtoras de biofilme.

Em 2018, foram detectadas 12 cepas estafilocococicas, sendo identificado
fenotipicamente sete Staphylococcus do grupo Intermedius (SIG), trés
Staphylococcus coagulase negativo (CoNS) e um Staphylococcus nao foi possivel ser
identificado. O perfil de resisténcia antimicrobiana destes isolados (tabela 5) detectou
alta resisténcia a eritromicina (72,72%) e a menor resisténcia foi encontrada a
amicacina e a gentamicina (0,00%). O indice MAR variou de 0.000 a 0.625. Oito cepas

(72,72%) foram consideradas produtoras de biofilme.
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Perfil das bactérias Gram-negativas isoladas do HVYU/UEM

Em 2017, das 8 bactérias Gram-negativas encontradas, 5 foram identificadas
como Acinetobacter baumannii, duas cepas foram identificadas como Burkholderia
pseudomallei e Burkholderia cepacia, e uma cepa foi identificada como Pseudomonas
fluorescens. O perfil de resisténcia antimicrobiana detectou alta resisténcia, com
indice MAR entre os Acinetobacter baumannii variando de 0,625 a 0,937. Burkholderia
pseudomallei apresentou indice de resisténcia MAR de 1,000 e a Burkholderia cepacia
0,750. Pseudomonas fluorescens apresentou a menor resisténcia de todas as Gram-
negativas com indice MAR de 0,428 (Tabela 6).

Os resultados do teste de sinergismo em disco para a deteccdo do tipo de
carbapenemase, mostraram que 7 cepas foram produtoras de metalo-beta-lactamase
pelo aumento do halo de inibicdo de crescimento quando associado o carbapenémico
com EDTA, ja a Burkholderia pseudomallei foi considerada mutante deficiente de
porina ou produtora de OXA-48, pela auséncia de inibi¢cdo do halo de crescimento com
0s trés compostos testados. A pesquisa de ESBL realizada, apesar de suplantada
pelo teste de Hodges modificado, reforca a alta resisténcia aos beta-lactamicos das
cepas pesquisadas. Todas as cepas mostraram MIC >32 ug/mL para meropenem pelo
E-test.

Das 8 bactérias Gram-negativas isoladas, apenas a Burkholderia pseudomallei
foi considerada produtora de biofilme.

Em marco de 2018, das 14 bactérias Gram-negativas encontradas, todas foram
identificadas como produtoras de ESBL pela associagdo em disco e das 8 testadas
pela MIC/MBC para ceftriaxona, todas foram resistentes. Das 8 testadas pela
MIC/MBC para meropenem, 3 foram consideradas resistentes a carbapenémicos.

Dos enterococos isolados 46,67% (7/15) foram classificados como MDR,
indicando sua capacidade de adquirir, conservar e disseminar genes de resisténcia
com facilidade, além da sua resisténcia intrinseca a diversas drogas (OGUTTU;
QEKWANA; ODOI, 2021; WERNER et al.,, 2013). Assim, deve ser destacado a
possibilidade de transmissédo de cepas resistentes de enterococos entre humanos e
animais, por meio do contato com objetos e superficies dentro do hospital, uma vez
que podem persistir por longos periodos no ambiente hospitalar (GARCIA-SOLACHE;
RICE, 2019; PORWANCHER et al., 1997). Por serem considerados organismos fonte
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de genes de resisténcia (AARESTRUP et al., 2000; COBURN et al., 2007; OGUTTU,;
QEKWANA; ODOI, 2021), outra preocupacdo € a possibilidade de transferéncia
horizontal de genes de resisténcia para outras bactérias, como Staphylococcus aureus
(DE NIEDERHAUSERN et al., 2011).

A resisténcia fenotipica apresentada pelos Enterococcus spp. deste estudo aos
aminoglicosideos (gentamicina e estreptomicina) pode ser explicado devido a sua
resisténcia intrinseca. Quando os aminoglicosideos sdo usados em monoterapia para
tratamento de infec¢des enterococicas € necessario concentracdes muito altas desse
medicamento para que atinja seu local de acdo (BADDOUR et al., 2015), pois ocorre
diminuicdo de sua captacao levando a baixa capacidade de penetracdo na célula
bacteriana. Com isso, € observado efeito sinérgico com a associacdo do
aminoglicosideo (gentamicina ou estreptomicina) com outras drogas que possuem
acdo na parede celular, como os beta-lactamicos e glicopeptideos, que permitem que
0 aminoglicosideo alcance seu local de acdo devido a alteracdo na estrutura da parede
celular bacteriana (HODGES et al., 1992; MILLER; MURRAY; ARIAS, 2008; SAPICO
et al., 1989). A terapia associativa entre essas drogas ja se mostrou eficaz, levando a
melhora das taxas de cura clinica e menores taxas de recidivas (MANDELL; KAYE,
1970; WEINSTEIN; MOELLERING, 1973). Porém, o efeito sinérgico ndo € mais
observado quando ocorre a aquisicdo de altos niveis de resisténcia a
aminoglicosideos (HLAR - High-level Resistance to Aminoglycosides), resisténcia
devido a aquisicdo de genes que codificam enzimas especificas que promovem
modificagdes nos aminoglicosideos (MILLER; MURRAY; ARIAS, 2008).

