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Resumo

A infecdo do local cirurgico (ILC) é uma complicacdo cirdrgica grave que afeta o
sucesso cirurgico, a saude e 0 bem-estar do paciente.

As B-lactamases de largo espectro (ESBLs) e AmpC mediadas por plasmideo
(pPAmpC) representam uma ameaca a salde animal, humana e ambiental sendo consideradas
um risco para a saude publica.

O objetivo deste estudo foi identificar a presenca de Enterobacterales produtoras de
ESBLs/pAmpC em amostras fecais de animais de companhia submetidos a cirurgia ortopédica
limpa e perceber se representam um fator de risco para o desenvolvimento de ILC.

Desde fevereiro a junho de 2023, foram recolhidas 64 zaragatoas fecais de animais de
companhia (cées e gatos) submetidos a cirurgia ortopédica limpa em trés hospitais veterinarios
da regido de Lisboa.

As amostras foram inoculadas em Macconkey agar suplementadas com 1,5 pug/mL de
cefotaxima e 1,0 pg/mL de meropenem. As espécies de bactérias e genes de resisténcia foram
identificadas através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR). O teste de suscetibilidade de
antimicrobianos foi realizado e interpretado segundo as diretrizes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).

Neste estudo 20,3% (13/64) dos animais de companhia encontravam-se colonizados
com Enterobacterales produtoras de ESBLs e/ou pAmpC. Cerca de 84,6% (11/13) foram
identificados como Escherichia coli. Os isolados de E. coli resistentes a cefalosporinas de
terceira geracdo (C3G) pertenceram predominantemente ao grupo filogenético B1 (54,5%, 6/11)
e 18,2% (2/11) foram também resistentes ao grupo dos carbapenemos.

As Enterobacterales isoladas além da resisténcia ao grupo dos P-lactdmicos
apresentaram resisténcias a outras classes de antibidticos, conferindo um perfil multirresistente
(MDR) em 46,1% (6/13) dos casos. Os genes mais prevalentes foram o blatem-1 € blacTx-m-1s.
Para além do referido foi identificado o gene blaoxa-24stipo €m dois isolados de E. coli.

Nenhum dos animais que participaram neste estudo evidenciou sinais compativeis com
ILC. Apesar dos resultados negativos, este estudo demonstra a importancia dos animais de
companhia como reservatorios para a disseminacdo de estirpes de bactérias resistentes ou
multirresistentes para outros animais, humanos ou ambiente, constituindo uma ameaca para a
biosseguranca e saude publica.

Palavras-chave: Infecdo do local cirdrgico, cirurgia ortopédica limpa,

ESBLs/pAmpC, biosseguranca, animais de companhia.



Abstract

Surgical site infection (SSI) represents a serious surgery complication that can affect
the surgery outcome, patient’s overall health, and well-being.

Extended Spectrum Beta-Lactamases (ESBLs) and plasmid mediated AmpC (pAmpC)
represent a serious threat to animal, human and environmental health and thus public health.

This study aimed to characterize the presence of ESBL/pAmpC producing
Enterobacterales in fecal samples of companion animals undergoing clean orthopedics
procedures and understand if it represents a risk factor for developing SSI.

From February until June 2023, 64 fecal swabs from companion animals (dogs and
cats) undergoing surgery were collected from three different Veterinary Hospitals in Lisbon.

The samples were inoculated on MacConkey agar plates supplemented with 1.5 pg/mL
cefotaxime and 1.0 pg/mL meropenem. Bacterial species and the presence of B-lactamase genes
were confirmed by PCR. Antimicrobial susceptibility testing and interpretation were performed
using the disk diffusion method according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
guidelines.

In this study, 20.3% (13/64) of the companion animals were colonized with
ESBL/pAmpC-producing Enterobacterales. About 84.6% (11/13) were identified as
Escherichia coli. Moreover, E. coli isolates belonged mainly to the B1 phylogenetic group
(54.5%, 6/11). Third generation cephalosporin (C3G) -resistant E. coli were also resistant to
carbapenems in 18.2% (2/11).

Furthermore, Enterobacterales strains also showed resistance to other classes of
antibiotics: overall 46.1% (6/13) of the cases were multidrug resistant (MDR). The genes
blatem-1 and blacTtx-m-15 were the most prevalent. Also, the gene blaoxa-244 was isolated in two
cases.

Neither of the patients in this study showed compatible signs with SSI, however, this
study highlights the importance of companion animals as reservoirs and transmission of
resistant nor MDR bacterial strands to other animals, humans, and environment, acting as a
threat to biosecurity and public health

Keywords: Surgical site infection, clean orthopedic surgery, ESBLs/pAmpC,

biosecurity, companion animals



Abreviaturas, Siglas e Simbolos

AK — Amicacina
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BHIB — Brain-Heart-Broth
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E. cloacae — Enterobacter cloacae

E. coli — Escherichia coli
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ENR — Enrofloxacina
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ESBLs — B-lactamases de largo espectro, do inglés “Extended Spectrum B-lactamases”
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“European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”

F — Nitrofurantoina
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FOS — Fosfomicina
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ILC — Infecdo do local cirdrgico

IMP — Imipenemo

ITU — Infecdo do trato urinario

K. pneumoniae — Klebsiella pneumoniae

LEV — Levofloxacina

MALDI-TOF - Matrix-assisted laser desorption/ionization

McK — Macconkey Agar

MDR — Multirresistente, do inglés “Multidrug resistance”

MEM — Meropenemo

MLST — Multilocus sequencing typing

MRSA — Staphylococcus meticilina resistente

NA — Acido Nalidixico

Ol — Oligonucledtidos iniciadores

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

pAmMpC — AmpC mediadas por plasmideo

PCR — Reagéo em cadeia da polimerase, do inglés “polymerase chain reaction”

RAM — Resisténcia a antibidticos

S. aureus — Staphylococcus aureus

SXT — Trimetropim/sulfametoxazole

TE — Tetraciclina

THR — Prétese total de anca, do inglés “Total Hip Replacement”

TPLO - Osteotomia de nivelamento do plateau tibial, do inglés “Tibial Plateau
Leveling Osteotomy”

TSA — Teste de sensibilidade a antibioticos

WGS — Sequenciacgédo Total do Genoma, do inglés “Whole Genome Sequencing”
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1. Casuistica de estagio

A autora de forma a complementar a sua area de estudos optou por dividir o seu
periodo de estagio em trés fases, numa primeira fase o estagio curricular foi realizado no
Hospital Veterinario GHVS durante os meses de setembro de 2022 a janeiro de 2023, numa
segunda fase, a autora encontrou-se na Clinica Veterinaria Vetexoticos nos meses de fevereiro
e marco de 2023, e numa Ultima fase, a autora realizou estagio no Laboratorio de Microbiologia
Clinica do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Luso6fona — Centro Universitario de Lisboa durante abril de 2023 a setembro de 2023. Desta
forma, a autora realizou no total, aproximadamente 1616 horas de estégio.

O Hospital Veterinario GHVS situado em Almada, apresenta servico médico-
veterinario 24 horas por dia. Oferece servicos em diversas especialidades médicas,
nomeadamente: cardiologia, endocrinologia, neurologia e neurocirurgia, dermatologia, cirurgia
tecidos moles, oftalmologia e cirurgia oftalmoldgica, ortopedia e traumatologia, meios
avancados de diagndstico de imagem (endoscopia e tomografia computorizada). Apresenta
também um centro de fisioterapia e reabilitacdo animal, e ainda, um local designado para
banhos e tosquias.

Durante o periodo de estagio no Hospital Veterinario GHVS (784h), a autora, teve a
oportunidade de assistir a consultas (533 horas), participar em diversas cirurgias (65 horas) e a
desempenhar diversas tarefas no internamento dos animais hospitalizados (162 horas). As
restantes 24h foram dedicadas a momentos de estudo e elaboracdo de trabalhos escritos e
respetivas apresentacdes sobre diversos temas solicitados pela orientadora externa.

Durante o periodo de tempo que permaneceu no local de estagio, a autora observou
um total de 347 animais. Entre os quais aproximadamente 64,8% (225/347) eram cdes e 35,2%
(122/347) eram gatos (Figura 1).

A figura 2 representa a distribuicdo dos casos observados em percentagem pelas

diversas areas.
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Figura 1 — Representacdo grafica dos animais observados em percentagem.
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Figura 2 — Representacdo grafica da distribuicdo em percentagem das principais &areas clinicas e
cirtrgicas.

A Clinica Veterinaria de animais exoticos - Vetexoéticos situada em Almada, dedica-se
exclusivamente ao atendimento de animais exoticos (pequenos mamiferos, repteis, aves,
anfibios e peixes).

Durante o periodo de estagio a autora assistiu e participou em consultas, cirurgias e
realizou diversos exames radiograficos perfazendo um total de 304 horas. A figura 3 representa,
em percentagem, 0s casos observados por classe animal. A figura 4 demonstra a distribuigédo
dos diversos casos observados por area clinica e classe animal.
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Figura 3 — Representacdo gréfica da distribuicdo em percentagem dos casos observados por classe
animal.
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Figura 4 — Representagdo gréafica da distribuicdo de casos em percentagem por area clinica.

O Laboratério de Microbiologia Clinica da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Lus6fona — Centro Universitario de Lisboa apoia o Hospital Veterinario da
Universidade, sendo realizadas diversas analises, tais como: culturas bacterianas, teste de
sensibilidade a antibidticos (TSA) e testes de biologia molecular. Este estagio permitiu a autora
aprender as principais técnicas laboratoriais para isolamento e identificacdo de bactérias, os
meios de cultura mais comumente utilizados e técnicas de biologia molecular como reacdo em
cadeia da polimerase, do inglés “polymerase chain reaction” (PCR) para a amplificacdo de
genes de interesse para o desenvolvimento da presente dissertacdo de mestrado. A autora
permaneceu durante o estagio no Laboratério, aproximadamente 528 horas.
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2. Introducéo

O desenvolvimento de infecdo do local cirtrgico (ILC) é uma comorbidade grave e
catastrofica para o sucesso de cirurgia ortopédica limpa (COL): contribui para 0 aumento da
morbilidade e compromete a saude e bem-estar animal (Gonzalez, Renberg, Roush, KuKanich
& Warner, 2017). Atualmente existem diversos fatores de risco identificados que podem
desencadear o aparecimento de ILC (Gehlen, Klein, Merle, Lubke-Becker & Stoeckle, 2023;
Lyssens, Devriendt, Stock, Roggeman & Rooster, 2019; Pratesi, Moores, Downes, Grierson &
Maddox, 2015). Um destes fatores é a colonizacdo prévia com microrganismos resistentes
(\Valkki et al., 2020), como Enterobacterales produtoras de 3-lactamases de largo espectro, do
inglés “Extended Spectrum B-lactamases (ESBLS). A ocorréncia cada vez mais prevalente deste
tipo de microrganismos em animais de companhia na Europa (Menezes et al., 2023; Werhahn
Beining et al., 2023) e em Portugal (Belas et al., 2022) constitui uma ameaca grave ndo so para
a saude animal, como também humana e ambiental, ou seja, para a satde publica.

Apesar dos diversos estudos existentes sobre a incidéncia de ILC em animais de
companhia submetidos a COL e outros estudos independentes sobre a prevaléncia de ESBLS
em animais saudaveis e doentes, ndo é do conhecimento da autora a existéncia de estudos que
estabelecam uma correlagdo direta entre a colonizacdo prévia com ESBLs e o risco de
desenvolvimento de ILC em animais de companhia. Por este motivo a presente dissertagdo

procurou investigar esta relacdo de forma a melhorar o conhecimento sobre esta tematica.

2.1. Enterobacterales

Os microrganismos que integram a ordem Enterobacterales sdo ubiquitérios,
apresentam uma distribuicdo geografica bastante ampla e encontram-se disseminados pelos
diferentes ecossistemas ocupando nichos ecoldgicos bastante diversificados (Janda & Abbott,
2021), tais como: o solo, aguas residuais, insetos e vegetacdo e o trato gastrointestinal de
animais e humanos (anexo A: figura Al).

A ordem Enterobacterales € constituida por diversas espécies de bactérias (140)
(Moxley, 2022), comumente isoladas no setor da salde, nomeadamente a Escherichia coli,
Klebsiella spp. e Enterobacter spp. (Van Duin & Doi, 2017). No caso dos animais vertebrados,
estes apresentam uma associacdo intima com alguns géneros desta ordem: normalmente s&o
encontradas no trato gastrointestinal de humanos e animais, estabelecendo associac¢des do tipo

comensal ou, ocasionalmente patogénicas (Mairi, Pantel, Sotto, Lavigne, & Touati, 2018).
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Da perspetiva da resisténcia a antibidticos (RAM) as Enterobacterales sédo
especialmente importantes, pois sd8o uma causa comum de infe¢cbes nosocomiais e em
comunidade (Van Duin & Doi, 2017). Desta forma, podem estar associados a diversas doengas
em humanos, animais e plantas (Alnajar & Gupta, 2017). Segundo Janda & Abbott (2021), é
considerada a ordem com maior impacto na saude humana e veterinaria, estando associada a

uma grande variedade de sindromes clinicas, doencas de origem alimentar e zoonoses.

2.1.1. Escherichia coli
E. coli é um bacilo Gram-negativo e anaerébio facultativo (Tudu et al., 2022). E um
membro da ordem Enterobacterales e familia das Enterobacteriaceae presente naturalmente no
trato gastrointestinal de humanos e animais (Urban-Chmiel et al., 2022). As estirpes comensais,
presentes no trato gastrointestinal dos mamiferos (habitat priméario) sdo também identificadas
noutros nichos ecoldgicos, como por exemplo, dguas residuais e solo (habitat secundario). Pelo

que a sua distribuicdo geogréafica € bastante ampla (Lagerstrom & Hadly, 2023).

2.1.1.1. Classificacdo filogenética
E. coli engloba um grupo de estirpes genomicamente coerente que partilham um grau
de semelhanca bastante elevado em diversas caracteristicas (Jianhe, Bolin, Yanzhao & Yawei,
2020). No entanto, simultaneamente é uma espécie bacteriana bastante versatil, sendo que o seu
genoma apresenta uma plasticidade consideravel, isto €, apesar das semelhancas, existem
diferencas fenotipicas, diversos nichos ecolégicos ocupados, capacidade de provocar doenca
(patogénicas) ou ndo (comensais) e a probabilidade de transportar genes de RAM (Lagerstrom
& Hadly, 2023), o que por sua vez possibilita a evolucdo e adaptacdo rapida ao meio em que se
encontram. Estas diferentes caracteristicas realcam a importancia do desenvolvimento de um
método simples que permita agrupar as varias estirpes de E. coli num determinado grupo com
base em critérios especificos de modo a estabelecer relac6es filogenéticas entre si (Clermont,
Christenson, Denamur & Gordon, 2013). Através do PCR ou por técnicas mais sofisticadas e
precisas como a Multilocus sequence typing (MLST) foi possivel organizar as estirpes de E.
coli em oito grupos filogenéticos (A, By, B2, C, D, E, F e G). Segundo Touchon et al. (2020),
os filogrupos A, Bi, B2 e D representam a maioria das estirpes identificadas atualmente.
De acordo com Lagerstrom & Hadly (2023), parece existir uma relagdo entre o grupo
filogenético e o hospedeiro: os filogrupos A, B2 e D séo frequentemente isolados em humanos

enquanto o grupo filogenético B1 é mais frequente em animais. Contudo, alguns estudos (anexo
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B: tabela B1) demonstraram estirpes de E. coli pertencentes aos diferentes filogrupos em
animais e, ainda, presenca de estirpes comuns em animais e humanos realcando a partilha de
um fundo de genes comum (Clermont et al., 2011).

As estirpes patogénicas pertencem, na sua maioria, aos grupos B> ou D, em
contrapartida, as estirpes pertencentes aos grupos filogenéticos A e B, representam, sobretudo,
estirpes comensais (Clermont et al., 2013; Nojoomi & Ghasemian, 2019).

As estirpes apresentam diferencas fenotipicas e genotipicas entre grupos filogenéticos
distintos, mas também dentro do mesmo grupo. Sendo que a sua prevaléncia depende de
diversos fatores como: sexo, espécie, dieta, idade do hospedeiro, clima e localizacao geogréafica
(Touchon et al., 2020).

2.2 Resisténcia a antibidticos

A RAM representa a capacidade de um determinado microrganismo sobreviver ou
reproduzir-se na presenca de um antibiotico que anteriormente o eliminaria e/ou inibiria o seu
crescimento e multiplicacdo. Representa um fendmeno que tem vindo a aumentar a sua
incidéncia a nivel mundial, sobretudo devido a utilizacdo excessiva e descontrolada de
antibioticos para fins terapéuticos e profilaticos em humanos e animais (Pomba et al., 2017),
para o controlo de condi¢cdes de saneamento, esgotos e urbanizacdo. O usO excessivo e
improprio de antibioticos em medicina humana, medicina veterinaria, agricultura e aquacultura
promove a libertacdo de residuos antibidticos para o ambiente, contribuindo para o
aparecimento, disseminacdo rédpida e descontrolada de resisténcias (Caliskan-Aydogan &
Alocilja, 2023). A excrecdo continuada de residuos de antibiéticos para 0 meio ambiente é um
fator importante a considerar, pois provoca uma pressao seletiva sobre as bactérias tornando-se
reservatorio de estirpes que contém genes de resisténcia (Mairi et al., 2018) e que por sua vez,
promovem a sua disseminagdo para os restantes ecossistemas (anexo C: figura C1). Estes
microrganismos e 0s seus genes podem ser transmitidos de animais para humanos e vice-versa
de forma bastante rapida (Pomba et al., 2017). A transmissao ocorre pelo contacto direto como
saliva, urina, fezes de humanos e animais ou consumo de alimentos e agua contaminados. Pelo
que a transmissdo entre humanos e animais pode ocorrer facilmente através da cadeia alimentar,
contacto com animais de producdo, companhia e/ ou ambiente (Werhahn Beining et al., 2023).
As interagfes proximas entre animais de companhia e humanos aumentam o risco da

transmisséo de resisténcias a determinados grupos de antibioticos pelo contacto direto através
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das condi¢gdes domésticas como a alimentagdo, higiene e a partilha de afeto, facilitando a
transmisséo destas estirpes bacterianas e 0s seus genes de resisténcia (Tudu et al., 2022).

