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RESUMO

Ao longo dos ultimos anos, a proporcdo de agentes bacterianos resistentes a multiplos antibidticos tem
aumentado de forma significativa. Acresce que a importancia clinica das resisténcias adquiridas é uma
preocupacdo em bactérias patogénicas com interesse em medicina veterinaria e com implicagcdes em
salide publica.

Um estudo retrospetivo foi realizado na Clinica Veterinaria Planeta Animal, em Aveiro, com o objetivo
de caracterizar o perfil de resisténcias a antibiéticos em bactérias isoladas em cées e gatos, a partir de
dados obtidos em boletins analiticos num periodo de trés anos (2019-2021).

Em caes, as amostras mais comuns foram zaragatoas auriculares (21,6%; IC 95%: 15,9-28,3) e urina
(20,3%; IC 95%: 14,9-27,1). Em amostras de urina, Escherichia coli (46%; IC 95%: 31,0-61,6) foi o
principal agente isolado. Contudo, em zaragatoas auriculares, Pseudomonas aeruginosa (30%;
IC 95%: 18,1-45,4) e Staphylococcus pseudointermedius (30%; IC 95%: 18,1-45,4) foram in ex aequo
0s agentes mais comuns. Um perfil de multirresisténcia foi ainda observado em 46% e 40% dos isolados
em urina e zaragatoa auricular, respetivamente. Em gatos, a urina (15,4%; IC 95%: 10,6-21,6),
zaragatoa cutanea (9,9%; IC 95%: 6,1-15,4) e zaragatoa nasal (8,8%; IC 95%: 4,9-13,5) foram as
amostras mais frequentes. Relativamente as amostras de urina, Escherichia coli foi a bactéria mais
frequente (46%). Em zaragatoas cutaneas, a bactéria mais comum foi Staphylococcus chromogenes
(16,7%; I1C 95%: 5,8-39,2) tal como em zaragatoas nasais (26,7%; 1C95%: 10,9-52,0%). Um perfil de
multirresisténcia foi observado em 61% dos agentes isolados em amostras de urina e em 40% dos
agentes isolados em zaragatoa nasal. J& em amostras de zaragatoa cutédnea, apenas 11% de agentes
isolados apresentaram um perfil de multirresisténcia.

A frequéncia de resisténcias nao sofreu alteragdes significativas ao longo do periodo de estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Teste de Susceptibilidade a Antibidticos, resisténcia fenotipica, cao, gato.



ABSTRACT

Over the past years, the proportion of bacterial agents resistant to multiple antibiotics has increased
significantly. Furthermore, the clinical importance of acquired resistance is a concern in pathogenic
bacteria of veterinary interest with implications for human health.

A retrospective study was conducted at Planeta Animal veterinary clinic, in Aveiro, aiming to
characterize antimicrobial susceptibility patterns in bacteria isolated from dogs and cats from data
obtained in laboratory analytical reports over a three-year period (2019-2021).

In dogs, the most common samples were ear swabs (21,6%; IC 95%: 15,9-28,3) and urine (20,3%;
IC 95%: 14,9-27,1). In urine samples, Escherichia coli (46%; IC 95%: 31,0-61,6) was the major isolated
agent. However, in ear swabs Pseudomonas aeruginosa (30%; IC 95%: 18,1-454) and
Staphylococcus pseudointermedius (30%; IC 95%: 18,1-45,4) were in ex aequo the most common
agents. A multi-resistant profile was observed in 46% and 40% of isolates from urine and ear swabs
respectively.

In cats, urine (15,4%; IC 95%: 10,6-21,6), skin swabs (9,9%; IC 95%: 6,1-15,4) and nasal swabs (8,8%;
IC 95%: 4,9-13,5) were the most common samples. Regarding urine samples, Escherichia coli was the
most frequent bacterium (46%). In skin swabs the most common bacterium was
Staphylococcus chromogenes (16,7%; IC 95%: 5,8-39,2) as well as in nasal swabs (26,7%;
1C95%: 10,9-52,0%). A multi-resistant profile was detected in 61% bacteria isolated from urine samples
and in 40% of bacteria isolated from nasal swabs. Concerning skin swabs, only 11% of isolated bacteria
presented a multi-resistant profile.

The frequency of resistance did not change significantly over the study period.

KEYWORDS: Antimicrobial Susceptibility Testing, Phenotypic resistance, Dog, Cat.
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INTRODUCAO

As bactérias sao microrganismos unicelulares, procariotas, metabolicamente ativos e que apresentam
uma replicacao por fissdo binaria (Baron, 1996; Quinn et al., 2016). Muitas bactérias encontram-se no
meio ambiente, outras s80 comensais em organismos vivos, como animais ou humanos, constituindo
uma parte do seu microbiota natural; e apenas algumas sao causadoras de infe¢des, sendo designadas
de patogénicas (Baron, 1996). A replicacdo descontrolada de bactérias patogénicas num hospedeiro
esta normalmente associada a uma falha dos mecanismos de defesa intrinsecos, conduzindo a uma
infecdo bacteriana que se traduz pela ocorréncia de doenca (WHO, 2021).

A descoberta de substancias inibidoras do crescimento bacteriano, os antibiéticos, foi um marco
importante na histéria da humanidade (Reygaert, 2018; Lerminiaux & Cameron, 2019). Os primeiros
antibiéticos clinicamente bem-sucedidos foram as sulfonamidas desenvolvidas, em 1935, por
Paul Ehrlich na sequéncia do seu trabalho com corantes sintéticos. Foi, contudo, a descoberta da
penicilina, em 1928, por Alexander Fleming que iniciou a “Era dos Antibiéticos”. Fleming verificou que
numa cultura de Staphylococcus aureus contaminada por um fungo as colénias bacterianas se
encontravam lisadas. Esta observac¢ao conduziu a descoberta do primeiro antibidtico de origem natural,
a Penicilina, com origem no fungo Penicillium notatum. Durante a Segunda Guerra Mundial, este
antibiético foi utilizado de forma massiva tendo permitido salvar muitas vidas, e tendo estimulado a
pesquisa de mais antibiéticos (Prescott, 2013).