A resisténcia fenotipica dos Enterococcus spp. para os farmacos beta-
lactamicos, como a penicilina e ampicilina, pode ocorrer devido a mutacdes nos genes
pbp5, que codificam proteinas de ligacdo de penicilinas (PBPs) alteradas, levando a
diminuicdo na afinidade por essas drogas (MILLER; MURRAY; ARIAS, 2008;
MOELLERING, 1991), ou devido a producdo de enzimas beta-lactamases. Assim,
mesmo em concentracgdes terapéuticas do antibiotico, os enterococos sao capazes de
realizar a sintese de peptideoglicanos para a composi¢ao da parede celular bacteriana
(MURRAY, 1990; ZHANG et al., 2012).

Assim como foi observado neste estudo um alto nivel de estafilococos

resistentes a multiplas drogas (MDR) (45%- 9/20), um outro estudo abrangendo
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amostras de humanos e ambiente hospitalar veterinario, também encontrou cepas
MRSA e MRSP altamente resistentes. Neste mesmo trabalho foi relatado a presenca
dessas bactérias em locais de alta concentracdo e movimentacdo de funcionarios,
tutores e cdes como na sala de espera do hospital e também a transmissao de
bactérias dentro do hospital veterinario (FEBLER et al., 2018). Resultado similar foi
indicado no presente estudo, em que foram isolados maior nimero de cepas nos
locais Sala dos residentes, Copa, Banheiros e Recepcéo, devido ao alto fluxo de
médicos veterinarios, estudantes e tutores nesses ambientes.

Neste estudo, para as cepas de Staphylococcus spp. isolados, todas foram
sensiveis a vancomicina no teste de sensibilidade aos antimicrobianos, porém todas
foram resistentes a teicoplamina (no ano de 2017), ambas pertencentes a classe dos
glicopeptideos, que sdo drogas utilizadas no tratamento de infecces por MRSA.
Também se mostraram sensiveis a linezolida (oxazolidinonas), que pode ser utilizada
como uma alternativa no tratamento.

Em relacdo as bactérias Gram-negativas isoladas em 2017, 87,5% (7/8) das
bactérias foram consideradas produtoras de carbapenemases, pela producdo de
metalo-beta-lactamase no teste de sinergismo em disco, e em 2018 todas as Gram-
negativas isoladas foram produtoras de ESBL e trés resistentes aos carbapenémicos.
A alta frequéncia de 23,33% (n=14) de ESBLs encontrada demonstra a importancia
de pesquisar fenotipicamente a presenca de ESBLs na rotina laboratorial, inclusive
em espécies ndo-E. coli e ndo-Klebsiella sp. (LAGO; FUENTEFRIA; FUENTEFRIA,
2010). Quando essas bactérias sdo encontradas, o controle ambiental deve ser
aumentado, com higiene e desinfeccéo das instalacdes e equipamentos e tentativas
de reduzir a pressao seletiva pelo uso consciente de antimicrobianos (FERNANDO;
GRAY; GOTTLIEB, 2017). Estudos em humanos sugerem gue o transporte dessas
bactérias de um paciente para outro, pelas maos, € um meio importante de
disseminacéao de bactérias resistentes (PATERSON; BONOMO, 2005). As medidas
de controle de infeccdo hospitalar devem incluir a descoberta da fonte de infeccéo
ambiental, pois as bactérias produtoras de carbapenemases e ESBL podem formar
biofilmes e ter sua sobrevivéncia aumentada em ambientes hospitalares bem como
equipamento e instrumentos medicos, tornando o ambiente reservatério de
microrganismos (ABREU et al., 2013).
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A presenca dessas enzimas contribuiu para diminuicdo da eficacia terapéutica,
sendo um problema de saude publica (LIVERMORE, 2009), pois os humanos e
animais portadores podem ser responsaveis pela transmissao de infeccdo nosocomial
(VALVERDE et al., 2004). Por isso, funcionarios e médicos veterinarios devem ser
incentivados a adotar procedimentos de higiene das maos, além da préatica do
monitoramento e isolamento de pacientes infectados (PATERSON; BONOMO, 2005).

Das bactérias testadas fenotipicamente para producdo de biofilme, 67,65%
(23/34) foram positivas no teste de CRA. A capacidade de formar biofilmes e assim
persistir no ambiente reforgam a necessidade da tomada de medidas de controle de
infecc@o hospitalar, com procedimentos adequados de higiene e desinfec¢do, além

de investimento na formacao de pessoal de limpeza.

Contaminag¢éo ambiental do HYU/UEM

Neste estudo foi identificado alta contaminacdo ambiental do hospital
veterinario, onde foi isolado pelo menos um dos microrganismos de interesse em
73,33% e 82,61% dos ambientes pesquisados para o ano de 2017 e 2018,
respectivamente.

Nas coletas realizadas, sete cepas (11,67%) foram isoladas no ambiente do
Internamento da Médica, seis cepas (10,00%) na Sala dos residentes, cinco cepas
(8,33%) na Recepcéo, Copa e Banheiros, todos estes sendo ambientes com alto fluxo
de funcionéarios, médicos veterinarios e até de tutores e seus caes. Estes dados
indicam a grande possibilidade de transmissdo dessas cepas para outros locais,
pessoas e animais.

