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Resumo

Pesquisas nacionais sobre a utilizacdo e a resisténcia dos antimicrobianos
em animais sao realizadas em diversos paises, no entanto poucos estudos
incluem bactérias de animais de companhia. O objetivo desse trabalho foi verificar
a prevaléncia de resisténcia antimicrobiana no fluido do lavado traqueobrénquico
de cées saudaveis e doentes. Foram utilizados 20 céaes, divididos em dois grupos,
10 animais clinicamente saudaveis (grupo 1) e 10 animais (grupo 2) com disturbio
respiratorio. A colheita do lavado traqueobronquico foi realizada através de um
tubo endotraqueal ou guiada com o auxilio de um endoscépio rigido. Foram
realizadas culturas bacterianas das amostras obtidas de ambos os grupos, e
posteriormente utilizou-se discos de difusdo para a mensuracao da sensibilidade
antimicrobiana. As bactérias isoladas foram: haemophilus aphrophilus,
Staphylococcus aureus e epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosas e Proteus mirabilis. Sessenta e trés porcento das
cepas bacterianas isoladas demostraram resisténcia bacteriana. Dentre o0s
antibioticos resistentes detacam-se a ampicilina, tetraciclina, sulfa e trimetropim,
cefoxitina, cefalotina, ciprofloxacina entre outros. Conclui-se que a resisténcia a
acdo dos antibioticos esta presente tanto em animais sadios quanto em animais
doentes e que a ceftriaxona e a amoxicilina associada quando associadas com
acido clavulanico séo efetivos contra as bactérias do trato respiratorio de caes.

Introducéo

Os antibidticos sdo usados em animais de companhia, exoéticos e de
producdo para prevenir, controlar ou tratar infeccbes, incluindo entéricas,
respiratérias, urogenitais e dermatoldgicas. Pesquisas enfocando a utilizacdo e
resisténcia antimicrobiana em humanos e animais de producgédo sao realizadas em
varios paises europeus. Entretanto, os animais de companhia sdo raramente
incluidos nesses experimentos ou realizados com animais doentes (DAMBORG et
al., 2008).

DAMBORG et al (2008) descrevem um aumento do uso de antimicrobianos
em caes e gatos, particularmente agentes de amplo espectro tais como
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fluoroquinolonas, cefalosporinas e penicilinas com &cido clavulanico. A
conseqUéncia desse aumento na utilizacdo de antibidticos é a emergéncia de
varios fenotipos resistentes de relevancia clinica, o que podera resultar em
insucesso no tratamento das doencas. Alguns desses microorganismos
resistentes incluem Staphylococcus aureus resistentes a metaciclinas,
enterococcus resistentes a vancomicina e Escherichia coli produtoras de beta-
lactamases (DAMBORG et al., 2008).

Os distarbios do parénquima pulmonar sao freqientemente diagnosticados
em cées e gatos. Dentre eles encontram-se as pneumonias infecciosas
(bacterianas, fungicas, parasitarias e protozoarianas), as neoplasias (primarias e
metastéticas) e as doencas pulmonares intersticiais (pneumonia eosinofilica,
fibrose pulmonar intersticial, pneumonia intersticial linfocitica, pneumonia lipidica
endogena, entre outras) (REINEIRO e COHN, 2007). A avaliacdo antimicrobiana
do fluido da lavagem broncoalveolar € de grande acuracia para identificar os
agentes envolvidos nas infeccdes das vias aéreas e determinar a terapia
antibidtica adequada. Amostras de lavado broncoalveolar podem ser obtidas por
meio de tubo endotraqueal, broncoscopia flexivel, e com utilizacdo de sonda
gastrica associada com o uso de endoscopio rigido (BASSO et al., 2008).

