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RESUMO

A descoberta dos antibidticos representou um importante avanco no tratamento de
infecBes bacterianas, tanto na medicina humana como na medicina veterinaria, constituindo a

base da medicina moderna.

Os antibiéticos sdo amplamente utilizados na rotina de clinicas e hospitais veterinarios
e 0 seu uso excessivo e indevido tem conduzido a fendbmenos de resisténcias sendo

atualmente uma preocupagé@o mundial na saide animal e com impacto em sadde publica.

Este estudo teve como objetivo avaliar e comparar o perfil de resisténcia a antibiéticos
de bactérias isoladas em amostras de animais atendidos no Hospital Veterinario Universitario

de Coimbra, entre marco de 2016 e dezembro de 2018.

O estudo foi dividido em duas partes, numa primeira parte foi realizada a
caracterizagdo das 206 amostras correspondentes a antibiogramas de bactérias isoladas em
canideos e felideos. Seguidamente apés a aplicacdo dos critérios de inclusdo foram estudadas
apenas as infe¢des simples, tendo sido avaliado o seu perfil de resisténcia nos trés anos em

estudo.

Em relacdo a avaliagdo do perfil de resisténcia ao longo dos trés anos, para as
amostras de urina (n=54), verificou-se um aumento da resisténcia a amicacina dos agentes

bacterianos isolados, no ano de 2018 relativamente aos dois anos anteriores (p=0,02).

No gque respeita aos agentes etiologicos isolados em amostra de zaragatoa cutanea
(n=13), verificou-se que ao longo dos trés anos, um aumento da resisténcia destes agentes ao

trimetoprim/sulfametoxazole (p=0,04).

Os agentes etiolégicos identificados em maior percentagem foram Escherichia coli
(61%) e Staphylococcus pseudintermedius (27%), sendo que para E.coli foi possivel encontrar
diferenca significativa no perfil de resisténcia para a tetraciclina (p=0,002) ao longo dos trés
anos. Verificou-se uma tendéncia (p=0.06) para o aumento no perfil de resisténcia nos

antibidticos cloranfenicol e amicacina.

Este estudo permitiu verificar uma alteracdo no perfil de resisténcias em animais de
companhia, nomeadamente em infeces provocadas por E.coli, tal como se tem verificado em

estudos nacionais e internacionais publicados recentemente.

Considera-se assim crucial a consciencializacdo dos profissionais de salde e

populagdo em geral em relagdo a utilizagao e prescricdo prudentes dos antibioticos.



Palavras chave: Escherichia coli; Staphylococcus pseudintermedius, Resisténcia,
Antimicrobianos
ABSTRACT

The antibiotics discovery was a big advance in the treatment of bacterial infections, in

human and in veterinary medicine, being the basis of modern medicine.

Antibiotics are widely used in veterinary clinics and hospitals in its daily routine and their
excessive or inadequate use in animals has led to the appearance of resistant bacteria. This
phenomenon is nowadays a worldwide concern due to its impact in animal health as well as in

human health.

The main objective of this study was to analyse and compare antibiotics resistance
profiles in bacteria isolated from animal samples attended at the Hospital Veterinario

Universitario de Coimbra, from March 2016 to December 2018.

This study was conducted in two steps. Firstly, a descripitive characterization of the 206
samples corresponding to the results obtained from antimicrobial susceptibility tests in bacteria
isolated from dogs and cats, was performed. Secondly, and after considering the defined
inclusion criteria, an analisys was developed using only cases of single bacterial infections by

the evaluation of its resistance profile among the three years of study

So, during the study period, the resistance profiles in isolates obtained in urine samples
(n=54) showed an increase in amikacin resistance in 2018, when compared to the previous two

years (p=0,02).

Bacterial agents isolated from cutaneous swab (n=13), evidenced an increase in the
resistance to trimethoprim/sulfamethoxazole (p=0,04) during the three years of study. A higher
percentage of isolates belonged to Escherichia coli (61%) and
Staphylococcus pseudintermedius (27%) species, and considering E. coli a significant
difference in the resistance profile for tetracycline (p=0.002) was observed from 2016 to 2018.
Also, regarding the same bacterium, it was observed a tendency (p=0,06) for an increase of the

resistance profile in amikacin and cloranfenicol.