Médicos veterinarios, técnicos de exploragcdes animais e matadouros podem aumentar
a exposicdo entre humanos e animais e por conseguinte aumentar a probabilidade de
disseminacéo de bactérias resistentes (Riwu, Effendi & Rantam, 2020). Desta forma, a interagédo
humano-animais-ambiente possibilita, simultaneamente, a partilha de genes entre estirpes
bacterianas provenientes de nichos ecoldgicos distintos resultando no aparecimento e dispersao
de novas resisténcias.

O aparecimento de bactérias com RAM é uma das ameacas iminentes a saude (Van
Duin & Doi, 2017) e representam um desafio ao sucesso terapéutico uma vez que este tipo de
microrganismos diminui as opcOes terapéuticas disponiveis provocando assim,
inevitavelmente, o aumento dos tempos de hospitalizacdo, associadas igualmente a custos
superiores, estando, por isso, intimamente ligadas ao aumento da morbilidade e mortalidade
dos pacientes (Caliskan-Aydogan & Alocilja, 2023; Riwu et al., 2020). A capacidade de
transmissdo e partilha de determinantes de resisténcia constitui uma ameaca ao conceito de
Uma S6 Salde, isto é, a satde dos humanos esté interligada a saide animal e ambiental. A sua
crescente e acelerada dispersdo tornou-se endémica em ambientes hospitalares (infecGes
nosocomiais) e em comunidade (Riwu et al., 2020). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
reconhece a emergéncia de RAM como um problema para a satde humana, animal e ambiental
e desde 2019 que declara que a RAM representa o grupo das dez maiores ameacas a Saude
Publica.

2.2.1. Mecanismos de resisténcia aos antibioticos

As Enterobacterales apresentam multiplas estratégias para ultrapassar os efeitos dos
antibidticos (Mairi et al., 2018; Sawa, Kooguchi, & Moriyama, 2020), nomeadamente:
alteracdes na permeabilidade da membrana através da expressdo de bombas de efluxo e/ou
diminuicdo da producdo de porinas; reducdo da afinidade do antibiotico por alteracdo das
regides alvo; inativacdo do principio ativo pela producdo de enzimas B-lactamases.

A presenca de um destes mecanismos de resisténcia ou a sua associacao dificulta o
sucesso terapéutico tanto em ambiente hospitalar como em comunidade (Gupta, Tak, & Mathur,
2014).

A eficacia dos antibioticos B-lactamicos tem vindo a ser desafiada pela producao de

enzimas denominadas B-lactamases. Estas enzimas apresentam a capacidade de hidrolisar este
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grupo de antibidticos (Bajaj, Singh & Virdi, 2016). De facto, segundo Bush & Jacoby (2010) a
hidrélise de B-lactamicos por B-lactamases € o mecanismo de resisténcia mais comum sendo
clinicamente importante para as Enterobacterales. A perda de suscetibilidade a antibioticos 3-
lactdmicos é atribuida essencialmente a producéo de ESBLs, B-lactamases AmpC mediadas por
plasmideo (pPAmpC) e carbapenemases. Encontram-se distribuidas mundialmente em humanos,
animais e no ambiente (Bogaerts et al., 2015). Existe uma ampla distribuicdo de infecdes
bacterianas que sdo resistentes a diversos antibidticos devido a expresséo destas enzimas (Riwu
etal., 2020). Segundo Tudu, et al. (2022), a presenca de genes codificadores de ESBLs/pAmpC
em Enterobactereales tém sido identificadas nas fezes de cées saudaveis na Europa.

As bactérias pertencentes a ordem Enterobacterales como a E. coli e Klebsiella
pneumoniae apresentam mecanismos especializados para a disseminacdo de genes resistentes.
De acordo com Tudu et al. (2022), os genes codificantes de ESBLs podem ser encontrados
tanto no cromossoma, mas sobretudo em elementos genéticos méveis (EGMs) como o0s
plasmideos, transposfes, sequéncias de insercdo, integrdes e bacteriéfagos pelo que a sua
transmissdo é bastante facilitada. A transferéncia horizontal de genes é o mecanismo mais
comummente associado a disseminacdo da RAM entre as diversas espécies de bactérias (Sawa,
et al., 2020). Os EGMs conseguem ser transmitidos de célula para célula horizontalmente
através de fendmenos de conjugacédo, transformacéo ou por transducédo (Castanheira, Simner,
& Bradford, 2021). Os EGMs contém multiplos genes de resisténcia pelo que conferem um
fendtipo multirresistente, do inglés “Multidrug resistance” (MDR) aos seus hospedeiros.

Sawa et al. (2020), salientam ainda que a associacgao de estirpes comensais, com genes
RAM representa igualmente um grave problema de saude publica, pois constituem
reservatorios de genes de resisténcia de ESBLs e pAmpC. Para além disso ocorre, normalmente,
em conjugacdo com genes que conferem resisténcias a outras classes de antibioticos,
evidenciando um fendtipo MDR (Kazmierczak, Jonge, Stone & Sahm, 2020). Por este motivo
e a expressao fenotipica de resisténcia ser muito ampla, a emergéncia de infecdes provocadas
por bactérias produtoras destas enzimas sdo consideradas uma preocupacdo em medicina
veterinaria e humana (Rodriguez-Guerrero, Callejas-Rodelas, Navarro-Mari & Gutiérrez-
Fernandez 2022).

2.2.1.1. p-Lactamases de largo espectro
Nos ultimos anos, observou-se um aumento rapido e acentuado na prevaléncia de

bactérias resistentes a antibidticos pertencentes ao grupo dos B-lactdmicos em animais de
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companhia, humanos e no ambiente (solo, aguas residuais, animais, alimentos) (Riwu et al.,
2020). A inativacdo do principio ativo por B-lactamases é considerado a principal causa para a
resisténcia aos antibidticos pB-lactdmicos de espectro alargado em Enterobacterales (Castanheira
etal., 2021; Tudu et al., 2022). Desta forma, a producdo de ESBLs pode levar inevitavelmente
ao aumento da morbilidade e mortalidade dos pacientes, bem como os custos com a saude
(Drieux, Brossier, Sougakoff & Jarlier, 2008; Polsfuss, Bloemberg, Giger, Meyer & Hombach,
2012).

As ESBLs sdo uma familia de enzimas B-lactamases bastante diversificadas em termos
de estrutura e perfil de substrato com atividade contra penicilinas, cefalosporinas de terceira
geracdo (C3G), como a cefotaxima (CTX) e ceftazidima (CAZ) e até mesmo cefalosporinas de
quarta geracdo (C4G) [cefepime (FEP)] (Sawa, et al., 2020; Urban-Chmiel et al., 2022). De
acordo com Riwu et al. (2020) e Castanheira et al. (2021), a prevaléncia de estirpes produtoras
de ESBLs pertencentes a ordem das Enterobacterales, tem aumentado continuamente durante a
ultima década na Europa e noutras regiGes do mundo, apresentando atualmente uma
distribuicdo mundial (anexo D: figura D1). Simultaneamente, as ESBLs tém vindo a ser
identificadas tanto em infe¢cGes nosocomiais como em comunidade a nivel mundial (Bajaj et
al., 2016; Castanheira et al., 2021). Salgado-Caxito, Benavides, Adell, Paes & Moreno-Switt
(2021), compararam a prevaléncia de E. coli produtora de ESBLS entre varios paises do mundo
e verificaram que a prevaléncia geral em cédes foi de 6,9% e em gatos de 5,0%, contudo a
prevaléncia foi variavel entre os varios continentes desde 0,6% (Ocednia) a 16,6% (Africa) em
ces e desde 0% (Oceénia) a 16,8% (Asia) em gatos (anexo D: figura D2).

De acordo como Shurina & Page (2021) e Riwu et al. (2020), os B-lactdmicos
(cefalosporinas, monobactamicos, carbapenemos) representam os agentes antibacterianos mais
comumente utilizados. Assim, o uso indiscriminado deste grupo de antibi6ticos originou uma
pressdo evolutiva substancial nas bactérias pertencentes a ordem das Enterobacterales
resultando numa elevada existéncia de P-lactamases distintas. Por esta razdo, atualmente
existem diversas ESBLs com caracteristicas enziméaticas muito diversas identificadas em
Enterobacterales (Sawa, et al., 2020).

Apesar de ser uma minoria comparativamente com a propor¢cdo da microbiota
comensal do trato gastrointestinal de individuos saudaveis, E. coli comensal podera constituir
reservatorio de genes que codificam - lactamases (Sawa et al., 2020). E ainda de salientar que
pacientes clinicamente saudaveis podem estar colonizados com ESBLs e Enterobacterales
produtoras de cefalosporinases pAmpC, funcionando como reservatorios e fontes de
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transmissdo (Schmitt et al., 2021; Urban-Chmiel et al., 2022). Por estes motivos, a OMS
categorizou as ESBLs como um agente patogénico de prioridade critica na lista publicada em
2024 (AMR & IRC, 2024).

As ESBLs mais comumente isoladas e com maior relevancia clinica pertencem a
familia CTX-M seguido da familia TEM e SHV e alguns subtipos a familia OXA (Urban-
Chmiel et al., 2022), codificadas respetivamente por blactx-m, blatem, blaswv, blaoxa. Estas
enzimas conferem resisténcia a maioria dos antibidticos B-lactamicos, incluindo penicilinas,
cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e até mesmo de quarta geragdo. Algumas podem
também hidrolisar antibiéticos monobactamicos como o aztreonam (Castanheira et al., 2021).

Atualmente, estas enzimas sao isoladas a partir de infecGes nosocomiais como também
em infecBes adquiridas em comunidade. Adicionalmente este fendtipo tem sido observado em
humanos saudaveis, animais de companhia, animais de producdo, alimentos e aguas de esgoto,
indicando a existéncia de reservatorios que contém e disseminam ESBLs (Caliskan-Aydogan
& Alocilja, 2023; Tseng, Liu, & Liu, 2023).

2.2.1.1.1. CTX-M, TEM, SHV e OXA
A familia CTX-M integra enzimas B-lactamases com significado clinico importante
devido a capacidade desta enzima conferir resisténcia a C3G (Shurina & Page, 2021). Esta
familia pode ser dividida em 5 grupos de acordo com a homologia das suas sequéncias, isto é a
semelhanca na sequéncia de aminoacidos permitindo estabelecer uma relacéo filogenética entre
membros: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-25 (Castanheira et al., 2021,
Riwu et al., 2020; Shurina & Page, 2021). Posteriormente cada grupo pode ser dividido em
varios subgrupos. As cefotaximases sdo geneticamente diversas (Castanheira, et al., 2021) e,
de acordo com Shurina & Page (2021), partilham menos de 40% da sequéncia em aminoacidos.
Apresentam a capacidade de hidrolisar C3G, e algumas variantes sdo capazes de
hidrolisar o cefepime (C4G) (Bush & Jacoby, 2010).
Este grupo de enzimas é codificado pelo gene blactx-m presente na maioria dos casos
em plasmideos (Urban-Chmiel et al., 2022).
As diferentes pressdes seletivas a que estas bactérias portadoras de enzimas CTX-M
foram submetidas originaram uma pressao evolutiva substancial, o que contribuiu para uma
distribuicdo geografica ampla, mas especifica e traduziu-se em suscetibilidades diferentes a

antibidticos igualmente distintos (Bajaj et al., 2016; Shurina & Page, 2021). Na Europa as
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enzimas CTX-M-15 e CTX-M-14 sdo as mais prevalentes em humanos e as enzimas CTX-M-
15 e CTX-M-1 em animais de companhia (Belas et al., 2022; Bogaerts et al., 2015;)

A familia TEM contém enzimas que evidenciam fenétipo de ESBL. Estas
correspondem a variantes da B-lactamase TEM-1 mediada por plasmideos (Sawa et al., 2020).

Atualmente encontram-se descritas 243 enzimas desta familia, no entanto nem todas
evidenciam caracteristicas de ESBLS.

As B-lactamases pertencentes a familia SHV inicialmente estavam codificadas no
acido desoxirribonucleico, do inglés “deoxyribonucleic acid” (DNA) cromossomal de K.
pneumoniae (Liakopoulos, Mevius & Ceccarelli, 2016). A primeira variante a surgir foi a SHV-
2 que diferia num unico aminoacido comparativamente com a SHV-1. Esta alteracdo parece
estar associada a hidrdlise eficiente da ceftazidima. Atualmente encontram-se identificadas 228
variantes da SHV, contudo nem todas foram caracterizadas funcionalmente de forma a perceber
se demonstram fenétipo de ESBL. Mundialmente, as mais comummente identificadas em
Enterobacterales sdo a SHV-5 e SHV-12. Normalmente as enzimas do tipo SHV encontram-se
sobretudo em isolados de K. pneumoniae (Castanheira et al., 2021).

De acordo com Belas, Salazar, Gama, Couto & Pomba (2014) e Castanheira et al.
(2021), com o aparecimento de outras enzimas, nomeadamente enzimas CTX-M a prevaléncia
das TEM e SHV diminuiu e o seu impacto clinico €é reduzido.

As oxacilinases sao enzimas B-lactamases codificadas pelo gene blaoxa e apresentam
capacidade de hidrolisar a oxacilina, penicilinas, cefalosporinas de primeira e segunda geracéao.
Existem, ainda 27 oxacilinases com capacidade de hidrolisar C3G e 4GC evidenciando um
fendtipo de espectro alargado (Castanheira et al., 2021). Algumas enzimas pertencentes a esta
familia detém, também, a capacidade de hidrolisar antibi6ticos pertencentes ao grupo dos
carbapenemos (OXA-48) (Sawa et al., 2020).

2.2.1.2. Cefalosporinases do tipo AmpC mediadas por plasmideos

As B-lactamases AmpC sdo cefalosporinases clinicamente relevantes pois séo capazes
de hidrolisar uma grande variedade de antibidticos B-lactdmicos incluindo as penicilinas,
cefalosporinas, principalmente de primeira e segunda geracdo (Urban-Chmiel, et al., 2022).
Algumas apresentam, também atividade contra C3G e ao grupo das cefamicinas (Castanheira
et al., 2021) como por exemplo a cefoxitina (FOX). No entanto, a hidrélise é bastante reduzida
no caso do cefepime e dos carbapenemos devido a baixa afinidade da enzima para com estes

substratos.
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Estas enzimas podem encontrar-se codificadas no DNA cromossomal ou em
plasmideos (Rodriguez-Guerrero et al., 2022). O grupo de genes que codificam estas
cefalosporinases denominam-se blaampc (Gupta et al., 2014) e as familias de enzimas mais
comumente identificadas sdo ACC, FOX, MOX, DHA, CMY, CIT e EBC (Rodriguez-Guerrero
etal., 2022)

As pAmpC apresentam uma distribuicdo geografica bastante ampla (Jacoby, 2009) e,
as cefalosporinases mais prevalentes em isolados clinicos pertencem maioritariamente a familia
CMY-2, seqguida da DHA-1, ambas mediadas por plasmideos. Segundo, Rodriguez-Guerrero et
al. (2022), aenzima CMY -2 é mais prevalente em E. coli e a enzima DHA-1 é mais comumente
encontrada em K. pneumoniae. De acordo com, Belas, Menezes, Gama, & Pomba, (2020) e
Bogaerts et al. (2015), a enzima CMY-2 é a mais prevalente em animais de companhia.

E ainda de salientar que, os plasmideos que apresentam genes codificadores de AmpC
normalmente contém multiplos genes de resisténcia para outras classes de antibiéticos como
aminoglicosideos, cloranfenicol, guinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas bem como outros
genes codificadores de B-lactamases como a TEM, CTX-M e SHV (Jacoby, 2009).

2.2.1.3. Carbapenemases

A utilizacdo excessiva e incorreta de antibidticos e a rapida disseminacgdo de genes que
codificam carbapenemases sdo fatores importantes que permitiram, nos ultimos anos, o
aparecimento de Enterobacterales produtoras de carbapenemases (EPC) (Van Duin & Doi,
2017). As mais frequentemente isoladas pertencem a familia: KPC, NDM, VIM e OXA-48
(Mairi et al., 2018).

A rapida disseminacdo permite a colonizacdo do hospedeiro, acentuado pelas
interacOes entre individuos quer da mesma espécie quer de espécies distintas, como por
exemplo humanos e os respetivos animais de companhia (Caliskan-Aydogan & Alocilja, 2023).
O aparecimento de bactérias resistentes aos carbapenemos em animais nos ultimos anos é
preocupante e representa um problema grave de saude animal e de satde pablica. Esta situacdo
pode dever-se ao facto do aumento da prescricdo de antibioticos a animais de companhia, mas
também pelo contacto proximo entre animais e 0s seus coabitantes humanos (Rincon-Real &
Suéarez-Alfonso, 2022).

No entanto sdo poucos 0s antibidticos que demonstram atividade contra as EPCs

devido a habilidade das carbapenemases em hidrolisar a maioria dos antibioticos p-lactamicos
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(Van Duin & Doi, 2017) e, normalmente coexistem outros mecanismos adicionais de resisténcia
contra outras classes de antibioticos como as fluoroguinolonas e aminoglicosideos.

A presenca de EPCs € problematica visto que os antibioticos pertencentes ao grupo
dos carbapenemos sdo considerados os B-lactamicos da ultima linha de defesa pelo que se torna
importante identificar bactérias produtoras de carbapenemases de forma a ter um diagndstico
correto, permitir um tratamento mais adequado e definir estratégias de prevencao e controlo de
infecBes (Caliskan-Aydogan & Alocilja, 2023). Apesar desta classe de antibidticos ser
utilizada, principalmente na saide humana, podem ser usados, ocasionalmente em animais de
companhia sob condi¢cbes especificas, nomeadamente infecdes do trato urinario (ITU), ILC

provocada por microrganismos MDR (Mairi et al., 2018).

2.3. Métodos de detecdo de ESBLs e pAmpC

Existem diversos recursos que podem ser utilizados para a diferenciacdo e identificacéo
de Enterobacterales, nomeadamente meios de cultura bacteriol6gicos, testes bioquimicos e
testes moleculares. Os testes de detecdo podem ser caracterizados em métodos fenotipicos e

moleculares (Castanheira et al., 2021).

2.3.1. Detecao fenotipica

Este método de detecdo permite avaliar a expressao fenotipica e perfil de resisténcias
de determinado isolado clinico a diversas classes de antibioticos distintos. Para este efeito é
realizado um TSA. O seu objetivo é perceber quais as classes de antibidticos a que determinado
isolado é suscetivel e/ou qual concentragdo minima necessaria para inibi-lo.

Com o aumento das taxas de resisténcia aos antibidticos € importante recorrer a
utilizacdo de métodos padronizados, simples, flexiveis e praticos (Castanheira et al., 2021). De
acordo com Comité Europeu de Testes de Susceptibilidade Antimicrobiana, do inglés
“European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST) e Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI), o método de difusdo de disco (DD) € uma das
abordagens mais utilizadas para 0 TSA em laboratorios de rotina. As metodologias predefinidas
para a testagem e respetiva interpretagdo dos resultados encontram-se disponiveis em ambos 0s

guias.