Deve-se notar a persisténcia de contaminacdo de alguns ambientes
amostrados nos anos deste estudo, principalmente para Enterococcus spp. e
Staphylococcus spp, em que ambos 0s géneros se mostraram presentes no ano de
2017 e novamente em 2018 (Tabela 1), como observado para Enterococcus spp. no
Almoxarifado de Grandes, Sala de MPA 1, Ambulatério 1, Recep¢édo e Copa. Para
Staphylococcus spp. isso foi observado na Sala de Esterilizacdo, Internamento da
Médica, Centro de Imagem, Recepcédo, Secretaria e Sala dos Residentes. Devido a

alta quantidade de cepas isoladas em alguns desses ambientes e por serem
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ambientes de alto fluxo de pessoas, as medidas de controle de infeccdo hospitalar
nesses ambientes devem ser mais efetivas

Em um outro estudo realizado em um hospital veterinario avaliando a
contaminacdo ambiental apenas por MRSA, encontraram prevaléncia de 10% dos
locais amostrados (LOEFFLER et al., 2005). Estes resultados associados a
capacidade dos organismos de se transferir do ambiente para seres humanos e
animais por meio do contato (MANIAN, 2003), destacam o ambiente hospitalar como
fonte de infeccdo de microrganismos resistentes para os seres humanos que ali
trabalham (HELLER et al., 2009), bem como para os animais hospitalizados, podendo
estes atuar como reservatérios de bactérias resistentes para a populacdo humana
(LIVE; NICHOLS, 1961). Diminuir a contaminacdo ambiental pode ajudar a controlar
a propagacdo de bactérias resistentes em hospitais e consequentemente na
comunidade, visto que reduziria a chance de um paciente internado adquirir uma cepa
resistente (DANCER, 2008).

Dos ambientes amostrados, apenas a farmacia se manteve ausente para as
bactérias de interesse deste estudo em ambas as coletas (Layout 1).

Em outros trabalhos realizados, diversos locais como macanetas, teclados de
computador, canetas, camas de pacientes, instrumentos meédicos, como
estetoscopios, foram relatados como mais provaveis de abrigar MRS, indicando ampla
contaminagcdo do ambiente hospitalar por essa bactéria (DANCER, 2008;
HOSOKAWA; KAMIYA, 2002), além da sua facilidade de disseminacdo (DANCER,
2008).

Taggar et al. (2020) relatam que os animais de companhia podem ser
infectados com bactérias produtoras de carbapenemases por meio do contato direto
com hospedeiros colonizados e ambiente contaminado, além da possibilidade de se
tornar reservatorios, implicando no risco de transmissédo desses microrganismos para
os humanos (LERNER et al., 2013). O ambiente contaminado por esses agente pode
atuar como vetor na sua disseminacao, tendo como controle a ado¢do de métodos de
limpeza e desinfeccdo de superficies e materiais usados por portadores (LERNER et
al., 2013; TAGGAR et al., 2020).

Este estudo demonstrou que cepas de MRS, Enterococcus spp., ESBLs e

bactérias produtoras de carbapenemases estéo presentes no ambiente deste hospital
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veterinario, evidenciando a significativa capacidade de o mesmo ambiente ser fonte
de infeccao para diversos microrganismos. Estes resultados destacam a importancia
de melhorar a conduta dos veterinarios em relacéo as prescricdes de antimicrobianos,
assim como a necessidade de instalacdo de um programa de controle de infeccdo
hospitalar, com o estabelecimento de um procedimento rigoroso de limpeza e
desinfeccdo e educacao da equipe do hospital, para prevenir a disseminacao de
bactérias resistentes entre os pacientes e funcionarios (ROUDAUD; ALLANO, 2018).
Além disso, a lavagem das méaos, junto com a limpeza do meio ambiente foi associada
a uma reducédo da incidéncia de doencas adquiridas em hospitais humanos (PITTET
et al., 2001). Levando-se em consideracdo que as cepas de microrganismos
resistentes podem persistir por longos periodos em ambientes veterinarios, €
importante para prevencdo de infeccdes o monitoramento periddico desses locais,
avaliando questbes como a rota de transmissao, epidemiologia e as medidas de
higiene (SATO et al., 2018).

Outra medida para reduzir a transmissdo de organismos multirresistentes é a
deteccado precoce das cepas multirresistentes e a reducéo da circulacdo de pessoas
e animais dentro do ambiente hospitalar veterinario (FEBLER et al., 2018), visto que
muitas bactérias de interesse foram encontrados em &reas de grande circulacdo de
pessoas e animais como o ambiente da recepcéo, sala de residéncia, sala de MPA e
internamento, associado também ao aumento de medidas de limpeza e desinfeccao

nessas areas de alta concentracdo de pessoas e animais.

CONCLUSAO

O surgimento de microrganismos resistentes as diversas classes de
antimicrobianos tem aumentado nos ultimos anos, tornando-se uma ameaca a saude
publica. S&o necesséarias intervengdes eficazes no ambiente hospitalar, que devem se
concentrar em medidas de higiene, como boas praticas de antissepsia das maos dos
funcionéarios e visitantes, bem como em protocolos sistematicos de limpeza e
desinfeccdo englobando todos os locais do ambiente hospitalar. Além disso, 0s
médicos veterinarios devem realizar o controle do uso de antimicrobianos, escolhendo
os antimicrobianos que serao utilizados de acordo com os testes de sensibilidade aos

antimicrobianos, e também ser incentivados a lavar as maos antes e depois do contato
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com pacientes. Sdo medidas necesséarias para minimizar o problema da resisténcia
antimicrobiana e reduzir o transporte nosocomial de bactéria multirresistentes, com
foco no manejo correto dos antimicrobianos e cumprimento de medidas de higiene

para prevencédo de infeccdes hospitalares.
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Tabela 1. Detecgcdo de bactérias de importancia em saude publica em diferentes ambientes do