Os antibidticos podem ser classificados de acordo com i) a origem, ii) o espetro de acao, iii) o tipo de
atividade, e iv) o mecanismo de acdo. Os antibiéticos de origem natural sdo obtidos a partir de
microrganismos produtores de metabolitos inibidores da replicacéo bacteriana. A origem semissintética
esta associada a existéncia de uma modificacdo quimica de substancias antibacterianas com origem
natural. Os antibiéticos com origem exclusivamente sintética (i.e., sintese quimica) sdo menos
frequentes (Prescott, 2013; OIE, 2021). O espectro de acdo dos antibidticos pode ser estreito
(e.g., bacitracina em bactérias de Gram negativo e eritromicina em bactérias de Gram positivo) ou largo
(e.g., tetraciclina em bactérias de Gram positivo e negativo). Quanto ao tipo de atividade os antibi6ticos
podem ser bacteriostaticos ou bactericidas. Esta distincdo depende do antibi6tico e também da sua
concentracdo. Os antibidticos bactericidas inativam a bactéria a uma concentragdo proxima da que
provoca uma inibi¢cdo do crescimento, enquanto os antibidticos bacteriostaticos inibem o crescimento
em concentracdes inferiores e apenas em concentra¢cdes mais elevadas inativam o agente bacteriano
(Songer, 2005; Prescott, 2013). O mecanismo de ac¢do dos antibidticos diferencia-se em quatro
categorias: i) inibicdo da sintese da parede celular, ii) alteracdo da funcdo da membrana celular,
iii) inibicdo da sintese ou da funcdo de &cidos nucleicos, e iv) inibicdo da sintese de proteinas
(Prescott, 2013; Reygaert, 2018).

As bactérias de Gram positivo apresentam uma parede celular constituida por uma camada espessa
de peptidoglicanos que confere rigidez a célula e mantém elevada a presséo osmatica intracelular. Nas
bactérias de Gram negativo esta camada € mais fina e a pressao osmética intracelular € mais baixa.

Os antibidticos beta-lactamicos impedem a formacgéo das ligacBes transpeptidicas cruzadas na parede



celular, inibindo a sua sintese e criando pontos de fragilidade na sua estrutura (Prescott, 2013;
Quinn et al., 2016). Neste grupo incluem-se as penicilinas e cefalosporinas (beta-lactdmicos), a
bacitracina e a vancomicina. As penicilin-binding proteins (PBP) que sdo muitas vezes transpeptidases
responsaveis pela formacao de parede celular, durante a diviséo e crescimento celular, sdo um alvo
destes antibioticos. Existem diferentes PBP e diferentes afinidades de antibiéticos, o que explica a
variacdo no espectro de acao de antibidticos beta-lactamicos (Prescott, 2013; Reygaert, 2018). Na
sintese da parede celular ocorrem ainda alguns mecanismos degradativos promovidos por autolisinas.
Algumas moléculas da classe das penicilinas atuam também na diminuicdo da inibicdo normal das
autolisinas (Prescott, 2013). A maior atividade de beta-lactamicos em bactérias de Gram positivo
deve-se a maior quantidade de peptidoglicanos, a maior pressdo osm@tica intracelular nestas bactérias,
e também ao facto de em bactérias de Gram negativo se verificar uma impermeabilidade associada
aos lipopolissacéridos e lipidos exteriores, e ainda a presenca de beta-lactamases (Prescott, 2013;
Reygaert, 2018). A boa atividade das penicilinas e cefalosporinas mais recentes frente a bactérias de
Gram negativo, deve-se a maior capacidade para entrar nas células e ligar-se a PBPs; e também a
capacidade para resistir a uma variedade de beta-lactamases presentes no espago periplasmatico. O
desenvolvimento de substancias inibidoras de beta-lactamases, sem actividade antibacteriana
intrinseca, como acido clavulanico e sulbactano, permitiu a sua associa¢ao a amoxicilina ou ticarcilina
alargando o seu espectro de acdo através da neutralizacdo de enzimas que de outra forma as
degradariam (Prescott, 2013).

A funcéo reguladora da membrana celular fica comprometida com antibiéticos que alteram a funcéo da
membrana celular (e.g., polimixina), permitindo a saida de constituintes celulares (e.g., proteinas, ides
ou nucleétidos) que levam a lesdo e morte celular (Prescott, 2013).

Os antibiéticos que interferem com a sintese de acidos nucleicos ligam-se ao acido desoxirribonucleico
(ADN) e inibem a replicacdo ou a transcricao (e.g., nitrofuranos, acido nalidixico, fluoroquinolonas,
sulfonamidas, trimetoprim) (Prescott, 2013).

A inibicBo da sintese proteica ocorre pela acdo ao nivel ribossomal na subunidade 30S
(e.g., tetraciclinas e aminoglicosideos) ou 50S (e.g., cloranfenicol, macrélidos, lincosamidas)
(Prescott, 2013; Quinn et al., 2016).

O sucesso da terapia com antibidticos em infecdes bacterianas depende de varios fatores. Se a
existéncia de resisténcias intrinsecas deve ser considerada, também a aquisi¢do de resisténcias por
parte das bactérias ndo deve ser descurada (Songer, 2005; Quinn et al., 2016; Reygaert, 2018). Na
sequéncia do “entusiasmo” associado a disponibilidade de antibiéticos para o controlo de infegoes,
percebeu-se que as bactérias sdo capazes de desenvolver, adquirir e disseminar numerosos
mecanismos de resisténcia. Ja em 1945, Fleming alertou a comunidade cientifica sobre a possibilidade
de desenvolvimento de resisténcias aos antibiéticos por parte das bactérias (WHO, 2014; Mohr, 2016).
Ao longo do tempo, tem-se verificado que a cada descoberta de um novo antibiético, segue-se a
descoberta do desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a sua acdo (Goossens, 2009;
WHO, 2014).