This study demonstrated an increase in the resistance profiles in isolates obtained from
companion animals such as cats and dogs, especially in infections caused by E.coli. These data

is in accordance to other national and international studies recently published.

Thus, an awareness of healthcare professionals and of the general population is crucial

for the conscient and prudent prescription and use of antibiotics.

Keywords: Escherichia coli; Staphylococcus pseudintermedius, Resistance, Antimicrobials






INTRODUGAO

Ap6s a invencdo do microscépio, na década de 1670, Antonie van Leeywenhoek
identificou pela primeira vez microrganismos unicelulares, designados posteriormente como
bactérias (Guimardes, Momesso, & Pupo, 2010). Porém, apenas no século XIX, foi
considerada a possibilidade do seu envolvimento como agentes causadores de infecdo no
Homem e animais (Guimaraes et al., 2010). Encetaram-se estudos orientados para a pesquisa
de agentes quimicos com atividade antimicrobiana, iniciando-se assim a “Era dos
antibiéticos”(Kon & Rai, 2016). Paul Ehrlich, em 1910, desenvolveu o primeiro antibiético de
origem sintética, Salvarsan® (Peterson & Kaur, 2018), que primeiramente foi usado em coelhos
infetados pelo agente da sifilis, e posteriormente exibiu grande potencial para tratar doentes
humanos (Kon & Rai, 2016). Contudo, o grande marco histérico no tratamento das infecdes
bacterianas surgiu em 1928, devido a descoberta ocasional da penicilina, por Alexander
Fleming, que observou a inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus, numa zona
contaminada por um fungo do género Penicillum (Kon & Rai, 2016). Esta descoberta marcou o
inicio da antibioterapia moderna, e motivou o desenvolvimento e descoberta de novos
antibiéticos (Guimardes et al., 2010). Atualmente, os antibiéticos sdo a base da medicina
moderna (Runcie, 2015), sendo a sua descoberta o maior avango no tratamento de infectes

bacterianas, na medicina humana e veterinaria (Kohl, Pontarolo, & Pedrassani, 2016).

Os antibidticos sdo substancias pertencentes ao grupo dos antimicrobianos que podem
ser de origem natural, semissintética ou sintética com atividade antimicrobiana, isto é, com
capacidade de matar ou inibir o crescimento de microrganismos em concentragdes atingiveis in
vivo (OIE, 2019). Os antibidticos bacteriostéticos tém apenas a capacidade de inibir o
desenvolvimento de microrganismos enquanto que os bactericidas levam a morte da bactéria
(Lima, Benjamim, & Santos, 2017). Originalmente tinham uma origem natural (e.g. penicilina)
sendo que atualmente os mais utilizados sdo os de origem semissintética modificados pelo
Homem com compostos quimicos (Choffnes, Relman, & Mack, 2010). Segundo Gajdacs, o
antibiético ideal é aquele que se caracteriza pelas seguintes propriedades: esta disponivel para
administracdo oral, atua como pré-farmaco, pertence a classe | no sistema de classificacéo
biofarmacéutico, apresenta a capacidade de se acumular em macrofagos, ndo possui efeitos
teratogénicos, apresenta excrecdo pelo organismo na forma inalterada, € bactericida com
amplo espectro de acgdo, possui acdo sobre biofilmes, e atividade em concentracfes
nanomolares, apresenta bom alcance em infecdes de dificil acesso, atua em multiplos alvos
essenciais das bactérias e forma ligacdes covalentes irreversiveis dentro das células
bacterianas (Gajdacs, 2019). Contudo, todas essas propriedades sao dificeis de serem obtidas

devido a relacdo, nao linear entre o antibiético e a bactéria (Da Costa & Silva Junior, 2017).