HVU/UEM em coletas realizadas em marco de 2017 e em marco de 2018

Enterococcus. MRS ESEL CR
Spp-

2017 2018 | 2017 2018 | 2017 2018 2017 2018 | 2017 2018

a0 0 1

Locais Total de cepas

Centro Cirdrgico I
Centro Cirdrgico II
Téc. Operatdria
Centro Cir, Gr.
Esterilizardo
Farmécia

Almoxar. grandes

Intern, Cirdrgica
Salade MPAI
Salade MPATI
Intern, Médica
Ambulatdrio
Ambulatorio II
Ambulatdrio 11
Centro de Imagem
Patologia Clinica
Parasitologia
Receprao
Secretaria

Sala Residentes

[ T S B = R = R S T = R = R = B S = [ = R B S = U = N = e

Copa
Banheiros

[T S T I R S S = T S S = T = R = R = =T = T = T S = T = T T =
LS. T =R T Sl o I o R b B o R . T S R = B O Y e TR 7 e e B S

o W
B oo - owee ow BB R o w e B oo = B E B

Sala professor
Total
nt: nio testado

B o ko rBE B of orrrE oo aocflBE B E o
[= =0 = T = T P = R = = T = T T S R - T - TR S - TR S e T S e T - T o T = |
w|lE o oo HEofomrmB ome ool 8 5o
N A =T N - - - - - -E - -E-E-E- - - - - -

—
&%)
—
|-
(3]
(25
L
B

FREFEEFEFEFRFEERFEFEEFRERFEREEREEREERE




73

Tabela 2. Perfil de resisténcia antimicrobiana dos Enterococcus spp. isolados em 2017 nos diferentes
ambientes do HYU/UEM

£ =Y £l =) =9 £l £l =
B B By B. F BB,
Antimicrobianos 3 £ o = \
= . e

testados 2 = 'rEI: = T o

& - = E < 2 g

§ = S 'E o &, g8

& = @ < 5 8 X5
Penicilina R R R 5 s 3 5 42,9
Ampicilina R R R 5 s R 5 571
Vancomicina 3 8 5 I g I 5 28.6
Teicoplamina I R 5 5 5 5 5 28,6
Gentamicina R R R R R R 5 83.7
Estreptomicina R R R R R R R 100
Eritromicina R R R I R R R 100
Clorofenicol 5 5 s I 5 5 5 14,3
Nitrofurantoina R R I 5 1 5 5 57,1

i ici R R R R R R R 100

Tetraciclina R R R R R R 5 83.7
Doxiclina R R R I R R 5 85.7
Ciprofloxacina R R R R R 5 R 85,7
Enrofloxacina R R R R R g g 714
Levofloxacina R R R 5 5 5 5 42,9
MAR 0.867 0,667 0,800 0.667 0,600 0,533 0.267
Biofilme pos pos pos pos pos pos pos

neg: negativg; pos: positivo; R: resistente; S: sensivel; [; intermedidrio; nt: ndo testado,

Tabela 3. Perfil de resisténcia antimicrobiana dos Enterococcus spp. isolados em 2018 nos diferentes
ambientes do HYU/UEM

s om
& & g g g g & oy =
=% =% =% B, B =% B n Q0
] ] L [ =1 [ =1 L] ]

o o o -E o 2 ’

Antimicrobianos B ‘B ‘B - i -y ‘

8 =] =] —
testados ;E\ E E E E @ :E g
a, - = = = = " &
8 - = = = E = o &
[ B =) = g = & I ]
= = < ) e < Q0 =1

Ampicilina 5 5 s S s 5 s 5 0.0

Vancomicina 5 5 s S s 5 3 5 0.0

Teicoplamina 5 5 s S s 5 s ) 0.0

Gentamicina 5 R R R R 5 S ) 50,0

Estreptomicina 5 5 ) ) 5 5 5 5 0.0

Clorofenicol 5 5 S S S 5 S 5 0.0

MAR 0.000 0.167 0.167 0.167 0.167 0.000 0.000 0.000

Biofilme nt nt nt nt nt nt nt nt

:
:
:
:
:
:

R: resistente; 5: sensivel: nt: ndo testado
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Tabela 4. Perfil de resisténcia antimicrobiana dos Staphylococcus spp. Resistentes a Meticilina (MRS)
isolados em 2017 de diferentes ambientes do HYU/UEM

]
g -
g T - 5
= = 1] =
Antimicrobianos a 2 452 g g2 F
testados iy " g = o i
g = - E B 5 T .
g7 H¢ E% H- §f §§ Hp &%
8 « g = g B £ g
§= 57 5§ 52 - SE
v WE WE  we wi 8 v o w O v
Penicilina R R R 2] 2] R R 2] 100,0
Oxacilina R B B R R R R R 100,0
Cefoxitina R B B R R R R R 100,0
Vancomicina* - - 5 5 5 5 5 - 0,0
Teicoplamina R I I 1 I I I R 100,0
Linezolida 5 5 5 5 3 5 5 3 0.0
Amicacing I 5 5 5 5 5 5 5 12,5
Gentamicina R 3 5 [ 5 I I R 62,5
Eritromicina B E E R s I R R 87.5
Azitromicina R B B R 5 I R R 87.5
Clindamicina R I 5 I R I R R 87.5
Clorofenicol 5 5 5 R 5 3 5 R 25,0
Rifampicina 5 5 5 5 3 5 5 R 12,5
Nitrofurantoina R 5 5 5 5 I 5 5 25,0
Doxiclina R I B R R I R R 100,0
Tetraciclina B g E R R I R R 87.5
Sulfazotrin, R B B R R 3 5 R 75,0
Ciprofloxacina R R R R R 5 I R 87.5
Enrofloxacina R 13 R R R I I R 100,0
Levofloxacina R B B I I 5 5 R 75,0
MIC Oxaciling =2 - 128 32 =1024 512 - <2
MEC Oxacilina 2 - 248 54 =1024 1024 . 2
MAR 0.842 0.631 0.631 0.789 0.578 0.631 0.631 0,842
Biofilme Deg pos  Pos  pos pos pos pos pos