22



2.3.2. Detecao molecular

As metodologias moleculares especialmente o0 PCR com sequenciacdo Sanger ou
sequenciacado total do genoma, do inglés “Whole Genome Sequencing” (WGS) servem como
teste de eleicéo para a detecéo, identificacdo e diferenciacdo das diferentes f — lactamases (Bajaj
et al., 2016). Os testes moleculares permitem identificar genes especificos, por esse motivo
revelam-se Uteis para reconhecer o mecanismo que confere determinada resisténcia
(Castanheira et al., 2021), permitindo adequar a terapéutica para 0S casOS Cujos testes
fenotipicos tenham originado resultados duvidosos.

O PCR é o0 método de amplificacdo dos acidos nucleicos mais comumente utilizado e
permite a obtencdo de milhGes de cdpias de um fragmento de DNA especifico em pouco tempo.
Esta técnica baseia-se num bindmio de tempo e temperatura que ocorre por ciclos e pode ser
dividida em trés passos principais: desnaturacéo, hibridacdo e extenséo.

Apesar da técnica de PCR permitir a detecdo e analise de genes alvo que codificam a
RAM, pode ndo ser suficiente para descobrir novos mecanismos de resisténcia. Assim, a WGS

é considerada um método com maior sensibilidade e especificidade para esse efeito.

2.4. Prevaléncia de ESBL/pAmpC na Europa

A disseminacdo de ESBLs e pAmpC representam uma ameaca global responsavel pela
falha terapéutica devido a capacidade destas enzimas em hidrolisar C3G e C4G e
carbapenemos.

O anexo B: tabela B1 evidencia diversos estudos em alguns paises da Europa, mas
sobretudo em Portugal que demonstram a prevaléncia de ESBLs/pAmpC, os principais grupos
filogenéticos e determinantes de resisténcia identificados bem como alguns fatores de risco
importantes que podem contribuir para 0 aumento da sua incidéncia.

A prevaléncia de ESBLs/pAmpC € significativa na Europa apesar de apresentar
alguma variabilidade (3,6 - 25%). Relativamente aos grupos filogenéticos, foram identificados
0s quatro principais (A, B1, B2 e D). Num estudo de Belas et al. (2022), identificaram que a
maioria dos isolados clinicos (48,6%) correspondia a E. coli do grupo filogenético D.

Os determinantes de resisténcia identificados pertenceram sobretudo ao grupo de
enzimas CTX-M (CTX-M-15, CTX-M-1, CTX-M-32) e CMY-2 evidenciando a grande
diversidade de genes codificadores presentes atualmente.

Os estudos representados no anexo B:tabela B1lsalientam, também, diversos fatores de

risco que podem aumentar a prevaléncia de ESBLs/pAmpC nos animais de companhia e

23



permitir a disseminacdo de genes de resisténcia entre animais como também a transmissao entre
espeécies (animais-humanos). Os principais fatores identificados foram animais que pertencem
a abrigos/canis, administracdo prévia de antibioticos, hospitalizacdo recente (até 12 meses),
dieta & base de alimento cru, contacto com cachorros e animais do sexo feminino.

Segundo Belas et al. (2014), cées pertencentes a canis apresentam uma probabilidade
trés vezes superior de serem portadores de ESBLS/pAmpC comparativamente com caes
pertencentes a tutores privados provavelmente devido ao uso indiscriminado de antibioticos
nestes locais. Referem ainda que o tratamento prévio com antibi6tico é um fator de risco para
a colonizacdo por estas bactérias, em que a cefalexina oral funciona como seletor de E. coli
produtora de CMY-2 na microbiota fecal. Werhalm et al. (2023), identificaram que 16,6% dos
animais que receberam terapia antimicrobiana prévia eram portadores de bactérias produtoras
de ESBL.

A transferéncia de bactérias e determinantes de resisténcia de mae para cachorros,
pode ocorrer através do leite, microbiota vaginal e fezes. Segundo Werhalm et al. (2023), 14.6%
dos cdes que contactaram com cachorros eram portadores de Enterobacterales produtoras de
ESBLs, ou seja, estes animais apresentam maior risco de infecdo por este tipo de
microrganismos. Concluiram que de forma geral manter os animais em grupos, representa risco
acrescido para ser portador de ESBLs e salientam que constituem uma fonte de transmisséo
também para outros animais € humanos com contacto proximo.

Belas et al. (2014), identificaram que as fémeas apresentam maior risco de serem
portadores de Enterobacterales produtoras de ESBLs provavelmente devido a prevaléncia
superior de infecbes bacterianas como pidmetra ou ITU.

Werhalm et al. (2023), identificaram a dieta a base de carne crua e géneros alimenticios
excedentes como um fator de risco para o aumento da prevaléncia de ESBLs. No seu estudo
identificaram que 13,8% dos animais com dieta & base de carne crua e 15,5% dos animais com
dieta a base de géneros alimenticios excedentes humanos eram portadores deste tipo de
bactérias.

O antropomorfismo e o relacionamento de mutualismo entre humanos e animais
conduziram a transferéncia de genes de resisténcia entre animais e humanos e vice-versa. Em
Portugal, Belas et al. (2020), e Menezes et al. (2023), identificaram a partilha de genes de
resisténcia entre humanos e 0s respetivos animais de companhia evidenciando a transferéncia

destes determinantes de resisténcia entre espécies.
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2.5. Antibidticos em cirurgia ortopédica limpa

Como descrito anteriormente, com o aparecimento crescente de bactérias resistentes a
diversos antibioticos tornou-se essencial definir estratégias que minimizem a utilizagdo
incorreta e consequentemente reduzam o aparecimento de novas resisténcias. Em COL é crucial
aplicar e seguir medidas criteriosas, uma vez que a ocorréncia de ILC em cirurgia sobretudo
por Enterobacterales produtoras de ESBL/pAmpC representam um desafio pois, dificultam o
tratamento pela limitagdo de opgdes terapéuticas e comprometem 0 sucesso cirdrgico
principalmente em intervengdes com aplicagdo de implantes metalicos.

As principais medidas focam-se sobretudo na identificacdo de fatores de risco e na
prevencdo pela aplicacdo de medidas que minimizem a contaminagédo e impecam o crescimento
microbiano. Nos subcapitulos seguintes vao ser identificados os principais fatores de risco
associados ao desenvolvimento de ILC e algumas medidas e recomendacdes relativamente ao
uso de antibidticos com o objetivo de encontrar um equilibrio, em que por um lado o
crescimento bacteriano é reduzido e, simultaneamente o aparecimento de novas resisténcias é
minimizado.

A cirurgia limpa engloba as feridas cirdrgicas ndo traumaticas, onde ndo se verifica
inflamacéo ou infecdo no momento da intervencdo, mantendo sempre a assepsia (Singh &
Weese, 2018). Neste tipo de cirurgias, o trato respiratorio, gastrointestinal e os sistemas genito-
urinario e orofaringeo ndo sdo acedidos (Fossum, 2019). E ainda de salientar que, as feridas
cirargicas limpas séo encerradas por primeira intencdo e, de forma geral, as cirurgias inseridas
neste grupo sdo eletivas (Onyekwelu et al., 2017). A cirurgia ortopédica inclui todos os

procedimentos cirdrgicos realizados ao sistema musculosquelético.

2.5.1. Infecdo do local cirargico

A ILC pode ser definida como a infe¢do que ocorre ao nivel da ferida cirdrgica apos
um procedimento (Vélkki et al., 2020). A maioria das ILC sdo, normalmente, identificadas
entre 14 a 30 dias ap6s o procedimento ou até 90 dias se ocorrer a colocagdo de implantes
metalicos (Fossum, 2019; Lyssens et al., 2019; Suranigi, Ramya, Sheela Devi, Kanungo &
Najimudeen, 2021). De acordo com as defini¢cbes do Centro de Doenca Prevencdo e Controlo
(CDC), uma infecdo associada a implantes pode desenvolver-se até um ano apos a cirurgia
(Stetter, Boge, Gronlund & Bergstrom, 2021).

De acordo com Singh & Weese (2018), definir ILC pode ser dificil e distinguir

inflamacao (pela manipulacéo dos tecidos) de infe¢éo é importante para instituir um tratamento
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rapido e evitar terapia desnecessaria da inflamacdo ndo infeciosa. Segundo, Aiken, Hughes,
Abercromby, Holmes & Anderson (2015), a ILC ocorre se a ferida cirargica apresentar um ou
uma combinacao dos seguintes sinais: presenca de contetdo purulento; deiscéncia espontanea
com conteudo seroso e presenca de pelo menos dois desses sinais: edema, rubor, calor, dor ou
pirexia; presenca de claudicacéo associada a dor, edema e conteddo em cirurgias com utilizacéo
de implantes e simultaneamente, pirexia e sinais radiograficos compativeis com osteomielite.
Pratesi et al. (2015), salientam ainda que a ILC ocorre quando existe simultaneamente sinais
clinicos, citologia e cultura compativeis.

A prevaléncia de ILC em COL ¢ bastante variavel segundo os autores 0,6% a 7,1%
(\Valkki et al., 2020), 0,8% a 18% (Williams, 2018) e 4% a 30% (Suranigi et al., 2021).

A ILC constitui uma complicagdo cirurgica grave e frustrante em medicina veterinaria
(Gonzalez et al., 2017; Singh & Weese, 2018), uma vez que leva ao atraso da cicatrizacéo,
aumenta o risco de morbilidade operatoria, conduzindo a reducdo da qualidade de vida
(Onyekwelu et al., 2017), podendo levar a periodos de hospitalizacdo mais prolongados,
traduzindo-se em custos significativamente mais elevados para os tutores (Suranigi et al., 2021;
Valkki et al., 2020). Segundo, Lyssens et al. (2019), pode em alguns casos levar até a morte.
Por estes motivos a identificacdo precoce de ILC bem como o reconhecimento de fatores de
risco é essencial para ndo s gerir as expectativas do tutor bem como otimizar os resultados
clinicos (Onyekwelu et al., 2017).

Os agentes etiologicos responsaveis pela ILC sdo, na sua maioria, microrganismos
oportunistas comensais encontrados no paciente, no pessoal médico e ambiente
hospitalar/clinico (Suranigi et al., 2021). Os microrganismos mais frequentemente isolados em
ILC de COL sdo: Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus aureus, Enterobacterales,
Enterococcus spp. e Pseudomonas spp. Ao longo dos anos, tem ocorrido um aumento
substancial de organismos MDR em hospitais e na comunidade, desta forma a ILC pode ser
provocada, muitas das vezes por bactérias MDR, nomeadamente Staphylococcus aureus
meticilina resistentes (MRSA) e Enterobacterales produtoras de ESBLS, que podem ser
encontradas tanto no meio ambiente, como integrar a microbiota natural do paciente (Singh &
Weese, 2018).

As fontes de infecdo bacteriana podem ser agrupadas em fatores enddgenos ou
exogenos (Lyssens et al., 2019). Relativamente as fontes enddgenas, estas incluem a microbiota
naturalmente presente na pele, membranas mucosas, trato gastrointestinal e/ou infecfes

preexistentes no local cirdrgico, como por exemplo abcessos ou feridas abertas. Para alem disto,
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é importante salientar que as fontes endogenas de ILC incluem, igualmente, os locais, distantes
da regido a intervencionar, mas com potencial de representar foco de infe¢do, como doenca
dentaria, ITU e/ou endocardite. No caso das fontes exdgenas estas incluem todos os fatores
extrinsecos ao paciente como o as condi¢cdes do bloco operatério (ambiente, ventilacdo),

instrumentos, materiais e equipamentos cirirgicos e pessoal cirargico (Fossum, 2019).

2.5.1.1. Fatores de risco

De forma a predizer o risco de desenvolver ILC, é crucial identificar os fatores de risco
que predispdem o seu desenvolvimento (Williams, 2018). Atualmente existem diversos fatores
identificados (Gehlen et al., 2023; Stetter et al., 2021;): a infecdo pode ser desencadeada por
fatores exdgenos (ambiente da sala cirdrgica e equipa) enddgenos (microrganismos
preexistentes, pele e membranas mucosas do paciente). Quando as membranas mucosas ou a
pele sdo cortadas, os tecidos subjacentes ficam expostos a diversas fontes de contaminacgéo de
microrganismos. Os mais frequentemente isolados séo S. aureus, E. coli, Enterococcus spp.
(Suranigi et al., 2021). Os fatores de risco podem ser também divididos em fatores pré, intra e
pos cirargicos (Lyssens et al., 2019). O anexo E: tabela E1 demonstra a prevaléncia de ILC em
diversos estudos de procedimentos ortopédicos limpos em animais de companhia bem como

possiveis fatores de risco que predispdem ao seu aumento.

2.5.1.1.1. Fatores pré-cirurgicos

Nesta categoria podem ser inseridos todos os fatores intrinsecamente relacionados com
0 paciente e abordagens ao paciente antes do procedimento cirurgico.

Relativamente aos fatores enddgenos € importante salientar o estatuto clinico do
animal: presenca de doencas concomitantes, o estado imune, a idade, 0 peso, a raca, 0 sexo do
paciente (Gehlen et al., 2023), colonizacdo prévia com microrganismos MDR, a classificacéo
da ferida cirargica e administracéo profilatica de antibidticos.

Pacientes com doencas concomitantes, como por exemplo endocrinopatias (diabetes
mellitus, hiperadrenocorticismo e hipotiroidismo) estdo associados ao aumento do risco de ILC
(Fossum, 2019), uma vez que estas comorbidades podem aumentar a taxa de filtracdo
glomerular o que leva ao aumento do clearance do antibiético profilatico potenciando o
aparecimento de ILC pela diminuicdo do tempo em que o antibiotico se mantém acima da
concentragdo minima inibitoria (CMI) (Gonzalez et al., 2017).
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A idade é um fator importante a ter em consideracao. Num estudo publicado por Hagen
et al. (2020), verificou-se que cdes com idade inferior a 6 anos e superior a 12 anos apresentam
maior risco de desenvolver ILC. Em cdes mais jovens pode ser explicado pela imaturidade do
sistema imunitéario, bem como alteracdes na personalidade e atividade, ou seja, em caes mais
jovens existe maior probabilidade de ocorrer uma atividade exagerada apo6s a cirurgia, levando
mais facilmente a deiscéncia e consequentemente a infecdo. No caso de pacientes geriatricos, a
incidéncia de ILC pode aumentar pois estes apresentam um sistema imune mais comprometido
pelo que facilita o crescimento de bactérias resistentes (Singh, & Weese, 2018; Stetter et al.,
2021). Sendo que Aiken et al. (2015), indicam que por cada ano de idade, o risco de
desenvolvimento de ILC € 1,5 vezes superior.

Pacientes com obesidade podem apresentar maior predisposicéo para desenvolvimento
de ILC, pois de acordo com Hagen et al. (2020), cées submetidos a osteotomia de nivelamento
do plateau tibial, do inglés “Tibial Plateau Leveling Osteotomy” (TPLO), o peso adicional
constitui um desafio biomecanico para o complexo placa e parafusos, conduzindo a micro
movimentos a nivel do local de osteotomia e por esse motivo provocam dano a rede vascular
recém-formada.

Relativamente ao sexo, as hormonas androgénicas podem resultar num aumento do
risco de ILC em cées e gatos machos inteiros (Fossum, 2019).

A classificacdo da ferida cirdrgica quanto ao grau de contaminacdo (limpa, limpa-
contaminada, contaminada e/ou suja) em conjunto com a identificacdo do grau ASA (Sociedade
Americana de Anestesiologia, do inglés “American Society of Anesthesiologists”) permitem
também, predizer o risco de desenvolvimento de ILC (Onyekwelu et al., 2017). Segundo, Turk,
Singh & Weese (2015), a classificacdo da ferida cirdrgica ndo é suficiente por si mesmo como
fator preditivo do risco de ILC devido a sua natureza multifatorial e & diversidade de
procedimentos cirrgicos.

Relativamente a profilaxia antimicrobiana, devido a sua relevancia sera abordada no
subcapitulo seguinte.

A preparacéo do local cirurgico é realizada com o objetivo de reduzir a contaminagao
microbiana. Assim, a preparacao incorreta ou que provoque traumatismo desnecessario pode
aumentar o risco de desenvolvimento de ILC (Singh & Weese, 2018). A tricotomia provoca
abrasdes microscopicas da pele que pode ser colonizada com microrganismos oportunistas
(Gehlen et al., 2023). Assim de forma a minimizar a prevaléncia de ILC, nestas circunstancias,

é recomendado realizar a tricotomia imediatamente antes do procedimento (Fossum, 2019), isto
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€ 0 mais proximo possivel da hora de incisdo e de forma mais atraumatica possivel, com o uso
de 1aminas adequadas e em bom estado. E recomendado, também a sua realizacdo em pacientes
com indugdo anestésica de modo a reduzir o trauma, pois em cdes conscientes hd maior
probabilidade de traumatismo de pele (Singh & Weese, 2018).

A contaminacdo microbiana do local cirdrgico € o percursor principal para
desenvolvimento de ILC (Suranigi, et al., 2021). Desta forma, a antissepsia é outra medida
importante para diminuir o grau de contaminacdo na pele, no entanto esfregar excessivamente,
uso de biocidas agressivos, re-contaminacdo do local e tempo de contacto inadequados sdo
fatores que impedem alcancar uma assepsia adequada e conferem falsa seguranca (Singh &
Weese, 2018). Num estudo realizado por Suranigi et al. (2021), em medicina humana a 1027
pacientes submetidos a cirurgias ortopédicas limpas, avaliaram a incidéncia de ILC em
pacientes cuja preparacdo do local cirdrgico foi realizada apenas com iodopovidona e outra com
uma combinacdo de iodopovidona e alcool. Verificaram que a preparacdo da pele feita apenas
com iodopovidona teve maior incidéncia de ILC comparativamente com a combinacdo de
iodopovidona e alcool. Em medicina veterinaria, Valkki et al. (2020), recomendam a utilizacéo
de ciclos de gluconato de clorexidina a 4% e etanol a 70% para a preparagdo do local cirurgico.

A preparacdo asséptica da equipa cirurgica deve ser criteriosa, a higienizacdo das maos
e bracos antes de entrar no bloco operatério podem ser realizadas de acordo com as
recomendacdes da OMS (Vélkki et al., 2020). Toda a equipa presente no bloco deve usar
mascara e touca cirurgica estéreis, o cirurgido e assistente devem também utilizar bata e luvas
estéreis. Nos procedimentos ortopédicos limpos é recomendada a utilizagdo do método de dupla

luva e em casos de suspeita da perda de assepsia, as luvas devem ser imediatamente trocadas.