No entanto, e quase simultaneamente a sua descoberta, surgiu o fendbmeno de
resisténcia antimicrobiana (Clatworthy, Pierson, & Hung, 2007), definida como a “capacidade
de um microrganismo resistir a agdo de um ou mais agentes microbianos” (ECDC, 2018),

devido ao uso generalizado, indevido e excessivo de antibibticos, tanto em humanos como em



animais (Dugassa & Shukuri, 2017). Este fendmeno de resisténcia antimicrobiana a inimeros
agentes infeciosos tem vindo a aumentar (WHO, 2017), o que tem despertado uma
preocupacdo mundial, em varios paises, setores e entidades. Novos mecanismos de
resisténcia estdo constantemente a surgir e a disseminar-se globalmente, sendo atualmente
considerada como uma ameaca a medicina moderna e a capacidade de tratar doencas
infeciosas, resultando em tratamentos ineficazes e/ou prolongados e custos aumentados nos
cuidados de saude (WHO, 2017). Foi também neste contexto, que o relatério da WHO 2014 se
referiu a este fendmeno como capaz de se tornar num dos mais sérios problemas de saude
publica, advogando-se que a “Era Pdés-Antibidtica” podera ser uma realidade ainda no século
XXI (WHO, 2014).

Outro fendbmeno a salientar é o aparecimento de bactérias multirresistentes - bactérias
resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos (Schmidt et al., 2018). Este fendmeno
tem-se sobreposto ao desenvolvimento e introducdo de novos farmacos, uma vez que a
descoberta e a sintese de novos antibiéticos requer tempo e elevado investimento (Kohl et al.,
2016).

Atualmente, sdo conhecidos varios mecanismos de resisténcia e de transmissédo de
resisténcia (ECDC, 2018). A resisténcia intrinseca é codificada em cromossomas e relacionada
com a fisiologia geral do microrganismo, surgindo a partir de propriedades estruturais da célula,
como a complexidade da parede celular, mecanismos de efluxo ou inativacdo enzimatica (Da
Costa & Silva Junior, 2017). Por contraposicao, a resisténcia extrinseca pode surgir a partir de
uma mutacdo genética ou por meio da transferéncia, via plasmideo ou bacteri6fago, de
material genético que codifique genes de resisténcia, ou ainda por meio de transposfes que
contém sequéncias de integrées (Quinn, Markey, Leonard, E.S.Fitzpatrick, & S, 2016). A
aquisicdo de resisténcia a antibiéticos ocorre por meio de mutagdo cromossOmica espontanea
e recombinacgdo de genes, criando variabilidade genética (Ishii, Freitas, & Arias, 2011), através
de transformacao (obtencdo de DNA exd6geno de meio externo), transducao (troca de material
genético através de bacteriéfagos), transposicao e conjugacéo (transferéncia de plasmideos e
transpos6es por meio de contato direto entre as bactérias, ou através da transmisséo de copias
genéticas através do pilus sexual) (Lima et al.,, 2017). A informacdo genética pode ser
transmitida entre diferentes espécies e géneros bacterianos, patogénicos ou nao, assim como
a varios hospedeiros e reservatérios ambientais (Loureiro, Roque, Rodrigues, Herdeiro, &
Ramalheira, 2016). Os mecanismos de resisténcia a antimicrobianos podem ser agrupados em
trés categorias: 1) reducdo do antimicrobiano dentro da bactéria; 1) inativagdo antimicrobiana; e
III) modificagdo do alvo onde o antibidtico vai atuar (Florez-Cuadrado, Moreno, Ugarte-Ruiz, &
Dominguez, 2018). Varios sao os estudos publicados sobre esta teméatica (Tabela B1- Anexo ll,

pagina 38).

Tendo em consideracéo esta preocupacdo mundial, a Organizacdo Mundial de Saude,
0 Centro Europeu de Prevencédo e Controlo de Doencas desenvolveram nos ultimos anos

programas e acgdes com o proposito de aumentar a consciencializagdo deste problema e



promover a utilizacdo racional destes medicamentos. Em Portugal salientam-se, o Programa
Nacional de Prevencédo e Controlo de Infecdes e Resisténcias aos Antimicrobianos e o Plano
de Acdo Nacional para a Reducdo do Uso de Antibidticos nos Animais. Este Gltimo plano tem
como objetivo diminuir o consumo de antibidticos, no cumprimento do projeto European
Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption, cujas quantidades sé@o contabilizadas e

disponiveis para consulta através da European Medicines Agency (EMA, 2018).