* CLSI (2008), excluido do indice MAR; R: resistente; 5: sensivel; I: intermediirio; neg: negative: pog: positiva
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Tabela 5. Perfil de resisténcia antimicrobiana dos Staphylococcus spp. Resistentes a Meticilina (MRS)
isolados em 2018 de diferentes ambientes do HVU/UEM

]
[%7]

o - ﬁ §
Antimicrobianos o = T . o = g 2
testados & i w I : B = - ! i .

[ " ' = ; o = = 8

£ 5 & I T L S E

it P E E s o2 £ o: %

8§ & B & & § & F &
Penicilina R R R 5 R E R 5 R R 5 72,73
Oxacilina R R S 5 5 5 R 5 R 5 R 45,45
Cefoxitina R 5 5 5 5 E R 5 R R R 54,54
Vancomicina® s s s g s s s g s s s 0,00
Amicacing 5 S S 5 5 5 S 5 5 5 S 0,00
Gentamicina 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 0,00
Eritromicina R S R 5 5 B R R R 2} R 72,72
Clindamicina R 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 9,09
MIC Dxacilina 8 4 4 4 8 2 512 8 16 256 4
MEC Oxacilina 16 64 256 16 64 4 512 16 16 128 4
MIC Enroflox. Z0,5 031 =05 - 2 1 2,5 - 0,15 32 0,15
MEC Enroflox. 3 40 =0,5 - 64 16 32 - 2,5 128 5
MPC Enroflox. =2 - =2 - =2 =2 =2 - - 64 -
MPC/MEC Enrofl. <2 - =2 - 8 16 =2 - - 256 -
MIC Genfamic. - 0,062 - - - - 0,062 - 0,062 - 0,062
MEC Gentamic. - 4 - - - - 2 - 4 - 0,125
MAR 0.625 0.250 0.250 0.000 0125 0375 0500 0.125 0500 0.375 0.375
Biofilme DOS  pos  pos  Dos  pos  PDs  DOS  DEE  DEE pos Deg

* CLSI (2008), excluide do indice MAR: R: resistente: 5: sensivel; neg: negativo: pos: positivo

Tabela 6. Perfil de resisténcia antimicrobiana das bactérias Gram-negativas produtoras de
carbapenemase isoladas em 2017 de diferentes ambientes do HVU/UEM

- o

g i S g 5 g

Antimicrobianos H Eﬂ H E =i H Eﬂ o B g g % .E-‘

testados 8E S g §2 g :E: T ST 2R

O E2 £ O Eg 2E= 5= £ &

55 35% 33% 3§: 33 HE S¥E &&s
Ticlarcilina/Clavulanato 5 5 1 5 5 R I
Piperacilina/Tazohactam R I R R I - - R
Ceftazidima I R I I 5 5 I
Cefotaxima, R R R R R - - -
Ceftriaxona R R R R R - - -
Cefepime R R R R R - - S
Meropenem R R R R R R I R
Imipenem R R R R R - - ]
Aztreonam - - - - - - - R
Amicacina R R R R R - - 5
Gentamicina R R R R R - - 5
Tobramicina R R R R R - - 3
Tetraciclina R R R R R - - -
Dazxiclina 3 5 I I 3 - - -
Sulfazotrin 3 3 3 3 3 - - -
Norfloxacina - - - - - - - 3
Ciprofloxacina s s R I 5 - - 5
Levofloxacina 5 5 R R S R I R

MAR 0,687 0,687 0,937 0,875 0,625 1,000 0,750 0,428
Biofilme neg neg neg neg neg pos neg neg

- Antimicrebianos nio testados: neg: negativo: pos: positivo: R: resistente; 5: sensivel; I: intermediario.
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Layout 1. Representacdo esquemética do HVU/UEM e a identificagdo dos locais onde foram
encontradas bactérias de importancia em saude publica.
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Circulos representam as bactérias isoladas em 2017; quadrados representam as bactérias isoladas em
2018. Em azul estao representados os Enterococcus spp., em vermelho os Staphylococcus spp., verde
as ESBLs e em marrom as bactérias produtoras de carbapenemases. As linhas evidenciam-se os locais
onde foram encontrados cepas MRS e Enterococcus spp. com 0 mesmo fenétipo de resisténcia no ano
de 2017; triangulo amarelo faz referéncia ao ambiente (farmacia) onde néo foi isolado nenhuma bactéria
pesquisada neste trabalho, tanto para o ano de 2017 como para 2018.
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10. ANEXO

10.1 NORMAS DE PUBLICACAO DO ARTIGO

Semina: Ciéncias Agrarias , Universidade Estadual de Londrina (UEL)

Os artigos podem ser submetidos em portugués ou inglés, mas s6 serao
publicados em inglés. Os artigos submetidos em portugués, se aceitos para
publicacédo, deveréo ser traduzidos para o inglés.