2.5.1.1.2. Fatores cirurgicos

Nesta categoria podem ser inseridos alguns fatores intrinsecos ao animal, ao
procedimento cirurgico, as condi¢bes do bloco operatdrio e equipa cirdrgica (Suranigi et al.,
2021).

A hipotensdo intra-cirdrgica, pressao arterial média inferior a 60mmHg e presséo
arterial sistémica inferior a 90mmHg, torna a ocorréncia de ILC 27 vezes mais provavel (Turk
et al., 2015). Pode estar associada a diminuicdo de oxigénio sanguineo no local cirdrgico
(Fossum, 2019), bem como a diminuicdo da atividade fagocitica, reduzindo a capacidade de

controlo de infecdo ao nivel da ferida cirargica, assim a hipotenséo representa um fator de risco
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que deve ser monitorizado antes, durante e ap0s o procedimento cirdrgico, de modo a poder
tomar medidas que minimizem o impacto deste parametro.

O tempo cirdrgico € um fator importante a ter em consideracdo para a avaliacdo da
incidéncia de ILC (Singh, & Weese, 2018). Por cada hora adicional de cirurgia o risco de
desenvolvimento de infecdo aumenta em 30% (Williams, 2018). Periodos prolongados
(superiores a 90 minutos) (Gonzalez et al., 2017) predispdem a ILC, inclusive segundo Stetter
et al. (2021), cirurgias que requerem mais de 120 minutos apresentaram seis vezes mais
hipoteses de desenvolver ILC comparativamente com procedimentos mais curtos (inferiores a
30min).

O risco de desenvolvimento de ILC aumenta com a duracdo do procedimento
cirargico, pelo aumento da exposic¢do da ferida cirtrgica a contaminagdo e aderéncia bacteriana
(Suranigi et al., 2021), supressdo do sistema imune associado a diminui¢do de linfocitos, pela
inibicdo da migragdo leucocitéria e da fagocitose e diminuicdo da sintese de citoquinas, maior
trauma do tecido pela maior manipulacéo de tecidos e hipotermia (Véalkki et al., 2020). Com o
prolongamento da duracdo do procedimento ocorre diminuicao dos niveis de antibidtico a nivel
do tecido o que leva a maior probabilidade de contaminagéo bacteriana (Gonzalez et al., 2017),
pelo que é necessaria a re-administracdo para manter os niveis acima da CMI (Gehlen, et al.,
2023).

A condicdo do tecido a ser operado e o grau de contaminacdo preexistente sdo fatores
importantes para o desenvolvimento de ILC (Gehlen et al., 2023). O tecido traumatizado e/ou
necrosado apresenta um nivel reduzido de oxigénio, 0 que permite o crescimento bacteriano.
Para além disso, quando a integridade dos tecidos se encontra comprometida, a imunidade
mediada por células (fagocitose) e imunidade humoral estdo significativamente diminuidas
(Fossum, 2019). Desta forma, 0 manuseamento atraumatico dos tecidos e instrumentos séo
importantes para prevenir infecdo. Durante o procedimento, a implementacdo dos 7 principios
de Halsted é recomendado com o objetivo de minimizar o desenvolvimento de ILC (Singh &
Weese, 2018).

Outro fator a ter em consideracgéo € o tipo de procedimento, pois em procedimentos mais
complexos, naturalmente o tempo cirargico é superior e possivelmente associado a maior
dissecacdo do local e consequentemente mais trauma tecidular, predispondo a maior
crescimento bacteriano na ferida cirdrgica (Singh & Weese, 2018). Os estudos existentes
salientam o risco de ILC dependendo do tipo de procedimento: Segundo Valki et al. (2020), a

taxa de ILC em cirurgias ortopédicas limpas € de 6,7% destacando-se trés procedimentos:
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artrodese em 25% dos casos, artroscopia em 11,8% e TPLO em 7,7% dos animais. Num estudo
realizado por Aiken et al. (2015), obtiverem uma prevaléncia de ILC de 5,13% para animais
apenas com administracdo antimicrobiana profilatica e de 2,44% para administragdo conjunta
de antibidtico profilatico e antibiotico pds-cirdrgico por 5 dias. Para outros procedimentos
ortopédicos limpos (exceto TPLO) obtiveram 1,33% e 4%, respetivamente. As taxas de ILC
para a artrodese variam entre 2,6 a 18,2%. (Valkki et al., 2020). Turk et al. (2015), obtiveram
uma taxa de ILC 5,2% e especificamente para TPLO obtiveram uma incidéncia de 7,5%.

No caso especifico da TPLO, segundo os autores supramencionados trata-se de um
procedimento cirargico que podera apresentar uma prevaléncia superior de ILC
comparativamente com outros procedimentos (osteotomia ulnar, reparacdo extracapsular de
rutura de ligamento cruzado, artrotomia, excisdo da cabeca e colo do fémur) e o risco reportado
é bastante variavel entre 2,5 a 25,9%. A elevada taxa pode ser atribuida a dissecéao agressiva do
peridsteo, a cobertura reduzida da tibia proximal por tecidos moles, a necrose térmica do tecido
0sseo durante a osteotomia, a presenca de implante e o tipo utilizado.

Os implantes sdo substancias estranhas ao organismo usados como suporte,
reconstrugdo ou com o objetivo de mimetizar a fungdo da estrutura anatémica. A presenca de
implantes cirdrgicos para determinados procedimentos, como protese total de anca, do inglés
“Total Hip Replacement” (THR) ou TPLO, pode predispor ao desenvolvimento de ILC.

Num estudo publicado por Turk et al. (2015), o risco de desenvolver ILC foi 5,6 vezes
superior em cées que receberam implantes comparativamente com cées que ndo receberam. Em
casos de existéncia de ILC, a terapia médica recorrendo ao uso de antibidticos, raramente é
bem-sucedida até a remocao do implante, uma vez que ocorre a formacdo de biofilmes. Os
biofilmes formam-se quando bactérias, particularmente a S. pseudintermedius aderem a
superficie e comegam a excretar uma matriz extracelular formando um agregado bacteriano.
Uma vez ancorado & superficie, 0os microrganismos sdo extremamente resistentes aos
antibidticos, pelo que nestas circunstancias o implante constitui uma barreira ao antibiotico e
ao proprio sistema imunitério do paciente dificultando o controlo da infecdo (Fossum, 2019;
Turk et al., 2015). Ainda no estudo de Turk et al. (2015), devido a presenca de ILC, o implante
teve de ser removido em 42 das 71 TPLO realizadas com presenca de ILC. Assim, nos casos
em que é necessaria a utilizacdo de implantes, o desenvolvimento de ILC é catastrofico para o
sucesso cirurgico pelo que reforca a importancia de desenvolver estratégias para a minimizar.

Além disso, a experiéncia do cirurgido é fundamental, uma vez que um cirurgido

inexperiente provoca traumatismo maior comparativamente com cirurgides mais experientes
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resultando numa maior suscetibilidade a infecdo (Fossum, 2019). Deste modo, a experiéncia do
cirurgido representa um papel importante, mas a coordenacédo entre 0s servicos de anestesia,
imagem diagnostica, planeamento cirurgico e condi¢des do bloco operatdrio sdo parametros
igualmente essenciais (Singh & Weese, 2018).

O tempo anestésico encontra-se intimamente correlacionado com o tempo pré- e pés-
cirargico bem como a duracao do periodo cirurgico (Fossum, 2019). A diferenciacéo do papel
da anestesia propriamente dito no desenvolvimento de ILC em relagdo ao tempo total de
cirurgia pode ser dificil, no entanto sabe-se que a anestesia geral aumenta o risco de
desenvolvimento de infecdo comparativamente com a sedacao (Gehlen et al., 2023). De forma
geral a anestesia estd associada a diversos efeitos no organismo, incluindo a diminuicdo da
temperatura corporal, impactos no sistema imunitario e hipotensdo (Singh & Weese, 2018). A
duracéo da anestesia geral aumenta significativamente o risco de ILC, segundo Pratesi et al.
(2015), o risco de ILC aumenta 2% por cada minuto adicional de anestesia. Por este motivo é
recomendado um plano que limite o tempo anestésico para cada procedimento e ainda, deve ser
minimizado o tempo anestésico que ndo é dedicado a cirurgia (Lyssens et al., 2019).

E, igualmente importante referir que, além das alteragdes imunes provocadas pelos
anestésicos volateis, a incidéncia de ILC pode surgir pela utilizacdo de farmacos contaminados,
como o propofol (Valkki et al., 2020) — o propofol pode encontrar-se contaminado pelo corpo
médico, particularmente porque é utilizado para diversos pacientes (Fossum, 2019).

O ambiente da sala cirdrgica inclui diversos aspetos a serem considerados,
nomeadamente as condi¢Ges de ventilacdo, disposicdo da sala cirdrgica e condi¢Ges dos
materiais e instrumentos utilizados, visto que estes fatores constituem fontes de microrganismos
com potencial para desencadear ILC (Suranigi, et al., 2021).

Relativamente a ventilagdo, deve ser desenhada de forma a fornecer no total 15
mudancas de ar por hora. O bloco operatdrio deve estar desenhado com superficies facilmente
lavaveis e com o0 minimo de superficies abertas horizontais como prateleiras. Os instrumentos
devem-se encontrar devidamente esterilizados e acondicionados (Fossum, 2019).

No caso do corpo cirargico, devem-se encontrar devidamente equipados com a
paramentacdo (fato, luvas e mascara) estéril durante todo o procedimento cirdrgico. O niumero
de pessoas que se encontra dentro do bloco operatorio deve ser limitado apenas aos elementos
necessarios (Gehlen et al., 2023) pois, 0 aumento do transito de pessoal constitui uma fonte de
microrganismos aerogenos visto que diminui a eficacia dos sistemas de ventilagdo pelo

movimento e abertura das portas.
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2.5.1.1.3. Fatores pos-cirurgicos

Diversos autores, Gehlen et al. (2023), Lyssens et al. (2019) e Pratesi et al. (2015),
indicam que um periodo prolongado de hospitalizacdo predispde a desenvolvimento de ILC,
uma vez que potencia a colonizagdo com microrganismos.

Ap0ds o procedimento, o local cirtrgico deve ser protegido com pelo menos um penso
simples de forma a constituir uma barreira estéril e impermeavel a possiveis fontes de
contaminacéo (Lyssens et al., 2019).

Pratesi et al. (2015), salientam a importancia de manter o paciente numa zona
confinada, optar por passeios curtos até ao seguimento radiografico que normalmente decorre
entre as seis e oito semanas apds o procedimento. Durante este periodo, 0 paciente e 0s
respetivos locais cirdrgicos devem ser avaliados para a presenca de sinais compativeis com ILC

aos 7 e 30 dias apds o procedimento cirdrgico (Stetter et al., 2021).

2.5.2. Profilaxia com antibidticos

A profilaxia antimicrobiana em cirurgia refere-se a administracdo de antibi6ticos na
proximidade do procedimento cirurgico de forma a prevenir uma infecdo ndo estabelecida
(Lyssens et al., 2019). A administracdo perioperatoria de antibidticos constitui uma medida
preventiva com o objetivo de reduzir a incidéncia de ILC (Singh & Weese, 2018). A sua
utilizacdo é recomendada, principalmente para procedimentos com risco acrescido de infe¢do
ou quando a infecdo pds-operatdria origina consequéncias graves para 0 sucesso cirdrgico,
como a colocacdo de implantes metalicos em COL (Gonzalez et al., 2017; Singh & Weese,
2018).

Para maximizar o sucesso profilatico devem ser avaliados os diversos fatores que
contribuem para a sua falha, nomeadamente dose e frequéncia de administracao incorretas, via
de administracdo e duracdo de tratamento inadequados, tipo de antibidtico utilizado, presenca
de material estranho ao organismo (implante cirdrgico), presenca de resisténcia bacteriana,
hospedeiro imunodeprimido (doengca concomitante ou terapia imunossupressora),
farmacocinética do farmaco, interagcbes medicamentosas (Fossum, 2019). Para isso tem de ser
definido, o tipo de farmaco a administrar, o tempo de administracdo 6timo, frequéncia e dose

de farmaco eficazes, bem como a definir a duragdo total da profilaxia (Williams, 2018).
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2.5.2.1. Tipo de antibidtico

O antibiotico a utilizar deve ser eficaz contra 0os microrganismos espectaveis de serem
identificados em COL. De forma geral, os microrganismos responsaveis por provocar ILC
cirdrgico pertencem a microbiota comensal, isto €, cocci Gram - positivos como S. aureus e S.
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus spp. e bacilos Gram - negativos, Enterobacterales
como E. coli (Dhammi, Ul Hag, & Kumar, 2015; Lyssens et al., 2019). Normalmente séo
utilizados antibidticos da classe dos B-lactdmicos como as cefalosporinas. Segundo diversos
autores, Allerton et al. (2021), Lyssens et al. (2019), e Valkki et al. (2020), a cefazolina é
aconselhada uma vez que nao so é eficaz contra estes microrganismos como também, € segura,
apresenta baixa toxicidade, custo reduzido e boa penetracdo dssea permitindo um equilibrio
rapido entre o plasma e a ferida cirdrgica com concentracGes elevadas no tecido 6sseo e articular
(Chou et al., 2020).

2.5.2.2. Dose e tempo de administragdo

Para que a profilaxia com antibioticos seja eficaz é necessaria uma concentragdo
adequada da molécula no local de intervencdo cirargica, no momento da incisao e durante todo
o0 procedimento. Por este motivo, segundo Dhammi et al. (2015), é recomendada a utilizacéo
de antibidticos pertencentes a classe dos B-lactdmicos como as penicilinas e cefalosporinas pois
sdo grupos de farmacos tempo-dependentes, ou seja, a sua eficacia estd correlacionada com o
periodo de tempo em que a concentracdo de antibiético se mantém superior a CMI.

De forma a obter um protocolo eficaz, a concentracdo do farmaco tera de exceder a
CMI no local cirdrgico desde a primeira incisdo até ao encerramento da ferida cirdrgica para
impedir o crescimento bacteriano e permitir ao sistema imunitario do hospedeiro controlar a
possivel infecdo (Aiken et al., 2015). Assim, 0 momento da primeira administracdo é crucial
para garantir uma concentracdo adequada de antibidtico. De acordo com Gonzalez et al. (2017),
e Singh & Weese (2018), a re-administracdo de antibidticos tempo-dependentes deve ser
realizada a cada 2 semi-vidas durante a cirurgia para manter a concentracao sérica alvo. Varios
estudos, Allerton et al. (2021), Gonzalez et al. (2017), Lyssens et al. (2019), Stetter et al.
(2021), e Valkki et al. (2020), indicam que a primeira administracdo deve ser realizada entre
30 a 60 minutos antes da primeira incisdo de pele. A concentracdo do antibiético no sangue e
0ss0 ocorre normalmente 20 a 60 minutos, respetivamente e tém de ser mantidas acima da CMI

dos microrganismos potencialmente causadores de infecdo até ao encerramento da pele. A
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administracdo superior a 60 minutos antes do procedimento aumenta a probabilidade de ILC
pois 0 tempo de semi-vida das cefalosporinas € curto (Dhammi et al., 2015).

Relativamente a dose e via de administracdo a utilizar, Gonzalez et al. (2017),
realizaram um estudo que permitiu a comparacdo dos niveis séricos e fluido intersticial de
cefazolina administrada por via endonvenosa e administrada simultaneamente por via
endovenosa e intramuscular a uma dose de 22mg/Kg. Uma vez que a concentracdo de
cefazolina no fluido intersticial é semelhante & sua concentra¢do no plasma devido ao rapido
equilibrio desta entre tecidos e soro numa ferida cirdrgica, concluiram que a administracao de
cefazolina a 22mg/Kg por via endovenosa aplicada 30 a 60 minutos antes da cirurgia deve
manter uma concentracdo de fluido intersticial acima da CMI necesséria para inibicdo de 90%
dos microrganismos presentes em animais de companhia submetidos a procedimentos
cirtrgicos. E ainda de salientar que a via endovenosa garante concentragdes rapidas e elevadas
do agente antibiotico na ferida cirdrgica (Lyssens et al., 2019).

Valkki et al. (2020), avaliaram a taxa de ILC em animais submetidos a diversos
procedimentos ortopédicos limpos (n=406) e com a implementacao de um protocolo profilatico
de cefazolina por via endovenosa a 22mg/Kg com administracdo entre 30 a 60 minutos antes
do inicio do procedimento e com re-administracdo a cada 90 minutos. Concluiram que o

protocolo é eficaz para reduzir a prevaléncia de ILC para niveis aceitaveis (6,3%) em COL.

2.5.2.3. Duracao da profilaxia com antibiéticos

A duracdo minima da cobertura com antibioticos deve incluir o tempo desde a primeira
incisdo até ao encerramento da ferida cirdrgica (Dhammi et al., 2015). Contudo, a duragdo da
profilaxia € um assunto controverso e com discrepancias de opinides entre médicos e cirurgides
veterinarios (Pratesi et al., 2015). De acordo com o CDC, é recomendado que este tipo de
profilaxia seja inferior a 24 horas apds o fim do procedimento cirdrgico, uma vez que 0 seu
prolongamento pode induzir o desenvolvimento de RAM, aumentar as interacfes
idiossincraticas originando um maior risco de ocorréncia de infe¢Bes nosocomiais, danos
hepaticos e/ou renais, originar disturbios gastrointestinais e aumentar custos desnecessarios
(Dhammi et al., 2015; Valkki et al., 2020). Para além disso, a probabilidade dos
microrganismos, que sobrevivem a terapia inicial, serem responsivos ao antibiético pelo
prolongamento do tratamento é baixa (Singh & Weese, 2018). Por estes motivos, a terapia com

antibioticos pos-cirdrgica a longo termo apresenta um efeito limitado ou até mesmo
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contraproducente pelo que ndo € recomenda prolongar a sua administracdo por mais de 24 horas
apos o procedimento cirargico (Lyssens et al., 2019; Singh & Weese, 2018;).

Num estudo publicado por Aiken et al. (2015), os autores avaliaram e compararam o
impacto do prolongamento da profilaxia com antibidticos até ao periodo pds-operatorio em 400
caes submetidos a COL. Neste estudo, a incidéncia de ILC foi 5.24% e de 3.54% para 0 grupo
apenas com toma de antibidtico profilatico e a combinacdo de antibiotico profilatico e
antibiotico pds-operatorio, respetivamente. Concluiram que as taxas de ILC ndo obtiveram
diferenca estatistica significativa. Assim, a administracdo de antibi6tico profilatico parece ser
suficiente para prevenir ILC.