Dois dos principais dominios de intervencao da Unido Europeia (UE), no combate a
resisténcia antimicrobiana, sdo a proibicdo do uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento em 2006 (Regulamento (CE) n.° 1831/2003, 2003) e a legislacdo e controlo de
salmonelas (Regulamento (CE) N.° 2160/2003, 2003), de forma a reduzir o risco de exposicio
dos seres humanos a bactérias potencialmente resistentes. Em medicina veterinaria é feita a
monitorizagdo da utilizacdo de antimicrobianos em animais assim como a monitorizagéo de

resisténcia a antimicrobianos de agentes zoonéticos (ECDC & EMA, 2015).

Atualmente os animais de companhia, principalmente o cdo e o gato, tém um papel
importante na sociedade mantendo contato proximo com os seus tutores (Marques et al.,
2017). Este contato préximo tem contribuido para o aumento de bactérias zoondéticas
multirresistentes pois 0s animais podem comportar-se como reservatérios e fontes de
transmissdo de genes de resisténcia (Pomba et al., 2016). Assim, tém emergido bactérias
como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Argudin et al.,, 2017), Staphylococcus
pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP), enterobactérias produtoras de beta-
lactamases de largo espetro (ESBL) (Hartantyo et al., 2018), enterobactérias produtoras de

AmpC e bactérias gram-negativas nao fermentadoras multirresistentes (Pomba et al., 2016).

Segundo o Grupo de Estudo de Microbiologia Veterindria da Sociedade Europeia de
Microbiologia Clinica e Doengas Infeciosas e a andlise feita pela Federacdo Veterinaria da
Europa, os testes de sensibilidade a antibiéticos ainda s@o poucos utilizados na medicina
veterindria em comparagéo com a medicina humana (Guardabassi et al., 2017). Assim sendo,
€ muito importante a consciencializacdo para o uso e prescricdo racional e prudente dos

antibidticos e a educacéo e alerta para o uso de testes de sensibilidade a antibidticos.

OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar e caracterizar o perfil de sensibilidade a antibioticos,
em caes e gatos submetidos a tratamento antibiético, no ambito da rotina clinica do Hospital

Veterinario Universitario de Coimbra, num periodo de trés anos.



MATERIAL E METODOS
Caracterizagdo do estudo

Foi realizado um estudo observacional descritivo, e com caracter retrospetivo, com o
objetivo de analisar os boletins analiticos referentes aos resultados de antibiogramas efetuados
no ambito do tratamento de infe¢cdes provocadas por agentes etiologicos isolados em 206
amostras de canideos e felideos, no Hospital Veterinario Universitario de Coimbra (HVUC).
Este estudo foi realizado ap0s autorizacéo da Direcao Clinica do referido hospital e aprovagéo
da Comisséo de Etica da EUVG.

Foram considerados para o estudo todos os casos da rotina clinica do HVUC, entre
marc¢o de 2016 e dezembro de 2018, que apresentaram amostras com resultado positivo apés
colheita de uma amostra biolégica (urina; zaragatoa auricular, cutanea, nasal, ocular e 6ssea),
com o objetivo de identificar e caracterizar o agente bacteriano causador da infe¢do, incluindo a

analise do seu perfil de resisténcia a antibiéticos.

Os antibiogramas analisados incluiam, de acordo com o agente etioldgico isolado, os
seguintes grupos farmacolégicos: anfenicéis (cloranfenicol e florfenicol), aminoglicosideos
(amicacina, gentamicina, tobramicina), beta-lactdmicos  (ampicilina, = amoxicilina,
amoxicilina+acido clavulanico, oxacilina, penicilina, piperacilina, cefalotina, cefotaxima,
cefoxitina, ceftazidima), fluoroquinolonas (enrofloxacina, levofloxacina, marbofloxacina),
lincosamidas (clindamicina), macrélidos (eritromicina), nitrofuranos (nitrofurantoina), quinolonas
(ciprofloxacina), sulfonamidas  (trimetoprim/sulfametoxazol), tetraciclinas (tetraciclina,

doxiciclina) e fosfomicina.