Todos os artigos, depois de aceites para publicacdo, devem ser acompanhados
de um certificado comprovativo de traducdo ou correcdo (como ficheiro suplementar)
O autor principal deve anexar o documento que comprove esta traducao ou correcao
no sistema eletrénico na pagina de submissdo em “ Docs. Sup .”

Os manuscritos originais submetidos para avaliacédo sao inicialmente avaliados
pelo Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias. Nesta avaliacao, serdo avaliados
0s requisitos de qualidade para publicacdo com a revista, como o escopo do artigo,
adequacdo as normas da revista, qualidade da redacdo e fundamentacao
tedrica. Adicionalmente, considera-se também a atualizacdo da revisao da literatura,
consisténcia e acuracia da metodologia, a contribuicdo dos resultados, discusséo dos
dados observados no estudo, representacdo de tabelas e figuras e originalidade e
consisténcia das conclusGes. Caso o numero de manuscritos submetidos exceda a
capacidade de avaliacdo e publicacdo da Semina: Ciéncias Agrarias , sera feita uma
comparacao entre as submissdes, e os trabalhos considerados de maior potencial de
contribuicdo para o conhecimento cientifico serdo encaminhados para assessores ad
hoc. Os manuscritos que ndo sdo aprovados por esses critérios sao arquivados,
enquanto os demais manuscritos sdo submetidos a avaliagdo de pelo menos dois
assessores cientificos especialistas na area tematica do manuscrito, sem identificagcao
dos autores. A taxa de submissdo ndo sera devolvida aos autores que tiverem seus
manuscritos arquivados.

N&o serdo aceitos manuscritos quando:

a) O arquivo do artigo principal em anexo contém os nomes dos autores

e suas respectivas afiliagoes.
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b) O registro completo de todos os autores nao foi adicionado aos
metadados durante a submissao; por exemplo Nome
completo; Instituicao/Afiliacdo; Pais; Resumo da Biografia/Titulo/Funcéao.

c) Texto explicativo da relevancia do trabalho (importancia e distin¢cédo de
trabalhos publicados anteriormente), com extensdo maxima de 10 linhas, néo
consta no campo COMENTARIOS AO EDITOR.

d) A submissdo ndo é acompanhada de documento comprovativo do
pagamento da taxa de submissdo como ficheiro suplementar nos
“ Docs. Sup ! secao.

e) O artigo principal ndo é acompanhado de arquivos suplementares,
incluindo gréficos, figuras, fotos e outros documentos, EM SUA VERSAO
ORIGINAL (formatos JPEG, TIFF ou EXCEL).

f) Ndo constam no manuscrito original as seguintes informacdes: titulo,
resumo, palavras-chave em portugués e inglés, tabelas e figuras.

g) No campo COMENTARIOS PARA O EDITOR deve constar a indicag&o
de trés possiveis meédicos revisores para 0 manuscrito com NOME,
INSTITUICAO e E-MAIL.

Restricdes por area de assunto:

Para ciéncia animal, ndo serdo aceitos manuscritos nos seguintes casos:

- Referéncias bibliograficas muito antigas . 70% das referéncias devem ser
dos ultimos dez anos. Referéncias mais antigas (menos de 30%) s6 serdo aceitas na
secdo Material e Métodos. N&o incluir como referéncias bibliograficas resumos
simples ou expandidos e estudos apresentados em anais de eventos como
referéncias. Teses, dissertacdes e monografias feitas nos ultimos trés anos s6 serdo
aceitas se nao tiverem sido publicadas como artigos cientificos em periédico.

- Manuscritos que néo realizaram analises estatisticas adequadas,

- Conter mais de dez autores.

- Manuscritos baseados em dados derivados do periodo completo de producéo
em experimentos avicolas (frangos e poedeiras).

- Manuscritos baseados em levantamentos locais (municipal, regional,
matadouro especifico, fazenda, etc.) contendo dados de manejo, alimentacao, saude,

entre outros, de baixo impacto cientifico.
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Categorias de trabalho

a) Artigos cientificos: méximo de 20 péginas, incluindo figuras, tabelas e
referéncias bibliograficas

Apresentacao do Trabalho

Artigos originais completos, comunicacdes e resenhas devem ser redigidos em
portugués ou inglés usando Microsoft Word for Windows, em papel tamanho A4, com
linhas numeradas por pagina, espacamento 1,5 entre linhas, fonte Times New Roman,
tamanho 11 normal, margens de 2 cm em todos os lados, com paginas numeradas no
canto superior direito e seguindo as orienta¢des para o nimero maximo de paginas
de acordo com a categoria da obra.

Figuras (desenhos, graficos e fotografias) e tabelas devem ser numeradas com
algarismos arabicos, devem ser incluidas no final do trabalho imediatamente apés as
referéncias bibliogréficas e devem ser citadas no texto. Além disso, as figuras devem
ser de boa qualidade e devem ser anexadas em seu formato original (JPEG, TIFF,
etc.) no Docs Sup na pagina de submissédo. Nao serdo aceitas figuras e tabelas que
nao atendam as seguintes especificacdes: largura de 8 cm ou 16 cm com altura
méaxima de 22 cm. Se a figura tiver dimensdes maiores, sera reduzida durante o
processo editorial as dimensfes acima mencionadas.

Nota: Figuras (Ex. Figura 1. Titulo) e tabelas ( Tabela 1. Titulo) devem ter
largura de 8 cm ou 16 cm com altura maxima de 22 cm. Agueles com maiores
dimensdes serdo reduzidos durante o processo editorial as dimensdes acima
mencionadas. Para quaisquer tabelas e figuras que néo sejam obra original do autor,
€ obrigatdria a citacdo da fonte consultada. Coloque esta citacdo abaixo da tabela ou
figura e indique usando uma fonte menor (Times New Roman 10).