No estudo publicado por Valkki et al. (2020), concluiram, que a suspensdo de
antibidtico no periodo pos - cirlrgico ndo esteve associada ao aumento do risco de ILC e que a
implementacdo de outras medidas como a antissepsia rigorosa, técnica cirdrgica adequada,
anestesia equilibrada séo vitais para a prevencéo de ILC.

Num estudo realizado por Hagen et al. (2020), em cédes submetidos a TPLO,
verificaram prevaléncia de ILC em 6,6% dos pacientes que receberam terapia antibiotica pos-
cirtrgica face aos pacientes que nao receberam qualquer antibiotico (20,1%). Concluiram que
aadministracdo de antibidtico pos-operatorio apresenta efeito protetor contraa ILC. No entanto,
salientam que ndo verificaram associacao estatistica com periodos prolongados de terapia e
desenvolvimento de ILC, por essa razdo, é incerto se de facto é necessario prolongar a profilaxia
ou se esta pode ser restrita a um periodo de 24 horas, tal como é recomendado em medicina
humana e veterinaria. Apesar destes resultados, os autores ressalvam que o risco deve ser
devidamente avaliado e quando o periodo de risco cessa, 0 uso de antibidticos € desnecessario

pois leva a efeitos adversos, aumento dos custos e a RAM.

2.5.2.4. Recomendacdes e estratégias

A ILC é uma ameaca presente em medicina veterinaria pelo que é importante definir
medidas para controlar e reduzir a sua incidéncia e impacto pelo que o conhecimento da
prevaléncia dos fatores de risco é importante para esse efeito (Turk et al., 2015).

O uso profilatico de antibidticos no peri-operatorio deve ser realizado como adjuvante
e nunca com o fim de substituir a preparacdo rigorosa e técnica cirurgica meticulosa (Singh &
Weese 2018) uma vez que 0s principios da assepsia e utilizacao de técnica cirurgica adequada
permitem a reducdo da incidéncia de ILC (Aiken et al., 2015; Williams et al., 2018). Além

disso, a utilizacdo inapropriada ou indiscriminada de antibidticos pode originar:
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microrganismos resistentes a determinadas classes de farmacos, incluindo microrganismos
MDR, aumento do risco de infecdes nosocomiais e de custos hospitalares (Gonzalez et al.,
2017).

E necessario aumentar a consciencializacdo para a problematica de RAM através de
comunicacdo, educacdo e treino eficientes (Sternberg-Lewerin et al., 2022). Uma das medidas
fundamentais € definir diretrizes de gestdo antimicrobiana, pois representa uma ferramenta
importante para auxiliar os medicos veterinarios a otimizar o uso de antibioticos com o objetivo
de diminuir a RAM (Allerton et al., 2021).

Em Paises ndrdicos a prevaléncia de RAM séo das mais baixas na Europa (Sternberg-
Lewerin et al., 2022). Diversas faculdades de medicina veterinaria da Finlandia, Noruega e
Suécia criaram um programa Nordic Vets Against Antimicrobial Resistance com o objetivo de
permitir aos médicos veterinarios da regido de partilhar conhecimento e experiéncias e de forma
a ultrapassar este desafio. Existem atualmente diretrizes publicadas por diversos paises nérdicos
gue tém como objetivo promover a importancia de uma assepsia rigorosa. Ressalvam que a
profilaxia ndo é necessaria para animais com classificacdo ASA | e Il ou para pacientes ASA
I11 apiréticos que sdo sujeitos a procedimentos limpos ou limpo-contaminados (Jessen et al.,
2019). Salientam a importancia da identificacéo de fatores de risco, pois indicam que pacientes
de baixo risco ndo necessitam de profilaxia antimicrobiana em procedimentos ortopédicos
limpos mesmo em casos em que ocorra a colocacdo de implantes ou préteses articulares
(Bergvall, Greko, Larsson, Mannerfelt, Odensviks, 2009). N&do aconselham a re-administracéo
de antibitticos profilaticos em procedimentos cirdrgicos limpos que apresentem duracao
inferior a 60 minutos.

A presente dissertacdo teve como objetivo perceber se a colonizacdo com
Enterobacterales produtoras de ESBLS/pAmpC representa um fator de risco para o
desenvolvimento de ILC em COL. Para esse efeito foi desenhado um estudo prospetivo

longitudinal.

37



3. Material e Métodos

3.1. Delineamento experimental

Durante o periodo de fevereiro a junho de 2023, foram recolhidas amostras fecais de
animais de companhia submetidos a COL, em trés Centros de Antendimento Médico-
Veterindrios (CAMVs) distintos da regido de Lisboa.

De modo a proceder a uma recolha de dados completa e sistemaética foi elaborado um
questionario (anexo F: figura F1) onde se realcou diversos parametros demograficos como:
idade, sexo, peso, espécie, administracdo prévia de antibidticos (até 12 meses antes) ou
farmacos imunossupressores, bem como pardmetros cirurgicos: tipo de procedimento,
implante, farmacos utilizados na anestesia, tipo de panos de campo utilizados, temperatura e
pressdo intracirurgica do paciente, duracdo do procedimento e anestesia.

Foram incluidos neste estudo todos os animais (cées e gatos) que Se apresentaram para
COL planeada. Os critérios de exclusao para este estudo foram: fraturas expostas e animais sem
seguimento apo6s 7, 30 e 90 dias do procedimento cirurgico.

A antissepsia cirurgica foi realizada com uma combinacéo de clorexidina a 2% e alcool
isopropilico a 70% (Braun®).

O protocolo profilético consistiu na administragdo de cefazolina (22mg/Kg) por via
endovenosa 30 a 60 minutos antes da primeira incisdo cirdrgica. A administracao do antibidtico
foi repetida nas cirurgias que se prolongaram por mais de trés horas (Gonzalez et al., 2017).
Apbs o procedimento, a administracdo de cefazolina foi mantida a uma dose de 22mg/Kg a
cada 8 horas por uma duragdo maxima de 24 horas.

Em todos os animais incluidos neste estudo foi recolhida uma zaragatoa fecal antes da
administracdo do antibiotico profilatico, obtendo-se desta forma um total 64 amostras.

As amostras foram recolhidas com uma zaragatoa estéril posteriormente incorporada
num tubo de transporte com meio AMIES (Deltalab®), todas elas devidamente identificadas
com nome do animal, data e local de recolha e acompanhadas do questionario individual. As
amostras foram refrigeradas a 4 = 1°C até serem processadas.

Todos os pacientes foram sujeitos a vigilancia ativa através de seguimentos presenciais
no respetivo hospital veterinario ou por contacto telefénico aos 7 e 30 dias pds-cirdrgico. Aos
90 dias foram realizadas radiografias para observacéo de sinais compativeis com ILC caso o
tutor o permitisse. O diagnoéstico de ILC foi baseado nos seguintes critérios (Aiken et al., 2015):

M Presenca de contetdo purulento ou seropurulento na incisao;

(i) Deiscéncia espontanea ou formagao de abcesso na regido da incisao;
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(iii)  Presenca de pelo menos um dos sinais seguintes: edema localizado, dor,
local, eritema, pirexia (>39°C);
(iv)  Sinais radiograficos compativeis com osteomielite.
Se durante o seguimento fosse observada suspeita de ILC, coletar-se-ia uma amostra
da ferida cirdrgica e esta seria enviada para analise laboratorial com pedido de TSA.
Este projeto foi submetido e aprovado com parecer favoravel pela Comissio de Etica
e Bem Estar Animal (16-2022).

3.2. Processamento laboratorial das amostras

As zaragatoas fecais foram inoculadas pelo método de estrias em trés placas de petri
com meios distintos: MacConkey Agar (McK) (Biokar Diagnostics®), McK suplementado com
CTX na concentracdo de 1pg/ml e McK suplementado com meropenem (MEM) na
concentracdo de 1,5 pg/ml. De seguida as zaragatoas foram colocadas em 5 ml de meio de
enriquecimento (agua Peptonada - Biokar Diagnostics®, Franca). Apos todas as sementeiras,
as placas inoculadas foram devidamente identificadas e colocadas na estufa a 37°C + 1°C
durante 24-48h. As colonias presentes nas placas foram interpretadas quanto a morfologia e
reacfes quimicas com meio de cultura. Ap6s a identificacdo presuntiva das col6nias de
interesse, estas foram conservadas com meio Brain-Heart-Broth (BHIB, Biokar Diagnostics®)
com 20% de glicerol e armazenadas a -80°C. E importante salientar que apenas foram

armazenadas as coldnias puras obtidas dos meios McK suplementado com CTX e MEM.

3.2.1. Identificacdo de Enterobactereales resistentes as C3G e carbapenemos

Os isolados de Enterobacterales resistentes as C3G previamente conservados em
BHIB + 20% de glicerol foram inoculadas em meio agar sangue Columbia 5% sangue de
Carneiro (BIOGERM, SA®) e colocadas na estufa a 37 £ 1°C durante 24 horas de forma a obter
colbnias puras e viaveis para posterior extracdo de DNA, para confirmacdo das espécies
identificadas pelo método de PCR, realizacdo do TSA e determinacdo de genes de resisténcia
por PCR. A extracdo de DNA total foi realizada utilizando o método de fervura adaptado de
(Pomba et al., 2006). Esta técnica permite a lise das membranas celulares através do calor e dos
ciclos de centrifugacdo. Resumidamente, uma suspenséo da cultura bacteriana em questao foi
preparada em 100 pL de agua MilliQ e foi submetida a lise pelo calor, mantendo-a a 100°C
durante 15 minutos. O sobrenadante resultante apos a centrifugacao foi armazenado a -20°C

para posterior realizacdo da técnica de PCR.
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3.2.1.1. E. coli e respetivos grupos filogenéticos

As amostras cuja interpretacdo presuntiva resultou em E. coli foram submetidas a um
PCR para confirmacéo e posterior identificacdo do grupo filogenético principal em que cada
uma delas estava inserida (A, B1, B2 € D). Para a PCR utilizou-se &gua MiliQ, enzima Supreme
Taqg (Supreme NZYTaq Il 2x Green Master Mix, Nzytech, Lisboa, PT), os Oligonucledtidos
iniciadores (Ol) correspondentes (tabela 1) e a amostra de DNA em estudo. Em cada reacéao
foram incluidos controlos positivos [(E. coli ATCC 25929, FMV-ULus6fonal027 (B.), FMV-
Uluséfonal591/23 (B1)] e um controlo negativo (agua Milli-Q®).

Tabela 1 — Ol utilizados para a identificacdo dos grupos filogenéticos de E. coli

Diregao dos A Pares de bases do A
Nome primers Sequéncia produto Referéncia
Forward 5’-GATGAAATGGCGTTGGCGCAAG-3’
gadA Reverse 5-GGCGGAAGTCCCAGACGATATCC-3’ 373pb
Forward 5’-AAACGCGCTCGCGCCTAAT-3’
chuaA Reverse 5*-AAACGCGCTCGCGCCTAAT-3’ 288 pb
Doumith, et al., 2012.
Forward 5" TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT-3’
ylaA Reverse 5-GCGGGTGAGACAGAAACGCG-3’ 211pb
Forward 5’-GCGGGTGAGACAGAAACGCG-3”
TspE4.C2 152 pb
Reverse 5’-TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG-3’

Através da utilizacdo de PCR multiplex é possivel definir um isolado de E. coli nos
quatro filogrupos principais (A, B1, B2 e D). O protocolo consiste na detecdo de dois genes
distintos — 0 chuA e yjaA e o fragmento de DNA TspE4.C2 (Clermont et al., 2013; Clermont,
Condamine, Dion, Gordon & Denamur, 2021).

O gene chuA codifica proteinas de ligacdo ao grupo heme presentes na membrana
externa presente em determinadas estirpes de E. coli integrando o sistema de transporte de ferro
(Spurbeck et al., 2012). O gene yjaA é responsavel pela resposta celular em condicdes de
desfavoraveis: medeia a resposta celular a alteracdes de pH, presenca de perdxido de hidrogénio
e formacéo de biofilmes (Alshaikh, El-Banna, Sonbol & Farghali, 2024; Lee, Hiibel, Reardon
& Wood, 2010).

O fragmento TspE4.C2 é responsavel pela codificagdo de enzimas lipase esterase o
que permite uma vantagem competitiva por tornar o meio menos favoravel a outros

microrganismos ou tornar o meio favoravel a formacao de biofilmes.
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Através da andlise da presenca ou auséncia destes genes numa determinada estirpe de
E. coli permite a classificacdo pelos diferentes grupos (Clermont et al, 2013; Clermont et al.,
2021) (anexo G: figura G1).

Para a realizagdo do PCR utilizou-se o termociclador (Biometra TOne Series, Analytik
jena Alemanha). O programa utilizado para a amplificacdo dos genes presentes em cada amostra
foi o descrito por Doumith, Day, Hope, Wain & Woodforda (2012). A temperatura de
hibridacéo utilizada foi de 65°C durante 30 segundos.

Os produtos de PCR obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose
(NZYtech, Lisboa, Portugal) a 2 % (p/v) em tampdo tris- borato-EDTA 1X (TBE, Nzytech,
Portugal). Para visualizacdo dos produtos de PCR foi utilizado um agente intercalante
(GreenSafe Premium, Nzytech, Portugal). Em cada corrida, foram adicionados 5 pL de cada
produto de reacdo e 5 uL do marcador de peso molecular NZYDNA Ladder V 50-1000pb
(NZYtech, Portugal). A corrida de eletroforese foi realizada durante 60 minutos a 90V. Os
produtos de PCR foram visualizados utilizando um transluminador ultravioleta (UView TM

Mini Tansilluminator, Bio-Rad, Franca).

3.2.1.2. Klebsiella pneumoniae

As amostras cujo resultado presuntivo resultou em Klebsiella spp., foram submetidas
a um PCR para confirmacao e identificacdo da espécie. Os Ol utilizados para a identificacdo da
espécie K. pneumoniae, atraves da amplificacdo do gene fimK, encontram-se representados na
tabela 2. Para a realizacdo do PCR utilizou-se o termociclador (Biometra TOne Series, Analytik
jena Alemanha). Para a identificacdo de K. pneumoniae foi seguido o protocolo descrito por
Padmavathy et al., 2012), com uma temperatura de hibridagdo de 54°C durante 55 segundos.

Os produtos de PCR obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose tal

como descrito no ponto 3.2.1.1.

Tabela 2 — Ol utilizados para a identificacdo de K. pneumoniae

Direcdo dos Pares de bases do

primers Sequéncia oroduto Referéncia

Nome

fimK Forward 5-TGCTCTATCAGGTGAGTCAT-3'

746 pb Padmavathy, et al., 2012.
Reverse 5'- AAAATCGATAGTTTCAGCAT-3'
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3.2.1.3. Identificacdo de Enterobacter cloacae

Para confirmacdo do isolado de E. cloacae foi realizada a identificacdo por sistema
automatizado de identificacdo microbiana por espetrometria de massa [Matrix-assisted laser
desorption/ionization (MALDI-TOF)] (Biomerieux, Portugal) em laboratorio externo.

3.2.2. Teste de sensibilidade a antibidticos
O TSA foi realizado para os isolados bacterianos obtidos das placas de McK
suplementadas com CTX (1pg/ml) e McK com MEM (1.5 pg/ml). O meio de cultura utilizado
foi o Mueller-Hinton Agar (Biokar Diagnostics®) recomendado pela EUCAST e CLSI. Para
cada isolado obtido e confirmado quanto a espécie estes foram testados quanto a suscetibilidade
aos antibioticos pelo método de DD.

Apds a sementeira duma suspensdao com o grau 0,5 da escala de McFarland,
correspondente a uma concentracio bacteriana entre 1 - 2 x 108 UFC/ml, em placas de Miieller-
Hinton Agar (Biokar, Beauvais, Franca) de coldnias de cultura pura dos varios isolados, foram
aplicados o0s seguintes discos de antibioticos (Oxoid, Hampshire, Reino Unido):
amoxicilina/acido clavulanico (AMC) 30ug, ampicilina (AMP) 10ug, CTX 30ug, CAZ 30ug,
FEP 30pg, cefoxitina (FOX) 30ug, MEM 10ug, imipenem (IMP) 10ug, ertapenem (ERT)
10ug; enrofloxacina (ENR) 5ug, levofloxacina (LEV) 5ug, ciprofloxacina (CIP) 5ug, &cido
nalidixico (NA) 30ug, gentamicina (CN) 10upg, amicacina (AK) 30ug, fosfomicina (FOS)
200ug, tetraciclina (TE) 30ug, trimetropim/sulfametoxazole (SXT) 25ug, cloranfenicol (C)
30ug e nitrofurantoina (F) 300ug.

A colocacéo dos discos de antibidticos foi realizada de acordo com a figura 5.

7 AMP \ / N / P N

———
—
n
9
—

Figura 5 — Distribuicdo dos discos de antibiotico pelas placas Mieller-Hinton Agar para realizacéo de

teste de sensibilidade a antibioticos pelo método de DD. Original do autor.

Posteriormente as placas foram incubadas a temperatura de 37 + 1°C durante 18-24

horas. Para a interpretagdo dos resultados recorreu-se as diretrizes publicadas pelo CLSI (2024)
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e, quando os critérios ndo estavam disponiveis para animais de companhia, usou-se 0s critérios
clinicos para humanos do CLSI (2024). A estirpe E. coli ATCC 25922 foi utilizada como estirpe
de referéncia para realizagéo do TSA.

A MDR foi definida como resisténcia a pelo menos trés classes de antibioticos tal

como proposto anteriormente por Magiorakos et al. (2012).

3.2.3. Identificacédo de genes de resisténcia aos p-lactamicos
Apos a confirmacao da espécie de cada uma das amostras e da realizacdo do TSA,
estas foram submetidas a pesquisa dos genes blactx-m, blatem, blasky, blaoxa, blapna, blacmy.
Para todas as reacdes de PCR utilizou-se agua MiliQ, enzima Supreme Taq (Supreme NZYTaq
I1 2x Green Master Mix, Nzytech, Lisboa, PT), os Ol correspondentes e a amostra de DNA em
estudo. Para a realizacdo de todas as PCR utilizou-se o termociclador (Biometra TOne Series,
Analytik jena Alemanha). Todos os produtos de PCR obtidos foram analisados por eletroforese

em gel de agarose tal como descrito no ponto 3.2.1.1.