Os mecanismos de resisténcia a antibiéticos sistematizam-se em i) limitar o uptake do antibidtico,
i) modificar o alvo do antibi6tico, iii) inativar o antibiético e iv) ativar bombas de efluxo. A resisténcia
intrinseca pode ocorrer por limitagdo do uptake do antibidtico, inativagéo do antibiético e ativagdo de
bombas de efluxo. A resisténcia adquirida pode ocorrer por modificacdo do alvo do antibiético,
inativagdo do antibiético e ativacdo de bombas de efluxo. As bactérias de Gram negativo podem usar
0s quatro mecanismos enquanto as bactérias de Gram positivo raramente recorrem a limitacdo do
uptake do antibiético e ndo tém capacidade para determinados mecanismos de efluxo (Reygaert, 2018).
A resisténcia intrinseca é determinada por genes em cromossomas bacterianos, estando relacionada
com a fisiologia da célula bacteriana, como a complexidade da parede celular, com a existéncia de
mecanismos de efluxo ou com sistemas de inativagdo enzimatica de um antibiético (Quinn et al., 2016).
A resisténcia adquirida pode ocorrer por mutacdo ou por aquisicdo de elementos genéticos
(Songer, 2005; Quinn et al., 2016). De facto, as bactérias conseguem transferir entre si genes que as
tornam resistentes a antibioticos. Esta transferéncia de material genético, designada de transferéncia
horizontal de genes (THG), pode transformar bactérias que antes eram sensiveis em superbactérias
resistentes a antibidticos (Hiltunen et al., 2017; Mobarki et al., 2019; Evans et al., 2020). A THG pode
ocorrer tanto entre bactérias filogeneticamente préoximas como entre bactérias filogeneticamente
distantes (Lerminiaux & Cameron, 2019).

Os mecanismos de THG séo i) transformacdo, ii) transducéo, iii) conjugacao, e iv) transposi¢do. A
transformacgé&o ocorre quando o ADN libertado por uma célula bacteriana é adquirido por outra célula
diretamente do meio, com a insercdo no novo genoma por recombinagdo. Na transducdo, um
bacteri6fago transfere genes de resisténcia entre bactérias, ocorrendo normalmente entre membros da
mesma espécie. A conjugac¢do envolve a transferéncia de ADN na sequéncia do contacto célula com
célula através dos pili. Este processo pode resultar na troca de genes de resisténcia de cromossomas
ou de plasmideos (Songer, 2005; Lerminiaux & Cameron, 2019). A transposi¢&o ocorre através da acéo
de transposfes, classificados como elementos genéticos moéveis. Estes elementos genéticos
inserem-se no ADN bacteriano independentemente da ocorréncia de recombinag&o, uma vez que nao
requerem a presenca de uma sequéncia homdloga na cadeia recetora. Os transposf@es podem
mover-se entre plasmideos explicando o progressivo desenvolvimento de multiplos fenétipos de
resisténcia a antibidticos (Songer, 2005). A THG, em contexto clinico, ocorre primariamente por
conjugacdo apesar de estudos in vitro demonstrarem a transformacdo e a transducdo como
mecanismos que podem contribuir para a disseminacdo de genes de resisténcia
(Lerminiaux & Cameron, 2019).

Historicamente, muitas doencas bacterianas eram tratadas com base na experiéncia clinica e o
tratamento empirico era dirigido ao agente bacteriano que se pensava ser causador da infecéo.
(Songer, 2005). Sabe-se hoje que o amplo e, muitas vezes indiscriminado, uso de antibiéticos pode
conduzir a selecao de bactérias com resisténcia intrinseca que, por sua vez, podem transferir material
genético a outras bactérias conferindo capacidade de resisténcia as bactérias recetoras. Ao longo dos
Ultimos anos, a proporcdo de agentes bacterianos resistentes a mdltiplos antibiéticos aumentou de

forma significativa (Songer, 2005; Lerminiaux & Cameron, 2019). A importancia clinica das resisténcias



adquiridas constitui uma preocupacdo em bactérias patogénicas com interesse veterinario com
implicacdes na salde humana (Prescott, 2013; OIE, 2022). A resisténcia a antibiéticos continua a
emergir, a diversificar e a disseminar-se rapidamente constituindo um grande desafio nos cuidados de
salde (Quinn et al., 2016; Lerminiaux & Cameron, 2019; ECDC, 2021; WHO, 2021). Populacdes de
bactérias resistentes disseminam-se quando os antibidticos exercem uma pressdo seletiva que
favorece a resisténcia. Por outro lado, os antibiéticos eliminam as bactérias suscetiveis, reduzindo a
competicdo e favorecendo os recursos disponiveis para bactérias resistentes (Mobarki et al., 2019;
Lerminiaux & Cameron, 2019).

A presenca de varios genes de resisténcia em plasmideos e elementos mdveis frequentemente permite
a bactéria tornar-se resistente a varios antibidticos de diferentes classes. Este tipo de resisténcia pode
ser rapidamente transferido entre géneros bacterianos originando isolados multirresistentes
(Quinn et al., 2016).

A resisténcia adquirida a penicilinas é frequente em estafilococos coagulase positivos. Recentemente,
a emergéncia de Staphylococcus aureus resistente a meticiina (MRSA) e, em cdaes, de
Staphylococcus pseudointermedius meticilina resistentes (MRSP) tem causado preocupacdo
(Bertelloni, 2021).

Também em bactérias da familia Enterobacteriaceae, como Salmonella spp. e Escherichia coli, o
problema associado a resisténcias adquiridas tem causado preocupacdo. O desenvolvimento de
resisténcia € particularmente importante entre bactérias entéricas nos animais. O intestino é um local
importante na transferéncia de genes de resisténcia devido a concentracdo, a diversidade bacteriana,
a administracdo oral de antibidticos e a disseminacdo de bactérias em ambientes fortemente
contaminados (Prescott, 2013).

As bactérias resistentes a antibioticos presentes em animais podem transferir genes de resisténcia a
outras bactérias que afetam a populagdo humana (Prescott, 2013). Apesar de uma grande percentagem
de bactérias resistentes a antibiéticos isoladas em infecdes humanas terem origem na utilizacdo de
antibioticos em medicina humana; bactérias resistentes a antibidticos de origem animal, como
Enterococcus spp., Escherichia coli e Salmonella spp. podem colonizar o intestino do Homem. Além
disso, a contaminacdo da carne por bactérias intestinais em matadouro pode ser uma via importante
de difuséo de bactérias resistentes aos humanos (Prescott, 2013; ECDC, 2021).