Ex: “ Fonte”: IBGE (2017), ou Fonte : IBGE (2017).

Preparacdo do manuscrito

Os artigos cientificos devem relatar resultados de pesquisas originais nas areas
afins, com as sec¢bes organizadas da seguinte forma: Titulo em inglés; Titulo em
portugués; Trés a cinco Destaques; Resumo em inglés com palavras-chave (maximo
de seis palavras, em ordem alfabética); Resumo em portugués com palavras-chave
(maximo de seis palavras, em ordem alfabética); Introducdo; Materiai e

métodos; Resultados e discussdo; Conclusdes; Reconhecimentos; Fornecedores, se
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aplicavel; e Referéncias Bibliograficas. Os titulos devem estar em negrito sem
numeracdo. Se houver necessidade de incluir um subtitulo dentro de uma secéo, ele
deve ser colocado em itélico, e se houver outros subtépicos a serem incluidos em um
subtitulo, estes devem ser numerados com algarismos arabicos.

(Exemplo: Materiais e Métodos, Areas de estudo, 1. Area rural, 2. Area urbana).

O trabalho submetido néo pode ter sido publicado em outro lugar com 0 mesmo
conteudo, exceto na forma de Resumo em Eventos Cientificos, Notas Introdutorias ou
Formato Reduzido.

O trabalho deve ser apresentado na seguinte ordem:

1. Titulo do trabalho: acompanhado de sua traducdo em portugués, se for o
caso.

2. Trés ou cinco destaques: sdo pontos orientados a resultados que
proporcionam aos leitores uma visdo geral das principais conclusées do seu
artigo. Cada "Destaque" deve conter no maximo 85 caracteres incluindo
espagcamento.

3. Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informativo com
um minimo de 200 palavras e um maximo de 400 palavras, no mesmo idioma utilizado
no texto do artigo, acompanhado de uma traducéo em inglés ( Abstract e Keywords )
se o texto n&o foi escrito em inglés.

4. Introducdo: A introducdo deve ser concisa e conter apenas a revisao
estritamente necessaria para introduzir o tema e subsidiar a metodologia e a
discusséo.

5. Materiais e Métodos: Esta secao pode ser apresentada de forma continua,
descritiva ou com subtitulos para permitir ao leitor compreender e poder repetir a
metodologia citada com ou sem o apoio de citacdes bibliograficas.

6. Resultados e Discusséo : Esta secdo deve ser apresentada de forma clara,
com o auxilio de tabelas, graficos e figuras, para que nao levante duvidas ao leitor
guanto a autenticidade dos resultados e pontos de vista discutidos.

7. Conclusdes: Devem ser claras e apresentadas de acordo com os objetivos

propostos no trabalho.
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8. Agradecimentos: Pessoas, instituicdes e empresas que contribuiram com
o trabalho devem ser mencionadas ao final do texto, antes da secao Referéncias
Bibliograficas.

Observacao:

Notas: Cada nota referente ao corpo do texto deve ser indicada com um
simbolo sobrescrito imediatamente apds a frase a que se refere e deve ser incluida
como nota de rodapé no final da pagina.

Figuras: Devem ser inseridas ao final do artigo, uma em cada pagina, apos as
referéncias. As figuras consideradas essenciais serao aceitas e deverdo ser citadas
no texto por sua ordem numérica, em algarismos arabicos. Se alguma ilustracéo
enviada ja tiver sido publicada, a fonte e a permissédo para publicacdo devem ser
indicadas.

Tabelas: Devem ser inseridas ao final do artigo, uma em cada pagina, apos as
referéncias. As tabelas devem ser acompanhadas de um cabecalho que permita a
compreensao dos dados coletados sem a necessidade de utilizar o corpo do texto
para referéncia.

Quantidades, unidades e simbolos:

a) Os manuscritos devem estar de acordo com o0s critérios estabelecidos nos
Cddigos Internacionais para cada area teméatica.

b) Usar o Sistema Internacional de Unidades em todo o texto.

c) Use o formato de poténcia negativa para anotar e apresentar unidades
relacionadas: por exemplo, kg ha 1. Ndo use o simbolo de barra para relacionar
unidades: por exemplo, kg/ha.

d) Use um espaco simples entre as unidades: gL 1, ndogL *ougL .

e) Use a representacao de 24 horas com quatro digitos para as horas e minutos:
09h00, 18h30.

CitacOes de autores no texto

As Regras da APA utilizam o sistema autor-data para citagdes indiretas, ou
seja, sobrenome do autor, virgula e ano de publicacdo. O numero da pagina so €
inserido quando ha citacao direta. Neste caso, o sobrenome do autor citado, virgula,

[{el)

ano, virgula seguido de “p”. E 0 niumero da pagina
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Quando nas citacdes, os autores estédo fora dos parénteses, use sempre "e"
(portugués); "E" (inglés) e "y" (espanhol); separar o penultimo do ultimo autor citado. O
"&" €& sempre inserido entre o penudltimo e o Ultimo autor quando citado entre
parénteses e referéncias.

Citagao:

Uma Obra de Dois Autores: Nomeie ambos os autores na frase-sinal ou entre
parénteses cada vez que vocé citar a obra. Use a palavra "e" entre os nhomes dos
autores dentro do texto e use o e comercial entre parénteses.