O estudo consistiu nas seguintes duas partes: Parte 1) Em primeiro lugar foi realizada a
caraterizacdo das 206 amostras de canideos e felideos no que respeita a ocorréncia de
infecBes simples e mistas nos 3 anos, considerando-se uma infecdo simples uma infecéo
bacteriana por um Unico agente e infegdo mista quando causada por mais do que um agente
bacteriano. Para além disso foram também caracterizados nestas infecbes o0s agentes
etioldgicos mais frequentemente isolados e a ocorréncia de produgdo de ESBL e resisténcia a
meticilina; Parte 2) De seguida, apés aplicacdo dos critérios de inclusdo, num total de 136
amostras, foi realizada uma analise descritiva, seguida de uma analise estatistica dos casos.
Os critérios de exclus@o para andlise estatistica foram os seguintes: i) quando se verificou
isolamento de mais do que um agente bacteriano por amostra; e ii) quando se observaram
mais do que uma amostra bioloégica por animal. Com base nos agentes isolados com maior
frequéncia, avaliou-se a sua percentagem nos produtos biolégicos e identificou-se a ocorréncia
de mecanismos de resisténcia. Tendo em vista avaliar a existéncia de alteracdes no perfil de
resisténcia foi efetuada uma comparacdo ao longo dos trés anos. Assim foram caracterizados
os perfis de resisténcia obtidos nas infe¢des do trato urinario, utilizando para tal as amostras de

urina destes 136 casos. Foram igualmente analisados os agentes causadores de infecdes da



pele, considerando a amostra de zaragatoa cutanea. Finalmente, foram estudados apenas os
casos em que foram identificados os dois seguintes agentes etiologicos: Escherichia coli, e
Staphylococcus pseudintermedius, tendo sido também comparados os perfis de resisténcia nos

3 anos.

Andlise estatistica

Para a realizagdo deste estudo foram consideradas as seguintes variaveis de
caracterizagdo: demograficas (espécie, sexo, raga, idade e estado reprodutivo) e analiticas
(tipo de amostra, agentes etiol6gicos e perfil de resisténcia). Os dados foram registados em
base de dados, através do programa Excel®, gue foi também utilizado para analise descritiva,

tendo sido posteriormente submetidos a analise estatistica.

O tratamento estatistico foi realizado utilizando o programa R®, recorrendo ao teste
Qui-Quadrado, considerando-se um resultado significativo sempre que o nivel de significancia

revelou ser inferior a p< 0.05.



RESULTADOS
Parte 1. Caracterizacdo da amostra do estudo (n=206)

A amostra inicial (n=206), correspondeu a 129 canideos, 55 felideos, sendo que 22 animais
ndo apresentaram dados sobre a espécie (espécie indeterminada). As amostras biolégicas
colhidas corresponderam maioritariamente a amostras de urina (28%), seguidas de zaragatoas
de ouvido (17%), cutanea (8%), nasal (6%), 6ssea (6%) e ocular (5%). Os restantes 30%
incluiram bexiga, bilis, bidpsia cutanea, cultura de lavagem bronco-alveolar, cultura bilateral de
massa e tecido, cultura cuténea, cultura de ferida, cultura nasal, cultura dssea, genital, lavagem
brénquica, liquido inflamatdrio, liquido prostatico, material 6sseo, rim e zaragatoas: abcesso,
articular, de placa ortopédica, sutura, unha, derrame abdominal, efusdo peritoneal, ferida
cirirgica, ganglio, infecdo, intra-articular, oral, oronasal, prOstata, secrecdo purulenta,

subcuténea e tumefacao.

Diversos agentes bacterianos foram identificados tal como se encontra representado na
Figura 1, nomeadamente Escherichia coli (23%), Staphylococcus pseudintermedius (13%),
Proteus spp.  (10%),  Staphylococcus spp. (9%), Pseudomonas aeruginosa  (6%),
Enterococcus faecalis (6%). Os dois agentes mais isolados foram Escherichia coli e

Staphylococcus pseudintermedius.