3.2.3.1. Detecao do gene blacTx-m

Permite avaliar a presenca de genes que conferem resisténcia as C3G pela producéao
de cefotaximases. As amostras positivas foram avaliadas quanto a presenca dos dois subgrupos
mais prevalentes: blactx-m-1 € blactx-m-9. Os Ol utilizados para a amplificagdo dos genes blactx-
M-geral € 0S Subgrupos blactx-m-1 € blactx-m-9 encontram-se descritos na tabela 3. Relativamente
ao programa utilizado para a amplificacéo do grupo CTX-M seguiu-se o protocolo descrito por
Edelstein, Pimkin, Palagin, Edelstein & Stratchounski (2003), utilizando uma temperatura de
hibridizacdo de 57°C durante 2 minutos. No caso especifico dos subgrupos CTX-M-1 e CTX-
M-9 foi seguido o programa descrito por Woodford, Fagan & Ellington (2006).

Tabela 3 — Ol utilizados para a identificagdo do gene blactx-m

Direcéo
Nome dos Sequéncia Pares de bases do Referéncia
: produto
primers
Forward 5 TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAAS o otal. 2008
-M- eistein, et al.,
CTX-M-geral  poerse 5-CGATATCGTTGGTGGTGCCATA-3 544 pb
‘ Formard 5-AAAAATCACTGCGCCAGTTC-3"
CTx-M1 o 5-AGCTTATTCATCGCCACGTT-3' 415 pb Woodford et al., 2006
Forward 5-CAAAGAGAGTGCAACGGATG-3'
CTXMO  Reverse 5 ATTGGAAAGCGTTCATCACC-3 205 pb Woodford et al., 2006
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3.2.3.2. Detecéo dos genes blatem, blasnv e blaoxa-1

Os genes blatem e blasnwv quando presentes conferem resisténcia a penicilinas e
cefalosporinas de primeira bem como algumas de segunda geragéo.

Relativamente ao blaoxa-1, permite que a bactéria seja resistente as oxacilinas e
cefalosporinas de primeira geracdo (cefazolina e cefalexina). Os Ol utilizados para a
amplificagéo do blatewm, blaskv e blaoxa-1 encontram-se descritos na tabela 4. Foram realizados
diferentes PCRs para o estudo de cada gene. O programa utilizado para a amplificacdo dos
genes blatem e blasnv encontra-se descrito por Colom et al. (2003). O protocolo para blaoxa-1
estd descrito por Féria et al. (2002). As temperaturas de hibridizacdo utilizadas foram 72°C

durante 1 minuto, 56°C durante 1 minuto e 65°C durante 30 segundos, respetivamente.

Tabela 4 — Ol utilizados para a identificagdo do gene blarem, blasqv e blaoxa-1

Nome Dire¢do dos primers Sequéncia Pares de bases do produto Referéncia
Forward 5-ATTCTTGAAGACGAAAGGGC-3'
TEM 1092 pb Colom et al., 2003
Reverse 5-ATGAGTAAACTTGGTCTGAC-3'
Forward 5-CGCTTCTTTACTCGCCTTTA-3'
SHV Reverse 5- TTACGCTTGCCAGTGCTC-3' 910 pb Colom et al., 2003
OXA-1 Forward 5'- TATCTACAGCAGCGCCAGTG-3 199 pb Féria et al., 2002

Reverse 5'- CGCATCAAATGCCATAAGTG-3'

3.2.3.3. Detegéo dos genes blapHa, blamox, blaciT, blaacc, blarox, blaesc e blacmy

Estes genes codificam a resisténcia as cefamicinas, cefalosporinas de 12, 22 e 32 geragéo
e aztreonam. Com o objetivo de detetar bactérias produtoras de pAmpC foram estudados 0s
genes: blapna, blamox, blacir, blaacc, blarox, blaesc e blacwmy. Para isso elaborou-se um PCR
multiplex realizado de acordo com Perez-Pérez, & Hanson (2002). Os Ol utilizados encontram-
se representados na tabela 5 utilizando uma temperatura de hibridizacdo de 65°C durante 30

segundos.
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Tabela 5 — Ol utilizados para a identificacdo dos genes através de PCR multiplex

Direcéo

Nome d - Sequéncia Pares de bases Referéncia
0s primers
5’- CACATTGACATAGGTGTGGTGC-3’
CIT Forward 462 ob
Reverse 5’-TGGCCAGAACTGACAGGCAAA-3’ P
DHA Forward 5- TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC-3’ 405 pb
Reverse 5'- AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT-3'
Pérez-Pérez &
Hanson (2002)
ACC Forward 5'- CCGTACGCATACTGGCTTTGC-3' 346 b
Reverse 5’- AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA-3’ P
EBC Forward 5’- TTCGCCGCAATCATCCCTAGC -3’ 302 b
Reverse 5’- TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG-3’ P
FOX Forward 5’- AACATGGGGTATCAGGGAGATG-3’ 190 pb
Reverse 5’- CAAAGCGCGTAACCGGATTGG-3’

Caso a familia blacit fosse positiva para uma determinada amostra, elaborou-se um
PCR adicional para a detegdo do blacmv-2 (tabela 6). Os pardmetros utilizados foram baseados
no protocolo descrito por Belas et al. (2014). Sendo que a temperatura de hibridizacédo utilizada

foi de 59°C durante 5 minutos.

Tabela 6 — Ol utilizados para a identificacdo do gene blacwmy-2

Nome Diregao Sequéncia Pares de Referéncia
dos primers bases
CcMY FROe:/Ve\z/ra$ 5'- ATGATGAAAAAATCGTTATGC-3 1146 pb Belas et al.. 2014

5’- TTATTGYAGCTTTTCAAGAATGC-3’

3.2.3.4. Detecao dos genes blakpc, blanom, blaoxa-ss, blasic

Estes genes conferem as bactérias a capacidade de resisténcia aos carbapenemos pela
producdo de carbapenemases.

Para o estudo destes genes foi realizado PCR multiplex utilizando os oligonucleétidos
descritos na tabela 7.

As condigdes (bindbmio tempo/temperatura) de PCR utilizadas foram adaptadas do
trabalho desenvolvido pelos autores Poirel, Walsh, Cuvillier & Nordmann (2011). A

temperatura de hibridacao utilizada foi 52°C durante 40 segundos.
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Tabela 7 — Ol utilizados para a identificacdo dos genes codificadores de carbapenemases

Nome D|ref;ao dos Sequéncia Pares de bases Referéncia
primers
KPC Forward 5' - CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG-3' 798 pb
Reverse 5°- CTTGTCATCCTTGTTAGGCG-3’
NDM Forward 5’- GGTTTGGCGATCTGGTTTTC-3' 621 pb
Reverse 5’- CGCAATGGCTCATCACGATC-3’ Poirel et al., 2011
BIC 5’- TATGCAGCTCCTTTAAGGGC-3’
Forward 537 pb
Reverse 5’-TCATTGGCGGTGCCGTACAC -3’ P
OXA-48 Forward 5’- GCGTGGTTAAGGATGAACAC-3’ 438 pb
Reverse 5’- CATCSSGTTCAACCCAACCG-3’

3.2.3.5. Purificacéo dos produtos amplificados e Sequenciagdo

Neste trabalho foram sequenciados os genes dos isolados que apresentavam resisténcia
as C3G e carbapenemos. Os produtos de PCR foram purificados recorrendo ao sistema de
purificagdo NZYgelpure (NZYtech, Lisboa, Portugal) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Os produtos de PCR purificados foram sequenciados na empresa STAB VIDA

(Caparica, Portugal).

3.3. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada recorrendo ao programa informatico Jamovi, versédo
2.5.3 (https://www.jamovi.org). Os resultados sdo apresentados como média + desvio padréo,
ou medianas e percentagens (%). Para analisar as diferencas estatisticas a nivel do
desenvolvimento de resisténcias entre o grupo de animais que tomaram antibidtico até 12 meses
antes das recolhas de amostras fecais face ao grupo que ndo tomou foi realizado o teste de
Mann-Whitney.

Com o objetivo de estudar a correlacdo entre o grupo de animais em que foi prescrito
antibiotico até 12 meses antes da recolha das amostras fecais, com o desenvolvimento de
resisténcias, recorreu-se ao Coeficiente de Spearman.

O nivel de significancia foi definido para p < 0,05.
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4. Resultados

Neste estudo, foram obtidas no total 64 zaragatoas fecais de animais de companhia
(cdes e gatos) submetidos a COL. A maioria dos animais neste estudo eram da espécie canina
e de tutores privados. Os dados relativamente a espécie, raca, origem e sexo podem ser

observados na tabela 8.

Tabela 8 — Caracterizacdo da amostra quanto a espécie, raca, origem e sexo.

n %
Espécie

Canina 59/64 92,2%
Felina 5/64 7.8%

Raca
Pura 45/64 70,3%
SRD 19/64 29,7%

Tutor
Privado 55/64 85,9%
Abrigo 7164 10,9%
s/d 2/64 3,1%

Sexo
Fi 10/64 15,6%
FC 19/64 29,7%
Ml 11/64 17,2%
MC 13/64 20,3%
s/d 11/64 17,2%

Legenda: Fl: FC: fémea castrada; fémea inteira; MC: macho castrado; MI: macho inteiro; s/d: sem dados.

A idade, dias de hospitalizacdo, duracdo do procedimento cirurgico e anestesia
representaram dados bastante variaveis. O antibiotico mais comumente prescrito correspondeu
a amoxicilina com &cido clavulanico. A maioria dos animais integrantes do estudo obtiveram
classificagdo ASA |. Em termos de procedimento a maioria necessitou de colocacdo de
implantes metalicos e o procedimento mais comum correspondeu a TPLO.

Os dados correspondentes a idade, hospitalizacdo prévia, prescricdo de antibidtico,
duracdo do procedimento cirargico, anestesia, protocolo de pré-medicacdo, inducéo anestésica,
classificagcdo ASA, anestesia loco-regional, tipo de panos de campo utilizados e procedimento
cirargico, presenca de impantes metalicos, ocorréncia de hipotermia e hipotensdo intra-

cirdrgica, encontram-se descritos na tabela 9.
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Tabela 9 — Fatores de risco estudados

Variaveis n % Meédia + Desvio padréo Intervalo
Idade (anos) - - 4,6 £ 3 anos 5 meses - 12 anos
Hospitalizac&o (dias)
Sim 9/64 14,1% 5,6 + 6 dias 1 - 30 dias
Néo 55/64 85,9%
Duracdo P.Cx (min) - - 81 + 40 min 30 - 180 min
Duragéo anestésica (min) - - 132 £+ 50 min 50 a 240 min
AB (até 12 meses) (dias)
Sim 17/64 26,6% 99 + 123 dias 1 - 365 dias
AMC 10/17 58,8%
Cefazolina 2/17 11,8%
AMC + Cefazolina 1/17 5,9%
Metronidazol 1/17 5,9%
s/d 3/17 17,6%
Néo 47164 73,4% - -
P. Med anestésica
Dex + opioide 43/64 67,2% - -
Dex + opioide + K 9/64 14,1% - -
Dex + opioide + AINES 4/64 6,3% - -
Midazolam + opioide 2/64 3,1% - -
s/d 6/64 9,4% - -
Inducéo anestésica
Propofol 60/64 93,8% - -
Alfaxalona 4/64 6,3% - -
ASA
| 28/64 43,8% - -
I 27/64 42,2% - -
1l 3/64 4,7% - -
v 2/64 3,1% - -
s/d 4/64 6,3% - -
Anestesia L.R.
Sim 49/64 76,6% - -
Néo 15/64 23,4% - -
Pano de campo
Aderente 20/64 31,3% - -
N&o aderente 21/64 32,8% - -
Ambos 16/64 25,0% - -
s/d 7164 10,9% - -
P. Cx
TPLO 26/64 40,6% - -
THR 8/64 12,5% - -
Avrtroplastia 11/64 17,2% - -
O. C. Fémur 3/64 4,7% - -
Fraturas 7164 10,9% - -
Luxacéo patelar 6/64 9,4% - -
Amputacéo 1/64 1,6% - -
Hemilaminectomia 1/64 1,6% - -
Tenotomia 1/64 1,6% - -
Implantes
Sim 51/64 79,7% - -
Néo 13/64 20,3% - -
Hipotermia I.C
Sim 15/64 23,4% - -
Néo 49/64 76,6% - -
Hipotenséo I.C
Sim 12/64 18,8% - -
Nao 52/64 81,3% - -

Legenda — AB: antibiotico; AMC: Amoxiciclina + acido clavulanico; AINES: Antinflamatério ndo esteroide; I.C:
intracirirgica; K: quetamina; L.R: Loco-regional; min: minutos; TPLO: Osteotomia de nivelamento do plateau tibial; P. Med:
Pré-medicagdo; P.Cx: Procedimento cirlrgico; THR: Prdtese total de anca; S/d: sem dados; ASA: Sociedade Americana dos

Anestesiologistas.
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Verificou-se também que os animais aos quais foram prescritos antibioticos nos 12
meses preévios a cirurgia, ndo apresentaram diferencas significativas relativamente ao
desenvolvimento de resisténcias nas bacterias fecais (p= 0,622). Foi possivel também constatar
que ndo se verificou existéncia de correlacdo entre a toma de antibidticos prévios a cirurgia e 0
desenvolvimento de resisténcia nas bactérias fecais (r=0,066; p=0,619). A prescricdo de
antibiotico no periodo pos-operatério foi decisdo do médico-cirurgido responsavel, ndo tendo
sido definido nenhum protocolo ou critério especifico.

Relativamente a incidéncia de ILC, neste estudo nenhum paciente evidenciou sinais
compativeis durante o seguimento.

Aproximadamente 20,3% (13/64) dos animais foram sugestivos de coloniza¢do com
Enterobacterales produtoras de ESBLs e/ou pAmpC. Destas, 85% (11/13) foram identificadas
como E. coli, 7,7% (1/13) como K. pneumoniae e 7,7% (1/13) como E. cloacae (Figura 6).

Relativamente as amostras positivas para E. coli cujo fenotipo revelou resisténcia as
C3G, alguns isolados evidenciaram resisténcia a pelo menos um antibiotico das diversas classes
(carbapenemos, fluoroquinolonas, aminoglicosideos, tetraciclinas, sulfonamidas, fenicais,
nitrofuranos (figura 7 e tabela 10). Além da resisténcia as C3G e C4G, K. pneumoniae e E.
cloacae, demonstraram resisténcia a outros grupos de antibidticos (figura 7).

12
10
8
6
4
2
0 | |
E. coli K. pneumoniae E. cloacae
Gatos 1 0 0
m Cées 10 1 1

Figura 6 — Representagdo grafica da frequéncia e identificagdo de Enterobacterales produtores de

ESBLs/pAmpC em cées e gatos.
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Figura 7 — Perfil de resisténcia dos isolados clinicos as varias classes de antibitticos estudados

Tabela 10 — Perfil de resisténcia dos isolados clinicos identificados como E. coli as varias classes de
antibidticos utilizados

Total Frequéncia _ Frequéncia Total resisténcia Frequéncia
Resisténcia Resisténcia (%) Total Sensiveis Sensiveis (%)  Intermédia Intermédios (%)
AMC 11 100,0 0 0,0 0 0,0
AMP 11 100,0 0 0,0 0 0,0
CTX 11 100,0 0 0,0 0 0,0
CAZ 8 72,7 2 18,2 1 9,1
FEP 5 45,5 5 45,5 1 9,1
FOX 7 63,6 2 18,2 2 18,2
NA 5 455 4 36,4 2 18,2
CIP 4 364 2 18,2 5 455
LEV 5 455 2 18,2 4 364
ENR 5 455 3 27,3 3 27,3
AK 1 9,1 6 54,5 4 36,4
CN 0 0,0 10 90,9 1 91
FOT 0 0,0 11 100,0 0 0,0
TE 6 54,5 5 455 0 0,0
STX 3 27,3 8 72,7 0 0,0
MEM 0 0,0 9 81,8 2 18,2
IMP 2 18,2 5 45,5 4 36,4
ERT 3 27,3 7 63,6 1 9,1
C 2 18,2 9 81,8 0 0,0
F 1 9,1 9 81,8 1 91

Legenda: NA: &cido nalidixico; AK: amicacina; AMC: amoxiciclina/ &cido clavulanico; AMP: ampicilina; FEP: cefepime;
CTX: cefotaxima; FOX: cefoxitina; CAZ: ceftazidima; CIP: ciprofloxacina; C: cloranfenicol; ENR: enrofloxacina; ERT:
ertapenemo; FOS: fosfomicina; CN: gentamicina, IMP: imipenemo; LEV: levofloxacina, MEM: meropenemo; F:

nitrofurantoina; TE: tetraciclina e SXT: trimetropim/sulfametoxazole.
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Relativamente, as estirpes de E. coli isoladas, o grupo filogenético mais comumente
identificado correspondeu ao grupo B: em, aproximadamente 54,5% (6/11) dos casos, seguido
do grupo D em 27,3% (3/11) dos isolados, e 9,1% foram identificados como grupo A (1/11) e
outro como grupo B> (1/11). Dos genes identificados, em 36,4% (4/11) dos isolados foi
identificado o gene blatem-1, em 27,3% (3/11) o gene blactx-m-15. Dos indicadores da presenca
de genes AmpC (blacit), foi identificado o gene blacmy-2 em, aproximadamente, 18,2% (2/11)
dos casos. Relativamente a carbapenemases foi identificada a presenga do gene blaoxa-244tipo
em 18,2% (2/11). A caracterizagdo genética de todas as estirpes encontra-se representada na

figura 8.
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E. coli (n=11) K. pneumoniae (n=1) E. cloacae (n=1)
mplaCTX-M-15 27,3% 100,0% 100,0%
blaCTX-M-9 9,1% 0,0% 0,0%
blaTEM-1 36,4% 100,0% 100,0%
blaSHV-12 9,1% 0,0% 0,0%
mblaDHA-1 0,0% 0,0% 0,0%
mpblaCMY-2 18,2% 0,0% 0,0%
mblaOXA-1 0,0% 0,0% 100,0%
mblaOxa-244 18,18% 0,0% 0,0%
Figura 8 — Representacdo grafica da distribuicdo dos genes identificados por espécie de bactéria em
percentagem.

A tabela 11 representa isolados de Enterobacterales produtoras de ESBLs/ pAmpC, 0s
resultados obtidos em termos de perfil de resisténcia, genes de resisténcia identificados e, caso
se aplique, o grupo filogenético correspondente.