A multirresisténcia corresponde a capacidade de uma bactéria ser resistente a pelo menos um
antibiético de pelo menos trés classes distintas (Awosile et al., 2018). A emergéncia de bactérias
multirresistentes, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Enteroccocus spp.
resistentes a vancomicina, bactérias da familia Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamases de
espectro alargado (ESBL), é uma preocupac¢édo crescente ao nivel mundial (ECDC, 2021).

De acordo com a World Health Organization (WHO), a prevencao e o controlo das resisténcias a
antibiéticos contemplam cinco aspetos essenciais: i) realizacdo, sempre que possivel, de cultura e
Teste de susceptibilidade a antibidticos (TSA), ii) prescricdo de antibiético apenas quando necessario,

iii) administragdo de antibidtico na dose correta e duracdo adequada do tratamento, iv) aplicacdo de



medidas de higiene das méos, materiais e instrumentos; v) manutencdo do estatuto vacinal da
populacdo (WHO, 2021).

O uso racional de antibidticos tem sido uma preocupacgéo crescente nas décadas mais recentes.
Designadamente, em 2006, foi implementado o regulamento comunitario que proibiu o uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento (Regulamento CE n.° 1831/2003). Mais
recentemente, o uso de antibidticos em animais de companhia é estritamente controlado e
regulamentado pelas agéncias competentes (Regulamento UE 2019/6).

A resisténcia antimicrobiana € um problema de saulde publica global, interferindo com a eficacia dos
antibiéticos e conduzindo a aplicacdo de medidas de restricdo na utilizacdo destes farmacos. A
importancia do isolamento bacteriano associado a realizagdo de um TSA é cada vez maior (Mobarki et
al., 2019). Acresce ainda a necessidade de vigilancia permanente dos perfis de resisténcia de isolados
bacterianos que circulam nas populagfes (WHO, 2021).

O presente estudo teve como objetivos i) caracterizar os isolados bacterianos obtidos em amostras
clinicas de caes e gatos, entre 2019 e 2021, em Aveiro; ii) analisar o perfil de suscetibilidade a

antibiéticos dos isolados; e iii) comparar os resultados obtidos com outros estudos realizados.

MATERIAL E METODOS

De forma a concretizar os objetivos propostos, foi delineado um estudo observacional descritivo com
caracter retrospetivo. A obtengdo dos dados necessarios foi concretizada mediante a consulta dos
boletins analiticos laboratoriais de analises bacteriolégicas em amostras biolégicas de cdes e gatos,
testados entre janeiro de 2019 e dezembro de 2021. A consulta foi realizada mediante consentimento
da Direcdo Clinica Planeta Animal (Anexo |) e aprovacdo da Comissdo de Etica da EUVG
(CENO001_2022).

O critério de inclusdo para o estudo foi o isolamento de um agente bacteriano e a realizacdo de TSA.
Assim, dos 306 boletins consultados foram selecionados 182 que apresentavam um agente isolado na
andlise bacteriolégica e um TSA realizado; tendo sido excluidos 124 boletins que correspondiam a
resultados negativos no exame bacteriol6gico ou auséncia de um TSA.

Cada boletim analitico foi codificado com um numero ordenado e os dados foram codificados e
registados numa tabela (Microsoft Excel, 2021, Microsoft®) (Anexo IlI). Na andlise dos dados, uma
bactéria foi considerada resistente quando apresentava resisténcia a pelo menos um antibiético de uma
ou mais classes; e multirresistente quando apresentava um perfil de resisténcia a pelo menos um
antibidtico de trés classes diferentes (Awosile et al., 2018). Os isolados de Staphylococcus spp.
coagulase positivos resistentes a antibidticos beta-lactamicos foram considerados meticilina resistentes
(Bertelloni, 2021).

Uma andlise estatistica descritiva foi realizada utilizando o programa Epilnfo (versdo 7.2.5 CDC) e a
determinacéo de associagOes estatisticas foi realizada utilizando o programa estatistico R Core Team

(2019). As associagdes entre as variaveis estudadas foram considerada significativas quando p< 0,05.



RESULTADOS
No total de 182 boletins analiticos incluidos neste estudo, 102 (56,0%; IC 95%: 48,5-63,3)

correspondiam a amostras de cées e 80 (44%; IC 95%: 0,3-0,5) correspondiam a amostras de gatos
(Gréfico 1).

44%

= Cao = Gato

Gréfico 1: Percentagem de amostras estudadas nas espécies cdo e gato (n=182).

a) Caracterizacdo dos isolados

No total de amostras, verificou-se que 35,7% (n=65; IC 95%: 28,9-43,2) correspondiam a amostras de
urina, 26,4% (n=48; IC 95%: 20,3-33,5) eram amostras de zaragatoa de ouvido, 15,4% (n=28; IC 95%:
10,6-21,6) eram amostras de zaragatoa cutanea, 11,0% (n=20; IC 95%: 7,0-16,7) eram amostras de
zaragatoa nasal, 8,2% (n=15; IC 95%: 4,9-13,5) eram amostras de zaragatoa de produto biol6gico,
2,2% (n=4; IC 95%: 0,7-5,9) correspondiam a amostras de zaragatoa de fistula, e com a mesma
frequéncia 0,6% (n=1;IC 95%: 0,03-3,5) foram analisadas amostras de zaragatoa de ferida cirirgica e
de zaragatoa de nédulo. Em cédes as amostras mais frequentes foram zaragatoa de ouvido (n=40;
21,6%; IC 95%: 15,9-28,3) e urina (n=37; 20,3%; IC 95%: 14,9-27,1). Em gatos foram mais frequentes
amostras de urina (n=28; 15,4%; IC 95%: 10,6-21,6), zaragatoa cutanea (n=18; 9,9%; IC 95%: 6,1-
15,4) e zaragatoa nasal (n= 15; 8,8%; IC 95%: 4,9-13,5) (Graéfico 2).