O método de disco difusdo para avaliacdo da susceptibilidade
antimicrobiana € um dos métodos mais utilizados nos laboratorios de
microbiologia. Esse método € qualitativo, ou seja, permite classificar a amostra
bacteriana em suscetivel, intermediaria ou resistente ao antimicrobiano. E um
método pratico, de facil execucdo e idealizado para bactérias de crescimento
rapido. Os reagentes sdo relativamente econdmicos, ndo h& necessidade de
equipamentos especiais, além de apresentar grande flexibilidade na escolha do
namero e tipo de antimicrobianos a serem testados (SEJAS et al., 2003).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo investigar os niveis de
resisténcia antimicrobiana de bactérias isoladas de fluido de lavado
broncoalveolar de cdes saudaveis e com sinais clinicos de doenca respiratoria.

Material e métodos

Foram utilizados 20 caes, 13 fémeas e sete machos, de racas e idades
variadas, provenientes da regido de Passo Fundo (RS). Dentre estes, 10 caes
apresentavam-se clinicamente sadios, denominados Grupo 1 (G1), e os outros 10
apresentavam doenca respiratdria, compondo o Grupo 2 (G2). Dentro de cada
grupo, seis caes foram submetidos a técnica tradicional de colheita de lavado
tragueobrénquico por meio de tubo endotraqueal e quatro, a técnica de colheita
de lavado traqueobrénquico guiada por endoscapio rigido,

Para a lavagem traqueobrénquica, os animais foram pré-medicados com
maleato de acetilpromazina 0,2% (0,05mg kg™, IM) e sulfato de morfina (0,5mg
kg™, IM). Ap6s 15 minutos, foram induzidos com tiopental sédico (12mg kg?, IV).
Para a manutencdo anestésica foram administradas sucessivas doses do
anestésico injetavel conforme a necessidade. Os caes foram posicionados em
decubito esternal, e com o auxilio de um laringoscépio foi introduzida uma sonda
gastrica numero 12 ou 20 no interior da traquéia, sendo o tamanho da sonda
associado ao peso corporal do animal. Tal sonda foi posicionada até a regido
anterior a bifurcagdo da traquéia, estimada externamente pelo quarto espago
intercostal. Foi infundido, com seringas de 20ml, de 5 a 13ml kg™* de solucdo de



NaCl 0,9% estéril. Apdés a infusdo foram realizadas sucessivas aspiracdes do
liquido com seringa de 60ml.

Para a técnica guiada por endoscopio rigido, os cdes foram submetidos a
mesma tranquilizagcéo e anestesia citada acima. O procedimento de acesso a luz
traqueal foi similar ao descrito anteriormente, no qual foi empregada uma sonda
gastrica estéril numero 12, introduzida através do traqueotubo, mantendo-se o
animal em decubito ventral. Em seguida, foi retirado o traqueotubo e introduzido
no interior da traquéia um endoscépio rigido de 10mm e zero graus, acoplado a
um sistema de video. Foi infundido de 1 a 2ml/kg de NaCl 0,9%. Posteriormente,
foram realizadas sucessivas aspiracées do liquido. Terminado o procedimento,
todos os animais receberam suplementacdo de oxigénio por quinze minutos e
foram medicados com furosemida 2mg kg, via intravenosa.

As amostras destinadas a cultura bacteriana foram acondicionadas em
frascos estéreis e 10ul plaqueados em superficie em cada agar (MacConkey,
manitol e agar sangue). As placas foram incubadas por 24hs a 37°C, realizando-
se apos leitura das placas e coloracdo de Gram e provas bioquimicas
confirmatorias das col6nias. As bactérias isoladas foram submetidas ao teste de
sensibilidade a antimicrobianos, frente aos seguintes principios ativos: ampicilina
(A), cefalotina (CE), ciprofloxacina (CIP), gentamicina (GE), tetraciclina (TET),
cloranfenicol (CLO), amoxicilina com &cido clavulanico, sulfa e trimetropim (SUL),
amicacina (AIC), azetreonam (AZ), cefoxitina (CF), ceftriaxona, piperacilina (PIP)
e clotrimazole (CLT). A realizacéo dos testes, leitura e interpretacdo dos halos de
inibicdo foram realizadas conforme os padrdes do NCCLS (2003). Os valores da
contagem de unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/mI) de fluido
tragueobronquico coletado foram analisados estatisticamente por teste-T,
considerando as diferencas como significativas quando P<0,05. Foi constatado,
pelo teste de Hartley, que as variancias eram heterogenias e por isso, 0s dados
foram transformados em logaritmo.