Ex: Os resultados de Wegener e Petty (1994) confirmaram que...
(Wegener & Petty, 1994)

Uma Obra de Trés a Cinco Autores: Liste todos os autores na frase de
sinalizacao ou entre parénteses na primeira vez que voceé citar a fonte. Use a palavra
"e" entre os nomes dos autores dentro do texto e use o e comercial entre parénteses.
Ex: Almeida, Parisi e Pereira (1999, p. 379)
ou Almeida, Parisi e Pereira (1999, pp. 372-373)
ou (Almeida, Parisi, & Pereira, 1999, p. 73)

Kernis, Cornell, Sun, Berry e Harlow (1993)

(Kernis, Cornell, Sun, Berry e Harlow, 1993)

Nas citacdes subsequentes, use apenas 0 sobrenome do primeiro autor seguido de
"et al." na frase-sinal ou entre parénteses (Kernis et al., 1993).

Duas ou mais obras do mesmo autor no mesmo ano - use letras minusculas (a,
b, ¢c) com o ano para ordenar as entradas na lista de referéncias. Use as letras
minudsculas com o0 ano na citacdo no texto.

Ex: (Porter, 1999a, 1999b, 1999c)

Autores com o mesmo sobrenome: Para evitar confusdo, use as primeiras
iniciais com os sobrenomes. (E. Johnson, 2001; L. Johnson, 1998)

Duas ou mais obras do mesmo autor com datas de publicacdo
diferentes. (Ordem cronoldgica)

Ex: Segundo Porter (1986, 1991, 1999, 2000),
Exemplo de referéncia:
Todos os autores participantes de um estudo referenciado devem ser

mencionados, independentemente do nimero de participantes.
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Artigo:
Berndt, TJ (2002). Qualidade da amizade e desenvolvimento social. Current Directions
in Psychological Science, 11, 7-10.

Mais de um autor - Liste pelos sobrenomes e iniciais. Use o e comercial em
vez de "&".
Adair, JG, & Vohra, N. (2003). A exploséao de conhecimento, referéncias e citacdes: a
resposta Unica da psicologia a uma crise. Psicologo americano , 58 (1), 15-23. doi:
10.1037/0003-066X.58.1.15
Pereira, GP, Sequinatto, |., Caten, A., & Mota, M. (2019). Reflectancia espectral VIS-
NIR para discretizacdo de solos com alto teor de areia. Semina: Ciéncias Agrarias,
40 (1),99-112. doi: 10.5433/16790359.2019v40n1p99
Wegener, DT, & Petty, RE (1994). Gestdo do humor em estados afetivos: A hipotese
da contingéncia hedénica. Journal of Personality and Social Psychology, 66 , 1034-
1048. doi: 10.1037/0022-3514.66.6.1034

Artigo eletrénico:
Santos, CP, & Fernandes, DH von der (2007). A recuperacao de servicos e seu efeito
na confianca e lealdade do cliente. RACletrénica, 1 (3), 35-51. Recuperado de
http://anpad.org.br/periodicos/content/frame_base.php?revista=3

Livro
Kashdan, T., & Biswas-Diener, R. (2014). A vantagem do seu lado escuro . Nova York,
NY: Hudson Street Press.

Capitulo de livro
Serviss, GP (1911). Uma viagem de terror. Em Um Colombo do espaco (pp. 17-
32). Nova York, NY: Appleton.

Capitulo de livro eletrénico
Shuhua, L. (2007). A Noite do Festival do Meio-Outono. Em JSM Lau & H. Goldblatt
(Eds.), The Columbia Anthology of Modern Chinese Literature (pp. 95-102). Nova
York, NY: Columbia University Press. Recuperado de https://www.worldcat.org
[title/columbia-anthology-of-modern-chinese-literature/oclc/608153696.

Anais/Processos
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Costa, ER, & Boruchovitch, E. (2001). Entendendo as rela¢gbes entre estratégias de
aprendizagem e ansiedade. Anais da XXXI Reunido Anual de Psicologia
(p.203). Ribeirdo Preto, SP: Sociedade Brasileira de Psicologia.

Uma tese e/ou dissertacdo impressa
Ledo, ME (1998). Uma analise de redes de cooperacdo das pequenas e

médias empresas do setor das telecomunicacbes . Dissertacdo de
mestrado, Universidade de S&o Paulo, S&do Paulo, SP, Brasil.

Tese ou Dissertacao Eleténica
Hirata, CA (2016). Microbiologia agricola, Microorganismos do solo,
Fungos micorrizicos, Microorganismos fixadores de nitrogénio, Ecologia

microbiana . Tese de doutorado, Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, PR, Brasil. Retirado de http://www.bibliotecadigital.uel.br

Organizagao como autor
Associacdo Americana de Psiquiatria. (1988). DSM-III-R, Manual diagnéstico e
estatistico de transtorno mental (32 ed. rev.). Washington, DC: Autor.

Lei
Lei n. 11.638, de 28 de setembro de 2007. Altera e dispositivos revogatérios da Lei
n. 6.404, de 15 de dezembro de 1976, e da Lei n. 6.385, 7 de dezembro de 1976, e as
sociedades de grande porte, relativas a elaboracdo e divulgacao
de financeiras. Recuperado de http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-2010/
2007/1ei/l11638.htm

A exatidado e adequacdao das referéncias das obras consultadas e mencionadas
no texto do artigo, bem como opinides, conceitos e afirmacdes, sdo de inteira

responsabilidade dos autores.
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