Relativamente aos agentes bacterianos isolados no total das amostras, verificou-se que
Escherichia coli (23%) foi a bactéria mais isolada, seguindo-se Pseudomonas aeruginosa (10%),
Staphylococcus pseudointermedius (9%), Staphylococcus chromogenes (8%), Klebsiella pneumoniae
(8%), Proteus mirabilis (8%), Staphylococcus aureus (5%), Enterococcus faecalis (5%) e
Pasteurella multocida (3%). Os restantes 21% corresponderam a bactérias isoladas em percentagem
residual tais como: Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae complex, Enterococcus faecium,
Enterococcus spp., Pantoea spp., Pasteurella canis, Pasteurella dagmatis, Proteus spp.,
Raoultella ornithinolytica, Serratia macercens, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus aureus
meticilina resistente (MRSA), Staphylococcus cohnii subspécie cohnii, Staphylococcus intermedius,

Staphylococcus simulans, Staphylococcus warnei, Streptococcus agalactiae, Streptococcus canis,



Streptococcus dysgalactiae subspécie equisimilis, Streptococcus spp., Streptococcus thoraltensis e

Terrisporobacter glycolicus (Grafico 3).
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Grafico 2: Frequéncia relativa de amostras bioldgicas de acordo com o tipo e com a espécie animal
(n=182).
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Gréfico 3: Frequéncia de bactérias isoladas na totalidade das amostras (n=182).

De acordo com o tipo de coloragdo de Gram, verificou-se que as bactérias de Gram negativo foram
mais frequentes na espécie canina (37,4%) enquanto as bactérias de Gram positivo foram mais

frequentes em gatos (20,3%) (Gréfico 4).
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Gréfico 4: Percentagem de bactérias isoladas de acordo com coloracdo de Gram, por espécie(n=182).

a.l) Isolados em caes

Uma analise dos resultados obtidos em cées (n=102) permitiu verificar que em amostras de urina o
agente mais isolado foi Escherichia coli (46%; IC 95%: 31,0-61,6), seguido de Proteus mirabillis (27,0%;
IC 95%: 15,4-43,0). Em amostras de zaragatoa de ouvido verificou-se que 0s agentes mais isolados
foram Pseudomonas aeruginosa (30%; IC 95%: 18,1-45,4) e Staphylococcus pseudointermedius (30%;
IC 95%: 18,1-45,4) (Tabela 1).

a.2) Isolados em gatos

Uma andlise dos resultados obtidos em gatos (n=80) permitiu verificar em amostras de urina o agente
mais isolado foi Escherichia coli (46,4%; IC 95%: 29,5-64,2), seguindo-se Klebsiella pneumoniae
(17,9%; IC 95%: 0,08-36). Relativamente as amostras de zaragatoa cuténea e nasal verificou-se que o

agente mais isolado foi Staphylococcus chromogenes (16,7%; IC 95%: 5,8-39,2) in ex aequo (Tabela 2).



Tabela 1: Percentagem de agentes bacterianos isolados nos diferentes tipos de amostras bioldgicas, em céaes.

Amostras

bioldgicas

Urina

Zaragatoa
cutanea

Zaragatoa
ouvido

Zaragatoa
nasal

Zaragatoa
fistula

Zaragatoa
produto
biolégico

37

10

40

E. coli
% (95% CI)

46%
(31,0-61,6)

10%
(1,8-40,4)

10%
(4,0-23,1)

50%
(9,5-90,6)

25%
(7,2-59,1)

P. mirabillis
% (95% CI)

27,0%
(15,4-43,0)

20%
(5,7-51,0)

2,5%
(0,4-12,9)

K. pneumoniae
% (95% ClI)

13,5%
(5,9-28,0)

Proteus spp.
% (95% Cl)

5,4%
(1,5-17,7)

S. pseudointermedius
% (95% CI)

20%
(5,7-51,0)

30%
(18,1-45,4)

25%
(7,2-59,1)

P. aeruginosa
% (95% CI)

10%
(1,8-40,4)

30%
(18,1-45,4)

12,5%
(2,2-47,1)

S. aureus
% (95% ClI)

7,5%
(2,6-19,9)

50%
(9,5-90,6)

12,5% (2,2-
471)

B. bronchiseptica
% (95% CI)

20%
(3,6-62,5)

P. canis
% (95% ClI)

10%
(1,8-40,4)

20%
(3,6-62,5)
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Tabela 2: Percentagem de agentes bacterianos isolados nos diferentes tipos de amostras biolégicas, em gatos.

Amostras

biolégicas

Urina

Zaragatoa
cutanea

Zaragatoa
nasal

Zaragatoa
ouvido

Zaragatoa
produto
biolégico
Zaragatoa
fistula

Zaragatoa
nédulo

Zaragatoa
ferida

cirdrgica

28

18

15

P. multocida
% (95% CI)

5,6%
(1,0-25,8)

20%
(7.1-45,2)

S. chromogenes
% (95% CI)

71%
(2,0-22,6)

16,7%
(5,8-39,2)

26,7%
(10,9-52,0)

37,5%
(13,7-69,4)

100%
(20,7-100)

E. coli
% (95% CI)

46,4%
(29,5-64,2)

5,6%
(1,0-25,8)

13,3%
(3,7-37,9)

14,3%
(2,6-51,3)

S. marcescens
% (95% CI)

S. aureus
% (95% CI)

5,6%
(1,0-25,8)

12,5%
(2,2-47,1)

100%
(34,2-100)

MRSA
% (95% Cl)

3,6%
(0,6-17,7)

100%
(20,7-100)

E. faecalis
% (95% CI)

P. aeruginosa
% (95% ClI)

o 14,3%
(5,7-31,5)
0 0
0 0
37,5% o
(13,7-69,4)
o 42,9%
(15,8-75,0)
0 0
0 0
0 0

K. pneumoniae
% (95% CI)

17,9%
(7,9-35,9)

5,6%
(1,0-25,8)
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b) Analise do perfil de resisténcia