Resultados e discussoes

Os resultados da cultura bacteriana quantitativa revelaram diferenga
significativa (P<0,05) na quantidade de unidades formadoras de colonias (UFC)
por mililitro entre os animais sadios (3,87+0,38 log) e os doentes (4,93+0,51 log),
com maior contagem bacteriana naqueles enfermos, fato que pode sugerir a
diferenca entre colonizacao e infeccao do trato respiratorio (BASSO et al., 2008).

As bactérias isoladas foram semelhantes em relacdo aos animais sadios e
doentes, constatando-se alta porcentagem de Haemophilus aphrophilus (G1: 25%
e G2: 21,5%), Staphylococcus epidermidis (G1l: 18,8% e G2: 21,5%),
Staphylococcus aureus (G1: 12,5% e G2: 35,7%); Klebsiella pneumoniae (G1.:
25% e G2: 7,1%); Escherichia coli (G1: 12,5% e G2: 7,1%). No entanto ha de se
considerar que Pseudomonas aeruginosas (G1: 6,25%) foi isolada somente nos
caes higidos, ao passo que Proteus mirabilis foi isolado apenas naqueles com
distarbios respiratérios (G2: 7,1%). O isolamento destes microorganismos é
semelhante aos isolados de aspirado transtraqueal realizados por Angus et al.
(1997), no entanto diferem na ordem de maior expressao, pois para 0S mesmos
autores as bactérias da familia Enterobacteriaceae foram isoladas mais
comumente, ao passo que Staphylococcus tiveram menor significancia.



A resisténcia a acdo dos antibibticos testados ocorreu tanto nos animais
saudaveis quanto naqueles com doenca respiratoria. Foram isoladas 30 cepas
bacterianas (G1: 16 e G2: 14) constatando-se consideravel nivel de resisténcia,
haja vista que dessas, 19 cepas foram resistentes a um ou mais antibioticos
testados (G1: 13 e G2: 6), ou seja, aproximadamente 63,33% de resisténcia aos
antimicrobianos. Os principios ativos resistentes de maior expressao estéo
mencionados na figura 1. No entanto destaca-se a auséncia de resisténcia a
amoxicilina com &cido clavulanico e a ceftriaxona.

Haemophilus aphrophilus demonstrou-se resistente e/ou intermediario a
acao dos antibioticos em 25% dos casos do G1 e em 66,7% do G2. Cefalotina
(33,3%), ampicilina (33,33%) e cefoxitina (33,3%) estavam dentro dos principios
ativos resistentes do G1, e sulfa trimetropim (33,3%), ciprofloxacina (33,33%) e
piperacilina (33,3%), aqueles com acdo intermediaria. JA nos cdes do G2 a
tetraciclina (22,2%) e a sulfa trimetropim (22,22%) apresentaram maior resisténcia
ao combate dessas bactérias, seguindo-se de ampicilina (11,1%), cefalotina
(11,1%), amicacina (11,1%), azetreonam (11,1%) e cefoxitina (11,1%).

O Staphylococcus epidermidis apresentou-se resistente e/ou intermediéria
em 100% dos cdes do G1 e em 25% do G2. No G1 a rsisténcia foi alta em
relacdo a sulfa e trimetropim (40%), seguindo-se a ampicilina (20%),
ciprofloxacina (20%) e azetreonam (20%), ao passo que a acao intermediaria
incluiu a cefalotina (33,33%), tetraciclina (33,33%) e ampicilina (33,33%). No G2 a
ampicilina (50%) e ciprofloxacina (50%) também demonstraram resisténcia, e
somente a sulfa e trimetropim tiveram acéo intermediaria (100%).