E de salientar que alguns dos isolados demonstraram a presenca de varios genes em
simultaneo e resisténcia diversas classes de antibiéticos o que Ihes confere um feno6tipo MDR:
neste estudo, 46,1% (6/13) dos isolados evidenciou perfil MDR, entre os quais 30,7% (4/13),
corresponderam a E.coli, 7,7% (1/13) 1 a K. pneumoniae e 7,7% (1/13) E. cloacae (figura 9).
Através da analise da figura 10, 92,3% (12/13) dos isolados sdo compativeis com
Enterobacterales produtoras de ESBL e/ou pAmpC.
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Tabela 11 — Caracterizacdo das amostras quanto a espécie de bactéria, grupo filogenético, determinantes e perfil de resisténcia

Bactéria Grupo ) . Perfil
ID o . . Determinantes de RAM Perfil de RAM
identificada filogenético MDR
FMVULusofona (Z2.06) E. coli D, n.d AMP; AMC; CTX; CAZ; FOX; TE. Né&o
. AMP; AMC; CTX; CAZ; FOX; FEP; NA; ENR; CIP; .
FMVULusofona (Z22.15) E. coli B: blacrx-m-1s Sim
LEV; TE, STX; C.
FMVULusofona (Z2.16) E. coli B blartem-1, blaoxa-244tipo AMP; AMC; CTX; CAZ; FOX; FEP; IMP; ERT; Né&o
FMVULusofona (Z22.22) E. coli B:1 n.d AMC; AMP; CTX; Néo
FMVULusofona (Z2.24) E. coli A blactx-m-15, blaoxa-24atipo AMP; AMC; CTX; NA; ENR; CIP; LEV; IMP, ERT; Né&o
FMVULusofona (Z2.29) E. coli B. n.d AMP; AMC; CTX; TE Né&o
FMVULusofona (Z2.35) E. coli B blatem-1 + blashv-12 AMP; AMC; CTX; CAZ; TE Né&o
AMP; AMC; CTX; CAZ; FOX; FEP; ENR; CIP; CN; )
FMVULusofona (Z2.41) E. cloacae* n.d blactx-m-15, blatem-1, blaoxa-1 Sim
TE; STX; C
) AMP; AMC; CTX; CAZ; FOX; FEP; NA; ENR; CIP; .
FMVULusofona (Z2.49) E. coli B: blactx-m-g, blatem-1, blacmy-2 Sim
LEV; TE, STX;
FMVULusofona (Z2.50) E. coli D; blacmy-2 AMP; AMC; CTX; CAZ; FOX; Nédo
. AMP; AMC; CTX; CAZ; FOX; FEP; NA; ENR; CIP; .
FMVULusofona (Z2.58a) E. coli D, blacTx-m-1 Sim
LEV; AK; TE; STX; C;
] AMP; AMC; CTX; CAZ; FEP; NA; ENR; CIP; LEV;, .
FMVULusofona (Z2.58b) | K. pneumoniae** n.d blacTx-m-15 Sim
CN; TE; STX; C; F;
) AMP; AMC; CTX; CAZ; FOX; FEP; NA; ENR; CIP; )
FMVULusofona (Z22.64) E. coli B n.d Sim
LEV; IMP; ERT,; F;

Legenda: * E. cloacae é intrinsecamente resistentes a AMP, AMC, e cefalosporinas de primeira geragdo e FOX; ** K. pneumoniae é intrinsecamente resistente a AMP (CLSI 2024). NA: acido

nalidixico; AK: amicacina; AMC: amoxiciclina/ &cido clavulanico; AMP: ampicilina; FEP: cefepime; CTX: cefotaxima; FOX: cefoxitina; CAZ: ceftazidima; CIP: ciprofloxacina; C:

cloranfenicol; ENR: enrofloxacina; ERT: ertapenemo; CN: gentamicina, IMP: imipenemo; LEV: levofloxacina; MDR: multirresistente; F: nitrofurantoina; RAM: resisténcia a antibiéticos; TE:

tetraciclina e SXT: trimetropim/sulfametoxazole; n.d: ndo definido

52




5. Discussao

A ILC é uma complicacdo cirargica preocupante em medicina veterinaria que pode
comprometer o0 sucesso cirdrgico, levando a aumento do tempo de recuperacdo, hospitalizacdo
e, por vezes, a necessidade de intervengdes futuras, acrescendo nos custos para o cliente.

O objetivo deste estudo foi caracterizar uma populacédo a nivel fecal, especificamente
no contexto de COL e perceber se a colonizacéo prévia com Enterobacterales produtoras de
ESBLs e/ou pAmpC constituiam um fator de risco para o desenvolvimento de ILC.
Compreender o risco para 0s animais colonizados é crucial para melhorar o resultado cirdrgico
e desenvolver e implementar estratégias preventivas.

O aumento da prevaléncia da RAM torna este estudo fundamental, dado que por um
lado os animais de companhia sdo elementos importantes como modelos de estudo, uma vez
que atuam como reservatérios para bactérias resistentes e, consequentemente 0s seus genes de
resisténcia podem ser transmitidos para animais, humanos e meio ambiente (Caliskan-Aydogan
& Alocilja, 2023; Werhahn Beining et al., 2023). Por outro, os animais de companhia, tal como
acontece no ser humano, sdo vulneraveis a colonizacéo por bactérias resistentes que dificultam
a terapia e reduzem a eficécia dos antibidticos mais utilizados. O uso descontrolado e incorreto
de antibidtico tanto em medicina veterinaria como humana séo fatores que contribuiram para
uma evolucdo acelerada de estirpes bacterianas MDR (Pomba et al., 2017). Isto significa que
infecBes previamente controladas com antibidticos de primeira linha, necessitam de tratamento
com classes de antibi6ticos de uso mais restrito, tornando a ILC um desafio terapéutico.

Em medicina veterinaria a ILC ndo s6 afeta o tempo de recuperacéo do paciente como
também a sua qualidade de vida no pds-operatorio, levando a desconforto, dor, aumento da
morbilidade, comprometendo por isso o seu bem-estar geral (Onyekwelu et al., 2017). E ainda
importante referir que nestas situagcdes ocorre simultaneamente um transtorno emocional e
financeiro para os tutores, o que pode levar a decisdes dificeis face a prolongamento do
tratamento e recusa de terapias mais invasivas. Em casos mais graves de ILC pode resultar em
eutanasia. Desta forma, prevenir a ILC é imprescindivel para salvaguardar o bem-estar,
preservar o lago humano-animal e minimizar o risco de transmisséo de estirpes resistentes. No
caso especifico de procedimentos ortopédicos limpos, o desenvolvimento de ILC pode ter
implicacdes profundas, como sepsis, formacéo de abcessos, deiscéncia de sutura, exacerbando
o0 problema inicial podendo levar a amputacéo (Suranigi et al., 2021). No caso de procedimentos

com aplicacdo de implantes metalicos, o desenvolvimento de ILC pode estar associado a
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formacdo de biofilmes. Os biofilmes desempenham um papel importante para o
desenvolvimento e persisténcia de ILC. Representam um conjunto organizado de
microrganismos que aderem a uma superficie (implante) e produzem uma matriz extracelular
protetora que dificulta a acdo do sistema imunitario do hospedeiro e impedem a penetracdo do
antibidtico (Blondel, Machet, Wildemann, Abidine, Swider, 2024). Por estes motivos a
incidéncia de ILC em casos de colocacdo de implantes metalicos é bastante problematica,
podendo exigir a remocdo do implante para possibilitar o tratamento e evitar infegdes
recorrentes ou cronicas.

No caso de a matriz ser composta por Enterobacterales produtoras de ESBLs e /ou
pAmMpC, ocorre a combinagdo da resisténcia antibiotica com a protecdo da propria matriz,
tornando um cenério extremamente preocupante, uma vez que limita gravemente as opcdes de
tratamento. Desta forma, a ILC por Enterobacterales produtoras de ESBLs e /ou pAmpC,
incluindo estirpes MDR, por serem mais complexas de tratar, levam ao atraso da cicatrizacdo
da ferida cirurgica, obrigam a utilizacdo de outras classes de antibidticos que por sua vez e se
usados de forma indiscriminada levam a aumento da RAM.

A incidéncia de ILC em medicina veterinria € bastante variavel (0,8% a 30%)
(Suranigi et al., 2021; Vélkki et al., 2020; Williams, 2018), uma vez que estd dependente de
diversos fatores pelo que varia de acordo com o delineamento de cada estudo: Neste estudo a
maioria dos animais correspondeu a cdes de diversas racgas pertencentes sobretudo a tutores
privados. Foram avaliadas diversas variaveis de forma a caracterizar a populacgéo e perceber se
poderiam representar um fator de risco para o desenvolvimento de ILC.

A idade ndo esteve associada ao desenvolvimento de ILC, contrariamente ao
identificado noutros estudos. Onde 0s animais com maior risco correspondem aos pacientes
com idade inferior a 6 e superior a 12 anos (Hagen et al., 2020) e noutro estudo, em que por
cada ano adicional, o risco de desenvolvimento de ILC era 1,5 vezes superior (Aiken et al.,
2015). A auséncia de associacdo podera dever-se a disparidade dos dados, originando resultados
muito amplos.

A duragéo anestésica ndo foi identificada como fator de risco para o desenvolvimento
de ILC contrariamente ao estudo de Pratesi et al. (2015), em que os autores concluiram que a
duracdo anestésica aumenta o desenvolvimento de ILC em 2% por cada minuto de anestesia
adicional. Relativamente a duracdo do procedimento cirurgico, este ndo demonstrou relacdo
para o desenvolvimento de ILC. No entanto, num estudo desenvolvido por Stetter et al. (2021),

verificaram que a incidéncia de ILC aumenta quanto maior a duragdo do procedimento.
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Uma vez que, no presente estudo foram avaliados diversos procedimentos cirurgicos,
com técnica e duracdo distintas, obteve-se resultados bastante varidveis, impossibilitando
estabelecer uma tendéncia.

A hipotensdo cirdrgica bem como a presenca de implantes ndo revelaram estar
associadas ao desenvolvimento de ILC, contrariamente ao identificado pelo estudo de Turk et
al. (2015).

Na analise estatistica, a correlacdo entre o grupo de animais no qual houve
administragdo de antibiotico prévia (até 12 meses) e desenvolvimento de resisténcias foi fraca,
contrariamente ao verificado por outros estudos (Menezes et al., 2023; Ortiz-Diez et al., 2023;
Werhalm et al., 2023) que verificaram que a prescri¢cdo prévia de antibiético aumenta a
prevaléncia de resisténcias numa populagéo.

Por outro lado, ndo se verificaram diferencas significativas relativamente ao
desenvolvimento de resisténcias entre o grupo de animais ao qual foi prescrito antibiético até
12 meses e 0 grupo em que nao recebeu antibioticos.

De acordo com os resultados obtidos, nenhum dos pacientes que participaram no
estudo evidenciou ILC nem a nivel macroscépico, nem radiografico durante as consultas de
seguimento, incluindo os animais que se encontravam colonizados com Enterobacterales
produtoras de ESBLs e/ou pAmpC.

Uma vez que, neste estudo ndo ocorreu nenhum caso de ILC, ndo foi possivel
estabelecer uma analise estatistica inferencial que correlacionasse a presenca e auséncia de
resisténcias com o desenvolvimento de ILC.

Apesar da sua prevaléncia elevada de animais colonizados com Enterobacterales
produtoras de ESBLs e/ou pAmpC, a auséncia de ILC é contraria ao espectavel:

A prescricdo de antibiotico pds-operatdrio ndo foi protocolada. Esta dificuldade em
controlar o tratamento pds-operatdrio pode ter influenciado a incidéncia de ILC neste estudo,
constituindo por isso um viés para estes resultados. No estudo desenvolvido por Aiken et al.
(2015) e Pratesi et al. (2015), verificaram que a prescrigdo de antibidtico no periodo pés —
operatorio apresenta um efeito protetor sobre a incidéncia de ILC. Contudo, o presente estudo
enquadra casos em contexto clinico real, tendo sido a prescrigdo de antibiotico uma deciséo do
médico-cirurgido responsavel em cada CAMV. Portanto seria benéfico em estudos futuros ter
uma abordagem mais controlada do uso de antibi6tico pds-operatdrio de modo a ndo influenciar

os resultados e permitir estabelecer comparac6es diretas.
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E possivel considerar que as técnicas de antissepsia protocoladas, incluindo o
antisséptico utilizado (clorhexidina e alcool) foram eficazes na diminui¢do da contaminacéo da
pele. No entanto, um estudo (Leshem, Gilron, Azrad, Peretz, 2022), indica que atualmente
comeca a existir diminuicdo de suscetibilidade a clorhexidina em bactérias Gram-negativas e
especialmente em Enterobacterales produtoras de ESBLsS, sendo um fator a ter em consideragéo
no futuro durante a preparacdo do paciente cirargico.

E possivel ainda, que o protocolo profilatico tenha sido eficaz para as estirpes ndo
resistentes ao antibidtico, no entanto ndo se pode desvalorizar o facto de caso tivesse havido
contaminacdo por parte de Enterobacterales produtoras de ESBLs e/ou pAmpC este seria
ineficaz. Existe, também a possibilidade de as bactérias resistentes e MDR ndo terem
contaminado o campo antes, durante e ap6s o0 procedimento cirargico.

A presenca de bactérias resistentes as C3G, representa uma ameaca grave e catastréfica
pois, por um lado apresentam um amplo espectro de resisténcia aos antibioticos -lactamicos,
pelo que sdo resistentes a maioria dos protocolos profilaticos utilizados em procedimentos
ortopédicos (cefalosporinas de primeira geracdo como a cefazolina), pelo que em casos de
contaminacgdo do local cirdrgico por estes microrganismos, o protocolo revelar-se-ia ineficaz.
Este facto sublinha a importancia de uma antissepsia rigorosa e criteriosa. Por outro lado, a
presenca de Enterobacterales MDR limita as opc¢des de tratamento, pelo que em casos de ILC,
estes pacientes tornam-se um desafio terapéutico.

A prevaléncia de Enterobacterales produtoras de ESBLs e/ou pAmpC foi elevada
(20,3%) e muito semelhante a um estudo, no qual obtiveram uma prevaléncia de 20,0%, em
cdes submetidos a procedimentos cirdrgicos (Belas, Correia, Marques, Gama, Pomba, 2021).
Contudo existem diversos estudos com valores bastante variaveis, alguns com prevaléncia
ligeiramente superior a 25,0% (Ortiz-Diez et al., 2023) em Espanha e 25,2% (Belas et al., 2014)
em Portugal. Outro estudo realizado por Menezes et al. (2023), evidenciou uma prevaléncia de
12,7% em Portugal e 8,5% no Reino Unido. Isto ocorre, devido ao delineamento de cada estudo,
por exemplo é essencial saber a dimensdo da amostra, se 0s animais selecionados para cada
estudo sdo saudaveis ou apresentam doencgas concomitantes, se procederam a toma previa (até
quatro semanas) de antibidtico.

Neste estudo, além da resisténcia aos B-lactamicos, as estirpes isoladas apresentaram
resisténcia a outras classes de antibiéticos, adquirindo um perfil MDR. A toma de antibiético é
um fator de risco preponderante para 0 aumento da prevaléncia de bactérias MDR (Menezes et
al., 2023).
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A colonizacdo com Enterobacterales produtoras de ESBLs e/ou pAmpC além de
representarem um risco a nivel individual, constituem ameaca para outros animais, humanos e
ambiente (Tseng et al., 2023). Neste estudo, o grupo filogenético mais comumente identificado
correspondeu ao grupo B (54,5%) que engloba estirpes comensais. Em estudos semelhantes, o
mais comumente identificado foi o grupo filogenético D associado a estirpes patogénicas (Belas
et al., 2022) e A e B1 pertencente a estirpes comensais (Menezes et al., 2023).

Neste estudo, os genes mais comumente isolados corresponderam ao blarem-1 € blacTx-
m-15 0 que esta de acordo com outros estudos (Belas et al., 2021). E importante referir que foram
identificados genes que conferem resisténcia aos carbapenemos — blaoxa-244tipo. AS estirpes
portadoras deste gene pertenciam a grupos filogenéticos comensais (A e B1). Neste estudo, este
gene foi identificado em dois animais de associagao/canil. Como referido por Belas et al.
(2014), e Werhahn Beining et al., (2023) estes estabelecimentos representam um fator de risco
para o aparecimento de bactérias MDR.

A enzima OXA-244 é uma variante da OXA-48 que difere apenas num Unico
aminoacido. Foi descrita pela primeira vez em 2011 em Espanha (Pitout, Peirano, Kock,
Strydom & Matsumura, 2019). Exibe atividade ligeiramente menor contra 0s carbapenemos
comparativamente com a OXA-48 (Gonzalez et al., 2024). Em humanos é identificada mais
comumente em amostras fecais (Reichert et al., 2024) e de urina (Lindemann et al., 2023).

A OXA-244 foi identificada pela primeira vez, em animais num estudo no Egipto em
2020 (Khalifa et al., 2020) num céo saudavel a partir de uma amostra nasal.

Em animais de companhia existem diversos estudos publicados na qual foram
identificadas diversas carbapenemases OXA (Brilhante et al., 2020; Rincén-Real & Suérez-
Alfonso, 2022) Contudo, para conhecimento da autora, ndo existem casos descritos de animais
saudaveis colonizados com 0 gene blaoxa-24stipo €M Portugal e na Europa, assim este estudo
representa o primeiro relato.

Encontram-se codificadas em plasmideos pelo que a sua transmissdo se encontra
facilitada e pode ocorrer de forma bastante rapida. Assim, os animais deste estudo constituem
reservatorios de bactérias e genes altamente resistentes com potencial zoonotico, sendo por isso,
considerados um problema de biosseguranca.

Outras carbapenemases tém sido cada vez mais identificadas em animais de
companhia (0,25% a 21,6%), tendo o maior surto ocorrido num Hospital veterinario na Suiga

em 2018, com uma prevaléncia de 21,7% (Rincon-Real & Suarez-Alfonso, 2022). Esta situagédo
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salienta a importancia do contexto hospitalar para a disseminacao de estirpes e genes resistentes
para animais, humanos e meio ambiente.

As limitacOes deste estudo foram a dimenséo reduzida da amostra (n=64) que afeta o
poder estatistico e impede generalizar os resultados para uma popula¢do maior. Uma dimenséo
de amostra superior proporcionaria resultados mais robustos e aumentaria a confianca das
associacOes observadas entre a colonizacdo com Enterobacterales produtoras de ESBLSs e/ou
pAmpC.