No total de boletins analiticos de TSA verificou-se que foram testadas as seguintes classes de
antibioticos: aminoglicosideos (espectinomicina, canamicina, neomicina, gentamicina, tobramicina,
amicacina); anfenicois (florfenicol, cloranfenicol); cefalosporinas 12 geracédo (cefalexina, cefalotina);
cefalosporinas 32 geracao (ceftiofur, cefovecina, cefpodoxima); carbapenemos (imipeneme); acido
fusidico; lincosamidas (clindamicina, lincomicina); macrélidos (eritromicina); penicilinas
(benzilpenicilina, amoxicilina, ampicilina, amoxicilina+acido clavulanico, ticarcilina, oxacilina);
polipéptidos (polimixina B), quinolonas (enrofloxacina, marbofloxacina, orbifloxacina, pradofloxacina);
sulfonamidas (trimetoprim+sulfametoxazol); tetraciclinas (tetraciclina, oxitetraciclina, doxiciclina) e

nitrofuranos (nitrofurantoina).

b.1) Perfil de resisténcias em agentes bacterianos isolados em caes

Relativamente as amostras bioldgicas mais frequentes em cées (i.e., zaragatoa de ouvido e urina),
verificou-se que em urina (n=37), 35% dos agentes isolados apresentavam um perfil de resisténcia a
pelo menos uma classe de antibidticos, sendo que 46% apresentaram um perfil de multirresisténcia; e
apenas 19% dos agentes apresentou um perfil de suscetibilidade as diferentes classes testadas. No
que respeita a zaragatoa de ouvido (n=40), 40% dos agentes bacterianos isolados em zaragatoa de
ouvido (n=40) apresentaram um perfil de resisténcia a pelo menos uma classe de antibidticos, sendo

que 30% apresentavam um perfil de multirresisténcia (Grafico 5).
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Gréafico 5: Perfil fenotipico relativamente ao TSA dos agentes bacterianos isolados em amostras

biologicas mais frequentes em cées.
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b.2) Perfil de resisténcias em agentes bacterianos isolados em gatos

No que respeita as amostras mais frequentes em gatos (i.e., urina, zaragatoa nasal e zaragatoa
cutanea) tal como verificado em cées, verificou-se que os agentes bacterianos isolados apresentavam
uma elevada percentagem de resisténcia a antibiéticos. Em urina (n=28), verificou-se 28% dos agentes
isolados apresentaram um perfil de resisténcia a pelo menos uma classe de antibiéticos sendo que
61% apresentaram um perfil de multirresisténcia. Em zaragatoa nasal (n=15) verificou-se que 27% dos
agentes isolados apresentaram um perfil de resisténcia a pelo menos uma classe de antibiéticos sendo
que 40% apresentaram um perfil de multirresisténcia. J& em amostras de zaragatoa cutanea (n=18), a
percentagem de agentes isolados sensiveis as diferentes classes de antibidticos testados foi superior
(61%) e 28% dos agentes isolados apresentaram um perfil de resisténcia a pelo menos uma classe de
antibiéticos em que apenas 11% de agentes isolados apresentaram um perfil de multirresisténcia
(Graéfico 6).
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Gréfico 6: Perfil fenotipico relativamente ao TSA dos agentes bacterianos isolados em amostras

biolégicas mais frequentes em gatos.

c¢) Perfil de resisténcia antibacteriana em isolados mais frequentes

Na tabela 3 sdo apresentados os valores de frequéncia de resisténcia a antibidticos pelas duas
espécies bacterianas mais frequentemente isoladas em caes e gatos. Em E. coli foi estatisticamente
significativa a resisténcia a gentamicina (p<0,001), cloranfenicol (p<0,001), cefalexina (p<0,001),
cefpodoxima (p<0,001), ampicilina (p<0,001), amoxicilina + acido clavulanico (p<0,001), enrofloxacina
(p<0,001), marbofloxacina (p<0,05), trimetopim + sulfametoxazol (p<0,001), tetraciclina (p<0,001) e
doxiciclina (p<0,001). Nesta espécie, verificou-se que 40,5% dos isolados apresentaram um perfil
fenotipico multirresistente. Em P. aeruginosa foi estatisticamente significativa a resisténcia a neomicina

(p<0,001) e enrofloxacina (p<0,001), ndo tendo sido identificados perfis fenotipicos multirresistentes.
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Tabela 3: Percentagem de isolados de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa com perfil de resisténcias as diferentes classes de antibiéticos

testados em cées e gatos.

Isolados n AMK (%) NEO (%) GEN (%) CLOR (%) CEF (%) CFX (%) AMP (%) AMC (%) ENR (%) MAR (%) SXT (%) TET (%) DOX (%) MR (%)
3,3 4,4 20 4,4 8,8 55 7,7 6 4,9 7,7 7,7
E. coli 42 0,5 0,5 40,5
(p<0,001) (p<0,001) (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001) (p<0,05) (p<0,001) | (p<0,001) | (p<0,001)
P. 4,4 33
. 19 0 0 RI RI RI RI RI 0 RI RI RI 0
aeruginosa (p<0,001) (p<0,001)

AMK- amicacina; NEO — neomicina; GEN — gentamicina; CLOR - cloranfenicol; CEF — cefalexina; CFX — cefpodoxima; AMP — ampicilina; AMC — amoxicilina + &acido

clavulanico; ENR — enrofloxacina; MAR — marbofloxacina; SXT — trimetopim + sulfametoxazol; TET - tetraciclina; DOX — doxiciclina; Rl — resisténcia intrinseca;

MR - multirresisténcia.
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d) Perfil de resisténcias ao longo dos trés anos do estudo

A analise dos resultados obtidos, nos trés anos estudados, permitiu verificar que houve uma variagao
no perfil fenotipico de bactérias isoladas em amostras clinicas. Enquanto em cées se verificou um
decréscimo na percentagem de bactérias com perfil de suscetibilidade as diferentes classes de
antibidticos testadas; em gatos verificou-se uma tendéncia inversa com o aumento da percentagem de
bactérias com perfil fenotipico sensivel (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4: Frequéncia relativa dos perfis de resisténcia em agentes isolados em cées ao longo do
periodo de estudo (n=102).

2019 2020 2021

Suscetivel (%) 32% 20% 24%
(IC 95%) (17,9-50,7) (8,9-39,1) (14,6-38,09)

Multirresistente (%) 32% 40% 41%
(IC 95%) (17,9-50,7) (23,4-59,3) (28,2-54,7)

Resistente (%) 36% 40% 35%
(IC 95%) (20,7-54,2) (23,4-59,3) (22,9-48,7)

Tabela 5: Frequéncia relativa dos perfis de resisténcia em agentes isolados em gatos ao longo do
periodo de estudo (n=80).