Os restantes 33% corresponderam a agentes bacterianos identificados em percentagens

muito  baixas tais como Acinetobacter baumannii, Bacillus spp.,  Citrobacter spp.,
Enterobacter spp., Enterococcus faecium, Enterococcus spp., Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella spp., Pasteurella multocida, Peptostreptococcus spp., Pseudomonas spp.,
Serratia spp., Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. e

Veillonella spp..

W Outros

B Escherichia coli spp.

W Staphylococcus
pseudintermedius

B Proteus spp.

W Staphylococcus spp.

B Pseudomonas aeruginosa

Figura 1 Percentagem de agentes bacterianos isolados a partir da amostra de

estudo inicial (n=206).

10



A andlise da Tabela 1 permite observar que os microrganismos isolados com maior
frequéncia em infegbes simples foram  Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.. Com uma percentagem similar, tanto em infe¢des
simples como em infe¢des mistas, foi identificada a bactéria Proteus spp.. Em infe¢cdes mistas
as bactérias Enterobacter spp., Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus pseudintermedius foram mais frequentemente identificadas.

Tabela 1 Caracterizacdo dos agentes etiologicos isolados em infe¢Bes bacterianas simples

(n=136) versus infegBes mistas (N=148).

Microrganismo Infe¢des simples (n=136) InfecBes mistas (n=148)
n % n %
Enterobacter spp. 2 1% 7 5%
Enterococcus faecalis 2 1% 15 10%
Escherichia coli 47 35% 19 13%
Klebsiella pneumoniae 6 4% 4 3%
Proteus spp. 13 10% 15 10%
Pseudomonas aeruginosa 6 4% 12 8%
Staphylococcus spp. 14 10% 12 8%
Staphylococcus pseudintermedius 16 12% 21 14%
Streptococcus spp. 5 4% 1 1%
Outros 25 18% 42 28%

n= dimensdo da amostra %=percentagem
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Escherichia coli foi identificada com o maior valor percentual de producdo de enzimas
beta-lactamases de largo espetro, correspondendo a 41% (n=12). Com valores percentuais
mais baixos foram identificadas as bactérias Proteus spp. (17%), Klebsiella pneumoniae (14%),
Enterobacter spp. (10%), Serratia marcescens (7%), Serratia spp. (7%) e Klebsiella spp. (7%),
conforme se pode verificar na Tabela 2. Os agentes bacterianos foram isolados em amostras

biolégicas de urina e zaragatoa: auricular, nasal e liquido de efuséo peritoneal.

Tabela 2 Caracterizagdo das amostras relativamente a resisténcia bacteriana a antibiéticos

pela producdo de beta-lactamases de largo espetro como mecanismo de resisténcia, isoladas

Producéo de beta-lactamases de largo espetro
Microrganismo

n %
Escherichia coli 12 41%
Proteus spp. 5 17%
Klebsiella pneumoniae 4 14%
Enterobacter spp. 3 10%
Serratia marcescens 2 %
Serratia spp. 2 7%
Klebsiella spp. 1 3%

em canideos e felideos (n=29).

n= dimens&o da amostra %=percentagem
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Staphylococcus pseudintermedius foi a bactéria identificada com a percentagem mais
elevada de resisténcia a meticilina, correspondendo a 50%. Com valores percentuais inferiores
foram identificas as bactérias Staphylococcus spp. e Staphylococcus aureus (Tabela 3). As

amostras biolégicas foram de: zaragatoa cuténea, auricular e 6ssea.

Tabela 3 Frequéncia de bactérias resistentes a meticilina isoladas em amostras biol6gicas de

canideos e felideos (n=22).