Outra limitagdo importante a referir estd relacionada com a heterogeneidade dos
resultados: o tipo e a duracdo de antibioticos utilizados foram bastante variaveis, o que
impossibilita perceber se existe relacdo entre ambas as variaveis. Para além disso, neste estudo
foram recolhidos dados sobre diversas variaveis que podem constituir fator de risco para o
desenvolvimento de ILC, foram estudados diversos procedimentos cirlrgicos que por si SO
apresentam duracdo de anestesia e cirurgia distintos e manipulacédo tecidular diferente. Ou seja,
para obter uma amostragem mais homogénea seria necessario optar por um procedimento
especifico cirargico especifico (TPLO, THR, resolucéo de fraturas), pois desta forma, a duracédo
de anestesia, e cirurgia e traumatismo do tecido tornaria a populagdo mais uniforme.

Apesar de ndo ter sido possivel estabelecer uma correlagdo, € crucial sublinhar a
importancia individual: comprometimento do sucesso cirurgico e bem-estar animal; do risco de
biosseguranca: pela transmissdo de estirpes resistentes ou MDR a animais, humanos e ambiente
é crucial estabelecer medidas que tenham como objetivo minimizar a incidéncia de ILC. Um
dos pontos-chave para diminuir a incidéncia de ILC é restringir 0 uso de antibi6tico pds-
operatorio para 0s pacientes que se encontrem colonizados com estirpes resistentes ou MDR.

Assim seria pertinente implementar a realizacdo de culturas intraoperatérias de forma a
identificar a estirpe presente no local cirargico de forma a selecionar a terapia pos-cirdrgica
mais adequada se necessaria e prevenir o uso desnecessario de antibioticos de largo espectro e
consequentemente aumento e disseminacao de resisténcias. Tornam- medidas chave que devem

ser sempre aplicadas para qualquer intervencéo cirurgica.
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6. Conclusdo

Apesar dos resultados ndo terem permitido estabelecer uma correlagdo entre a
colonizacao de Enterobacterales produtoras de ESBLs e/ou pAmpC com o desenvolvimento de
ILC, este estudo demonstra que 20,3% dos animais encontravam-se colonizados com bactérias
resistentes a C3G antes de serem submetidos a procedimentos cirdrgicos. Além do risco
individual pela dificuldade terapéutica, estes animais representam um risco para a salde
publica, uma vez que as espécies de bactérias isoladas apresentam a capacidade de contaminar
0 ambiente hospitalar, nomeadamente equipamentos, superficies e pessoal médico. E ainda de
salientar que foi identificado o gene blaoxa-24atipo, Pela primeira vez em Portugal e na Europa.

Estes resultados evidenciam a importancia da utilizacao de antissepsia rigorosa, técnica
cirurgica adequada e anestesia controlada e a vigilancia ativa dos pacientes para controlo de
infecdo a nivel individual bem como implementar medidas de prevencdo com o objetivo de
minimizar a transmisséo de estirpes resistentes e melhorar a satde animal, humana e preservar

a sustentabilidade ambiental.
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8. Anexos

Anexo A

Figura Al — Distribuicdo de diversas espécies de Enterobacterales pelos varios nichos
ecoldgicos. (Adaptado de Moxley, 2022).



Anexo B

Tabela B1 — Estudos de prevaléncia de Enterobacterales produtoras de ESBLS e pAmpC em animais de companhia.

- - - 5
Ano Pais Tipologia Animal Meca}n|§mq de | %ESBL/A Beta Espécie Filogrupo Fatores de risco Referéncia
estudo resisténcia mpC lactamase
Animais habitam no
~ exterior/abrigo; Dieta com
Cdo alimento comercial cru; (Werhahn
2023 Alemanha Transversal ESBL 8,9% n.a E. coli n.a - Beining et
(1000) Contacto com cachorros; al., 2023)
Tratamento antibidtico N '
prévio;
Céo A Hospitalizagao recente
2023 Portugal Longitudinal (90) e ESBL 12,7% CTX-M-15 E. coli B (<12meses); Menezes et
Reino Unido prospetivo gato AmpC 8,5% CMY-2 K. pneumoniae Dz Exposicao prévia a al., 2023)
(20) antibioticos
CTX-M-9 Administragdo de
Cio CTX-M-1 E. coli K antibiotico prévio ou
2023 Espanha n.d (a4) ESBL 25% TEM néumoniée n.a corticoesteroide ( <1més); Ortiz-Diez
SHV P Presenca de doenca et al., 2023.
concomitante;
Céoe A
ESBL o CTX-M-15 . B:1 Belas et al.,
2022 Portugal Tranversal (93(’;’1:(())) AmpC 10,6% CMY-2 E. coli B, n.a 2022).
D
Cao CMY-2 Interagdo préxima com Belas et al
2020 Portugal Longitudinal Ga(tio()g) AmpC n.a DHA-1 E. coli n.a tutores 2020).
CTX-M-15
Céo AmpC o CTX-M-32 . Utilizagdo de antibidticos (Belas et al.,
2014 Portugal Transversal | 159y ESBL 2% cTx-M1 E. coli n@ | Animais e abrigos/canis 2014)
CMY-2
ESBL
I CTX-M-15; .
2013 Alemanha Longltud_lnal Céao AmpC n.a CMY-2 E. coli K n.a n.a Stolle, et
prospetivo Carbapenemas OXA-48 pneumoniae al., 2013)
e
" e CTX M1
: ' Céo CTX-M-32 E. coli A
2010 | Hunaria, Holanda, -\ - iy dinal | Gato ESBL 36% | CTX-M.15 B |na (Bogaerts et
Pol6nia, Espanha, AmpC . al., 2015)
Suécia. Reino (608) CTX-M-14 K. pneumoniae D
Unido CMY-2

Legenda: n.a: ndo aplicavel; n.d: ndo definido;



Figura C1 — Representacdo da disseminacdo de microrganismos e dos genes de RAM

pelos diversos nichos ecoldgicos. (Adaptado de Caliskan-Aydogan & Alocilja, 2023).



Anexo D

Prevaléncia em % de ESBLs

<3%
3a5%
6al10%
11a15%
[ 20a30%
B >30%

Figura D1 - Prevaléncia de Enterobacterales produtoras de ESBLs em percentagem

em humanos no mundo com foco Europeu. (Adaptado de Castanheira et al., 2021)

Figura D2 — Estudos realizados sobre a prevaléncia de Enterobacterales produtoras de
ESBLs em animais de companhia. (Adaptado de Salgado-Caxito et al., 2021).



Anexo E: Tabela E1 - Listagem de estudos pertinente sobre a prevaléncia de ILC em animais de companhia submetidos a COL

TPLO

ILC TPLO -10,8%

90min

Dimenséo Tipo de - Tipo_ Fatores de risco .
Ano Objetivo procedim . - % de ILC AMCp AMCPcx Referéncia
amostra estudo ento identificados
Auvaliar %ILC no ILCD -
periodo pés-cirurgico 5 24%/0 ILCp+Pcx -
2011- ~ Prospetivo através do ! 3,54% . . Aiken et al.,
2015 400 ces aleatorio prolongamento da coL Idade TP_LO TPLO - Sim Sim 2015
i i 0,
pro_fllaX|_a 5,13% 2.44%
antimicrobiana
ILC 6,7%
Colonizacio por TPLO - 7,7% Sim cefazolina 22mg/Kg Valki et al
2012- x Retrospetivo | Avaliar ataxade ILC e - Gaop Artodese 25% 30-60 min antes incisdo x N
406 cées - COL microrganismos . . x Néo 2020
2016 transversal fatores de risco MDR Artoscopia—11,8% | + re-admnistracdo a cada
Estabilizacdo de 90min
fraturas - 6,5%
iministagho de ILC ~ 129% Sim
- 5 asi _ 0, i i i J i
22%(1% 93 cées n.d antibidticos orais para COL Duraga?oetlerl\;a stesica IILL((::AA'\IQ/?P 721’30//3 Sim, (;e:tlé ;o;:]l(r:?:égo MIN 1 cefalexina Pratgzlle; al.
prevencdo de ILC em ' 7 dias
COL
Sim, Antibiético
2017- Avaliar fatores de risco Durac&o do administrado 30-60 min Stetter et al
2018 465 cées n.d para o desenvolvimento COL procedimento ILC — 5% antes da primeira inciséo n.d 2021 B
de ILC cirargico a cada 90-120 minutos
de cirurgia..
Presenca de
A implante ILC - 5,2%
. Incidénciade ILC e . N
2010- x Prospetivo e . e Hipotenséo TPLO - 7,5%
2011 310 cées cohort |dent|f|caga_o de fatores COL Classificaco ILC limpa — 3,2% n.d n.d Turk et al. 2015
de risco NP "
cirurgica ILC suja—20%
Identificar fatores de Pfese"@a de ILCpoc-cx — 6,6% Sim, CEfaZO.“nE.i ?O min
2011- 541 cées Retrospetivo risco associados a COoL implante ILC amp- 20,1% antes da incisdo e Sim Hagen, etal,
2018 P Idade Pl readminsitracéo a cada 2020

Legenda: AMCp — antibidtico profilatico; AMCPcx — antibidtico pds-cirtrgico; COL: cirurgia ortopédica limpa; ILC: infecdo do local cirtrgico; ILCp - infecdo
do local cirdrgico em animais submetidos a antibioterapia profilatica; ILCPcx - infecdo do local cirlrgico em animais submetidos simultaneamente antibioterapia profilatica
e poés cirtrgica; MDR: multirresistente; n.d: ndo definido; TPLO: Osteotomia de nivelamento do plateau tibial..
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Anexo F

Questiondrio:
Data CAMV Nome animal | ID Idade
Espécie Raca Inteiro/ esterilizado Sexo Cond. corporal
Tutor {privado/associagdo) | Hipoalbuminémia: N0  Sim
Hospitalizacdo antes cirurgia: Nao Sim (n2 dias )

Farmacos imunosupressores: Nao  Sim (quois £ doro ditima toma)

Antimicrobianos Gltimos 12 meses: N30  Sim [quoic e dota ditima toms)

Comorbidades: Mo  Sim juois)

ASA 1 I I IV WV

Prot. Anestésico (firmeco/dose):

Propofol sem benzalconio: MNio Sim

Procedimento cirdrgico:

Implante: N8o  Sim (tipo implonte)

Pano cirurgia: aderente ndo aderente

Anestesia regional: Ndo  Sim (firmacos/dase)

Temperatura intra-cirdrgica: T inicio €X oC T fim CX oC
Hipotensdo intra-cirdrgica: MNao Sim

Duragdo cirurgia: minutos Duracdo anestesia: minutos
Observacies:

Seguimento (informacdo recolhida posteriormente):

Autotraumatismo ferida cirdrgica: |Nao Sim

Penso pds-operatorio: Nao Sim

Antimicrobiano pds-operatdrio: N30 Sim/cuai/dose)

Dias Sem SSI 551 (selecionar®®) | Cultivo (resultado)

72 dia

302 dia

**Critérios de diagndstico 551 (Surgical Site Infection):

a) drenagem purulenta/ seropurulenta da incisio; b) deiscéncia espontdnea ou formagdo de abcesso na incisdo;
cjmicrarganismos identificados em amostra recolhida forma asséptica da incisdo; d) incisdo deliberadamente aberta em
combinacdo com pelo menos um dos seguintes sinais ou sintomas: tumefacdo localizada, dor localizada, eritema,
termnperatura local aumentada ou febre (> 352C);

Figura F1 — Questionério utilizado para a recolha de informagdo demogréfica, cirtrgica e

anestésica sobre 0s animais presentes no estudo.
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Anexo G

Filogrupo Gene (pb)

9ruPO ~adA (373pb) chuA (288 pb) yjaA (211 pb) TspE4.C2 (152 pb)
+ - - -

A + - + -

B + - - +
+ + + +

B> + + + -
+ + - +

o + + - -
+ + - +

Figura G1 — Representacdo esquematica da interpretacdo dos genes e respetivos

filogrupos. (Adaptado de Clermont et al., 2021).
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ESBLs/pAMPC PRODUCING = Escherichia colf (n=11) Kiebsieila preumoniae {1=1) Enterabacter clogcae (n=1}

ENTEROBACTEREALES IN FECAL SAMPLES 100,0%
90,0% &% B2 g5 SE g2 £E
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60,0%
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Figure 7 - Percentages of resistance (o different classes of antibiotics by bacteria isalales,
egend: CF - C: FQs - AMI - Ami TET- P - Phanicols; §TX - trimathoprim/
su\gfnmalhuxamla; F - Nitrofurantain
BACKGROUND
The extended and irresponsible usage of antibiotics has lead, over the years, to an 3GC-resistant £. coli were also resistant to carbapenems (18.2%, n= 2/11), fluoroquinolones (45.5%,
increase of antibiotic resistance and multidrug resistance (MDR} bacteria. n=5/11), tetracyclines (54.5%, n=6/11), trimethoprim/sulfamethoxazole (27.3%, n =3/11), phenicols
Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) and plasmid mediated AmpC (pAmpC) (18.2%, n=2/11), nn_rofuranloln {9.7%, n = 1/11). Regarding, K. pneumoniae and £ cloacae isolates
(Bajaj. Singh & Virdi, 2076) currently, represent a serious threat to Human health, demonstrated resistance to fluoroquinolones, aminoglycosides, tetracyclines, trimethoprim/
considering it leads to therapeutic failure of many diseases and also reduce sulfamethoxazole and phenicols. K. preumoniae also shown resistance to nitrofurantoin (Figure 2).

treatment options (Riwu, Effend] & Rantam, 2020)(Saws, Kooguchi, & Moriyama, 2020). In
addition, CoVID-19 pandemic hasled to an increase of interactions between
humans and their companions animals contributing to a possible widespread of
these MDR bacteria (Langford et al,, 2022).

The aim of this study was to evaluate and characterize the presence of ESBL/
pAmMpC producing  Entercbacteralesin fecal samples of companion animals
undergoing clean orthopedic surgical procedures.

_ 12,50%
Overall, 61.5% (n=8/13) were MDR,
out of which 75% (n = 6/8) were
- Ecoli 1250% (n=1/8) was K
o pneumoniae and 12,5% (n=1/8) was
E. cloacae. In other words, 54.4%
(n=6/11) were MDR E.cali and bath

METHODS 50 Klebsiella spp. isolates were MDR
g (n=2/2).

During March until June of 2023, fecal swab samples (n=64) from companion Figure 3 represents the distribution

animals {dogs and cats) were collected from three different Veterinary Hospitals in = Kiebsiello spp. (1=1) = Escherichia cofl(#=6) = Enterobacter clocde (=1 of MDR bacteria by species.

Lisbon area, Portugal. An inquiry was performed regarding general information

about the patient, for example: age, body condition, sex; Medical conditions such

as possible underlying comorbidities, previous antimicrobial administration (up to Fiure 3- Distribution of MDR bacteria bv saecies.
12 months), with the objective of identifying possiblerisk factors for the
appearance of ESBLs/pAmpC.

Fecal swab samples were inoculated on MacConkey agar plates supplemented
with 1.5 pg/mL cefotaxime and 1.0 pg/mL meropenem.  Antimicrobial
susceptibility testing and interpretation were performed using the disk diffusion

method according to Clinical and Laboratory Standards Institute (GLSI) guidelines, 100%

After performing a presumptive identification, bacterial species and the presence 20% -
of B-lactamase genes (blargs. blasw, blacrxuq, blacrams, blagxs, blapka,Blacuy2)

were confirmed by PCR. oo ik
Phylogenetic typing was performed in all third generation cephalosporin resistant o5
(3GC-resistant) Escherichia coli isolates todetermine the main phylogenetic 0%

groups (A, B1, B2, and D) by PCR. Presumptive bacteria species identification, were

also confirmed by PCR B
This project was approved by Bioethics and Animal Welfare Ethics Commission bl
(CEBEA). 0%

RESU o
. coli{h=11, . preumanioe fn=2) £ clooco fr=1)

WORCTAML WhlaCTXMS WhRaTEM  mblasHV mblaDHA1 WblaCMY-Z mblaOXA-1

100,00%
90,00% Figure 4- Identification of Blactamase encoding genes In GG resistance bacterla isalates.
70,008 About, 45.5% of the £ coliisolates (n = 5/11) harbored the bigrey, gene, 27.3% (n=3/11) harbored the
60.00% blacrmgonp gene, 9.1% (n = 1/11) harbored the blacrcmogon, 9.1% the blasw gene (n = 1/11) and
50‘0:»: 9.1% (n = 1/11) carried the combination of bfa:rxuegroup+blaasgenes and the combination of
/ blares blasy genes. Approximately, 18,2% (n=2/11) of isolates harbored blagyy 2 gene. Regarding K.
40,005 76.92% pneumnoniae and E. cloacae isolates both were positive for bfacrimigouw gene. Meanwhile E. cloacae
30,00% also harbored both blarew and blaoy. genes. (Figure 4).
20,00% Moreover, E. colfi isolates belonged mainly to B1 phylogenetic group (54,5%, n= 6/11) followed by
10,009 group-D (27.3%,_n=3/1 1) and '(?“I%, n=1/11) were identified as group-A and group-B2.
000 7,69% Among 3GC-resistant £ coff isolates, 63,6% (n=7/11) were ESBL-producers and 182% (n=2/11)

were pAmpC beta-lactamases producers
Dogs Cats

Escherichia coli  mKlebsiella prreumoniae  m Enterobacter cloacoe

Figure 1 - Distributian of ESBL-producing Enterohacterales isalates by animal species CONCLUSI

In this study, 85.9% (n=55/64) animals belonged to private owners, meanwhile 4.7% The results obtained in this study demonstrated the existence of MDR bacteria in companions
(n=3/64) belonged to shelters. Approximately, 20.3% (n=13/64) of the companion animals. These isolates showed the diversity of genes responsible for such resistance. Thus the
animals were colonized with ESBL-producing Enterobacterales. Qut of these, 92.3% combinaticn of more than one family of genes due to horizontal transfer, miss use of antibictics
(n = 12/13) were dogs and 20% of cats (n=1/13). About 84.6% (n=11/13) were leads to the emergence of MDR bacteria. This study could be helpful for infection management and
identified as Escherichia cofi, 7.7% (n=1/13) as Klebsiella pneumonize and 7.7% prevention. It is a pricrity for health care providers to prevent transmission and widespread of MDR
(n=1/13) as Enterobacter cioacae. Figure 1 demonstrates further distribution of bacteria by implementinga variety of safety measures such as: active surveillance by rapid
Enterobacterales species by companion animal species. diagnosis, using standard precautions (hand hygiene, protective equipment) and proper

decontamination methods.
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