2019 2020 2021

Suscetivel (%) 16 % 23% 38%
(IC 95%) (5,5-37,6) (10,1-43,4) (24,9-54,1)

Multirresistente (%) 53% 32% 41%
(IC 95%) (31,7-72,7) (16,4-52,7) (27,1-56,6)

Resistente (%) 31% 45% 21%
(IC 95%) (15,4-54) (26,9-65,3) (10,8-35,5)

DISCUSSAO

A problematica associada a resisténcia aos antimicrobianos tem sido uma preocupacgéo crescente ao
nivel mundial (WHO, 2021). Desde a descoberta do primeiro antibiético, a comunidade cientifica
percebeu que as bactérias desenvolvem estratégias de resisténcia a estes farmacos. Atualmente, a
detec@o de bactérias com perfil fenotipico de panresisténcia é alvo de uma preocupacéo global tanto
em saude animal como na saude humana (Raygaert, 2018).
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A consciéncia dos problemas associados a ocorréncia de infecdes por bactérias multi ou panresistentes
foi determinante para o desenvolvimento deste estudo. Porém, ao longo da sua realizagdo foram
detetadas algumas limitagdes que dificultaram a andlise dos resultados. Considerando que, sendo um
estudo de caracter retrospetivo, verificou-se que os boletins selecionados para este estudo eram
provenientes de laboratérios diferentes. Ao nivel internacional existem Comités que visam a
uniformizacdo das metodologias utilizadas na realizacdo dos TSA in vitro tanto em medicina humana
como animal (e.g., European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Clinical and Laboratory
Standards Institute e Comité de I'antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie). No entanto,
verificou-se que as recomendacdes para testagem de um conjunto de antibiéticos em cada espécie
bacteriana nem sempre sao seguidas. Em alguns casos foram testados antibiéticos para os quais se
reconhece a existéncia de resisténcia intrinseca. Acresceu ainda que para um determinado agente,
nem sempre foram testadas as mesmas classes de antibidticos. As divergéncias verificadas foram
indubitavelmente uma limitacdo para uma andlise integrada dos resultados obtidos.

Neste estudo, a urina foi a amostra bioldgica mais frequentemente analisada tanto em cées (36%) como
em gatos (35%) e E. coli foi 0 agente mais isolado nesta amostra em ambas as espécies, 46,0% e
46,4% respetivamente. Estudos prévios, nacionais e internacionais, apresentam resultados similares
com predominio de E. coli isolado em amostras de urina (Awosile et al., 2018; Ribeiro et al., 2019). As
infecBes do trato urinario (ITU) em animais de companhia sédo consideradas um motivo frequente de
consulta sendo esta maioritariamente causada por E. coli (Marques et al., 2016). Em ITU n&o grave, 0s
antibioticos beta-lactdmicos s8o muitas vezes uma escolha em primeira linha de tratamento
(Awosile et al.,, 2018; Weese et al., 2019). A utilizagcdo empirica de antibidticos no tratamento de
infecdes por E. coli deve ser ponderada devido ao rapido desenvolvimento de resisténcia pela sintese
de beta-lactamases (Li et al.,, 2014; Awosile et al., 2018). Estas enzimas contribuem para um dos
mecanismos de resisténcia mais importantes em bactérias de Gram negativo (Oliveira et al., 2020).
Este facto pode explicar a elevada percentagem de isolados de E. coli resistentes a cefalexina (20%) e
ampicilina (8,8%), ambos pertencentes a classe de antibéticos beta-lactamicos. A utilizagdo néo
racional de antibiéticos pode ainda contribuir para o desenvolvimento de ESBL (Li et al., 2014; Courtice
et al., 2020).

A otite € também uma patologia comum em animais de companhia (Bourély et al., 2018). Neste estudo,
a zaragatoa de ouvido correspondeu a 39,2% das amostras em cdes e a 10% em gatos.
Pseudomonas aeruginosa foi 0 agente mais isolado nestas amostras, com 30% de isolados em cées e
37,5% em gatos. Pseudomonas spp. apresenta uma resisténcia intrinseca a mdltiplos antibi6ticos
(Awosile et al., 2018). Pseudomonas aeruginosa apresentou neste estudo resisténcia a neomicina
(4,4%) e enrofloxacina (3,3%). Outros estudos revelaram resultados similares neste tipo de amostra
acrescendo ainda o isolamento de Staphylococcus pdeudointermedius, que também se verificou em
amostras de caes (30%) (Bourély et al., 2018; Dégi et al., 2021).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é considerado um agente patogénico emergente
e com grande importancia em saude publica (Algammal et al., 2020). Neste estudo foi ainda possivel

verificar a presenca de MRSA em trés tipos de amostra em gatos (i.e., urina, zaragatoa de nodulo e
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zaragatoa cutanea). A origem pode estar associada com o contato proximo de gatos com 0s seus
tutores, estando descrita a transmissdo de MRSA entre humanos e animais de companhia
(Haenni et al., 2017). A resisténcia a meticilina pode ser determinada pela detegdo com PCR do gene
mecA que codifica as PBP responsaveis por este tipo de resisténcia (Algammal et al., 2020).

A disseminacdo de MRSA é considerada uma ameaca a comunidade pois o desenvolvimento de
multirresisténcias é o principal obstaculo no tratamento de infecbes causadas por MRSA
(Algammal et al., 2020).

Neste estudo verificamos que ao longo dos trés anos o perfil de resisténcias aos antibiéticos nédo se
alterou significativamente, sendo que a quantidade de amostras biolégicas analisadas aumentou quase
que proporcionalmente. Por outro lado, outros estudos tém demonstrado o0 oposto, ou seja, a ocorréncia
de aumento significativo de bactérias resistentes e multirresistentes a antibiéticos (Awosile et al., 2018;
Ribeiro et al., 2019).

CONCLUSAO

Este estudo permitiu reforcar, a existéncia de bactérias causadoras de infecdo e com perfis de
resisténcia e multirresisténcia a antimicrobianos em animais de companhia.