O Staphylococcus aureus demonstrou resisténcia e/ou acao intermediaria
em 100% dos casos isolados do GIl. Em contrapartida no G2, essa bactéria foi
100% sensivel a acdo dos antibidticos testados. Dentre o0s antimicrobianos
resistentes do G1 encontram-se a ampicilina (25%), seguido de ciprofloxacina
(12,5%), cefalotina (12,5%), gentamicina (12,5%), amicacina (12,5%), cefoxitina
(12,5%) e sulfa e trimetropim (12,5%). Ja os principios ativos que tiveram acao
intermediaria nessa bactéria foram tetraciclina (33,33%), piperacilina (33,33%) e
cefalotina (33,33%). A resisténcia a sulfonamidas, como a encontrada nessas
cepas, também foi mencionada em levantamentos realizados por Hoekstra e
Paulton (2002), de isolados de Staphylococcus em cées. Ja a baixa sensibilidade
a ciprofloxacina identificada nessas cepas esta de acordo com os achados de
Authier et al. (2006), os quais verificaram crescente aumento nos Ultimos anos, da
resisténcia dessas bactérias as quinolonas, quando compararam os isolados de
caes de 1990-1992 com os de 2002-2003.

Klebsiella pneumoniae foi isolada nas amostragens de ambos os grupos,
apresentando resisténcia a acao de certos antimicrobianos em 100% dos casos
isolados. Nos animais do G1, os antibiéticos que acusaram resisténcia foram
ampicilina (50%), amicacina (16,7%), azetreonam (16,7%) e gentamicina (16,7%).
Tetraciclina (40%), piperacilina (40%) e ampicilina (20%), manifestaram acao
intermediaria contra essas bactérias. No G2, ampicilina também causou
resisténcia (20%), além da cefalotina (20%), tetraciclina (20%), piperacilina (20%)
e cefoxitina (20%). Estes achados corroboram com os relatados por Brisse e
Duijkeren (2005), os quais encontraram resisténcia desse microorganismo a acao
da ampicilina e cefalosporinas de primeira geragcdo em espécies variadas.



Escherichia coli esteve presente na cultura tanto dos animais sadios quanto
dos doentes, acusando resisténcia a determinados antibioticos em 100% das
amostras, de ambos o0s grupos, o que discorda dos achados de Damborg et al.
(2008), que encontraram baixos niveis de resisténcia de E. coli em isolados de
swabs fecais de cdes saudéaveis. Dentre os antimicrobianos resistentes nas
amostras do G1, tivemos a ampicilina (33,3%), tetraciclina (33,33%), além da
sulfa e trimetropim (33,3%). Da mesma forma, a resisténcia a tetraciclina (100%)
também ficou evidente nas amostras do G2, e a cefalotina e amicacina tiveram
acao intermediaria nesse mesmo grupo.

Pseudomonas aeruginosas foi isolado de apenas uma amostra do lavado
broncoalveolar de caes sadios, sendo resistente a acao antimicrobiana da
cefalotina (25%), ampicilina (25%), cloranfenicol (25%) e cefoxitina (50%). Da
mesma forma, Proteus mirabilis também foi isolado de apenas uma amostra do
G2, no entanto demonstrou resisténcia & agado da tetraciclina (50%) e clotrimazole
(50%), ao passo que a cefalotina (50%) e ciprofloxacina (50%) tiveram acéo
intermediaria sob essa bactéria.

Conclusoes

Sob as condi¢des experimentais testadas podemos dizer que:

- A presenca de bactérias resistentes aos antimicrobianos na flora do trato
respiratorio esta presente em caes saudaveis e com disturbio respiratorio;

- Ampicilina, tetraciclina, sulfa associada com trimetropim, cefalotina s&o os
antibioticos de maior resisténcia as cepas isoladas;

- Amoxicilina com acido clavulanico e ceftriaxona tem alta eficacia sob as
bactérias isoladas do trato respiratério de cdes saudaveis e doentes.
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Figura 1: grafico demonstrando a porcentagem de resisténcia das cepas
bacterianas isoladas frente aos antimicrobianos testados.