A prévia utilizagdo indiscriminada de antibiéticos, em animais e em humanos, conduziu a uma crise
sanitaria com impacto global. Atualmente € uma prioridade o uso racional de antibidticos assim como
a sensibilizacdo da populacao para o problema associado a sua utilizacdo nao racional. A realizagao
de uma antibioterapia suportada em TSA é uma das medidas a adotar na rotina clinica para promover
a utilizacao racional de antibiéticos e, desta forma, a classe médica e médica veterinaria tém uma
responsabilidade enquanto agentes de salde publica.

Considera-se ainda que é essencial a uniformizacé@o das técnicas de execucdo de TSA para que seja
possivel uma monitorizacéo passiva do perfil fenotipico dos isolados em amostras biol6égicas de casos

clinicos e, consequentemente, uma comparacao dos resultados obtidos.
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CONSENTIMENTO INFORMADO, ESCLARECIDO E LIVRE PARA PARTICIPACAO EM ESTUDOS
DE INVESTIGACAO

Titulo do estudo: Estudo retrospetivo do perfil de resisténcias a antibidticos em isolados
bacterianos com origem em animais de companhia (2019 a 2021).

Enquadramento: O presente estudo é realizado no ambito da dissertagdo final para
obtencdo do Grau de Mestre em Medicina Veterindria, Escola Universitaria Vasco da Gama.
A resisténcia aos antimicrobianos é um tema contemplado na lista de agdes da Organizacao
Mundial de Satide (OMS), sendo um dos objetivos incrementar o conhecimento através de
evidéncias baseadas num sistema de monitoriza¢do e vigilancia. A integracdo da vigilancia
em diferentes sectores é um desafio importante na perspetiva de Uma Saude Global.
Assim, a monitorizacdo das resisténcias a antimicrobianos nas populagdes animais é
essencial. Este estudo tem como objetivos: i) caracterizar ao longo do periodo de estudo os
isolados bacterianos em animais de companhia em fungdo da espécie animal e da amostra
biolégica; ii) caracterizar ao longo do periodo de estudo o perfil de resisténcias dos isolados
bacterianos; iii) comparar os resultados obtidos com outros estudos realizados ao nivel
nacional e internacional.

Explicagdo do estudo: A concretizagdo dos objetivos do estudo proposto depende da
consulta de boletins analiticos laboratoriais que constam em processos clinicos dos animais
no local de acolhimento da estudante Filipa Fontes durante o periodo de estagio.
Condigdes e financiamento: Para os devidos efeitos declara-se que este estudo ndo é
financiado, sendo voluntéria a participagdo, pela autorizagdo da estudante na consulta dos
processos. Informa-se ainda que o estudo foi avaliado e mereceu parecer favoravel pela
Comissdo de Etica da EUVG.

Confidencialidade e anonimato: Os dados recolhidos para a realizagdo do estudo serdao
tratados de forma confidencial e usados exclusivamente para o presente estudo. Os

elementos relativos a identificages individuais serdo mantidos anénimos.

Agradece-se a prestimosa colaboragdo no presente estudo.
Investigador responsédvel (Orientador Interno) — Sofia Ferreira Anastacio, Professora

Auxiliar na Escola Universitaria Vasco da Gama (sofia.anastacio@euvg.pt, 239444444).

Estudante - Filipa Fontes (estagiaria)



Por favor, leia com atengdo a seguinte informagdo. Se achar que algo esta incorreto ou que
n3o esta claro, ndo hesite em solicitar mais informagdes. Se concorda com a proposta que
lhe foi feita, queira assinar este documento.

Assinatura/s de quem pede consentimento:
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Declaro ter lido e compreendido este documento, bem como as informagdes verbais que
me foram fornecidas pelas pessoas que acima assinam. Foi-me garantida a possibilidade
de, em qualquer altura, recusar participar neste estudo sem qualquer tipo de
consequéncias. Desta forma, aceito participar neste estudo e permito a utilizacao dos
dados que de forma voluntaria forneco, confiando em que apenas serdo utilizados para
esta investigagdo e nas garantias de confidencialidade e anonimato que me sdo dadas pela

investigadora.
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Assinatura: , § Data: 07 /02 /2022
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Anexo Il



(eanynd) exep

[OENEY:]

(sesaw) apep!

wasio

Iq edysowe

wel

opej|os| a1uade

Haw

SINIMOADVYLIL

aulpAAxoq

aulpAeNAXO

aulpAoena]

SNINVYDO0LdIYLS

upAweuisaa

S3NIAINIYAJONIAVIA
+S3AINVNOATINS

aplweuoyng
+wiidoylawi |

SINOTONIND

euIDEXOJjOpEId

UI2BXO|}JON

uiPeX0|J0qel

ulPeXo|j04u3

pioe 21u1|oX0

uinbawn|4

$3d11d3dA10d

uixiwAjod

unsiod

upesyeg

IV JINOHdSOHd

upAwoyso4

SOpI|QI0eN

euIso|IL

euplwedidsy

eupjwoJieng

eupIWoLIII

seplwesoour]

eup|wodur

eupIwId

021pisany opioe

sowsauadeque)

awauadiw|

oeeuad siy seulsodsoleya)

ewoulnbja)

og5euad € seuliodsolesa)

«Buwixopodja)

«BUIDAA0JDD)

BUOXELIYDD)

njo14a0

euozesadoja)

og5euad sz seuliodsolesad

BWIX0INJDD)

oe5elad 5T seullodsolesa)

euljozeja)

eunojeja)

euixa|e}a)

NI IEINT

[[RIVETU]:STelo}

|od1uajuel]

[[eRIVETBITE]

soapjsodljSoulwy

eupeyIwY

eupIWeIqo L

eupIWeIuSD

eupiwesdy

euIWOIN

euplweuey

1wo3daJ3s304piyiq

eup|woydalisy

eup|wouadsy

Codigos a colocar nos AB

ado 1
ado 2
ado 3
ado 4
ado 4
ado 5
ado 6
ado 6
ado 7
ado 8
ado 9
ado 9

Iso
Iso
Iso
Iso
Iso
Iso
Iso
Iso
Iso
Iso
Iso
Iso

0 Resistente
1 Intermédio

2 Sensivel
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