Resisténcia a meticilina
Microrganismo

n %
Staphylococcus
. . 11 50%
pseudintermedius
Staphylococcus spp. 7 32%
Staphylococcus aureus 4 18%

n= dimensao da amostra %=percentagem
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Parte 2. Caracterizacdo das infecdes simples (n=136)
2.1. Caracterizacdo da amostra em estudo

No que respeita as amostras isoladas em infe¢des simples, considerando os critérios
de exclusao estabelecidos para o presente estudo, foram assim excluidas 70 amostras, tendo
sido analisados 136 antibiogramas relativos a 82 canideos, 34 felideos e 20 animais nao

apresentaram dados sobre a espécie (espécie indeterminada).

Na Figura 2 a amostra é caracterizada em funcdo do sexo e estado reprodutivo dos

animais, sendo identificados 63 machos (seis esterilizados) e 53 fémeas (nove esterilizadas).

50
45
40
35
30
25
20
15

1

Machos Fémeas Machos Fémeas
esterilizados  esterilizadas

v O

B Canideos M Felideos

Figura 2 Caracterizacdo da amostra em funcédo das variaveis sexo

e estado reprodutivo (n=136).
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Relativamente aos canideos (Tabela 4), a idade média em meses foi de 89,6 + 54,39

(média + desvio padrao) variando entre 0,16 a 240 meses. As racas identificadas por ordem

decrescente foram: labrador retriever (n=19), sem raca definida (n=13), pastor alemé&o (n=6),

bulldog francés (n=6), dobermann pinscher (n=4) e terra nova (n=4). As identificadas como

“outras” foram as seguintes: beagle (n=3), pequinés (n=3), borboel (n=2), caniche (n=2),

yorkshire terrier (n=2), cavalier king charles (n=2), boxer (n=1), dogue argentino (n=1), sharpei

(n=1), s&o bernardo (n=1), teckel (n=1), bull terrier (h=1), cocker spaniel (n=1), staffordshire bull

terrier (n=1), husky siberiano (n=1), dobermann (n=1), grande boiadeiro suico (nh=1), cane corso

(n=1), border collie (n=1), golden retriever (n=1), perdigueiro portugués (n=1) e serra da estrela

(n=1).

Tabela 4 Caraterizacdo demografica da amostra relativa a canideos.

n
Espécie Canideo 82
Macho 46
Sexo ~
Fémea 36
sem raca definida 13
labrador retriever 19
pastor-aleméo 6
Raca bulldog francés 6
dobermann pinscher 4
terra nova 4
outras 30
MzDP 80,6+54,39
Idade (meses) ) 3
Min-Méax 0,16-240
Estado reprodutivo Esterilizado 5
n=dimens&o da amostra; M+DP=médiatdesvio-padrio; Min-M&x=minimo-méximo
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A idade média dos felideos em meses foi de 98,05 + 60,61 (média + desvio padrdo),
variando entre 1 a 168 meses. As racas identificadas foram as seguintes: europeu comum
(n=21), persa (n=5), sem rac¢a definida (n=5), bosques da noruega (n=1) e outras que nao
foram identificadas (n=2).

n
Espécie Felideo 34
Macho 13
Sexo R
Fémea 11
europeu comum 21
sem raca definida 5
Raca persa 5
bosques da noruega 1
outras 2
M+DP 98,05+60,61
Idade (meses) ) B
Min-Max 1-168
Estado reprodutivo Esterilizado 10
Tabela 5 Caraterizagcdo demogréafica da amostra relativa a felideos.
n=dimenséo da amostra; MtDP=médiatdesvio-padréo; Min-Max=minimo-méaximo
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As amostras colhidas correspondem maioritariamente a amostras de urina (40%),
zaragatoa cutanea (10%), auricular (10%) e ocular (6%). Os restantes 34% incluiram liquido
inflamatdrio, liquido prostético, cultura bilateral de massa e tecido, cultura de ferida, cultura
cutanea, cultura de lavagem bronco-alveolar, genital, lavagem bronco-alveolar, biépsia
cuténea, rim e zaragatoa de: abcesso, efusdo pleural, ferida cirdrgica, ganglio, nasal, oral,

oronasal, 6ssea, prostata, secrecdo purulenta, subcutanea, tumefacao e unha.

Os agentes bacterianos mais prevalentes, representados na Figura 3 foram:
Escherichia coli (35%), Staphylococcus pseudintermedius (12%), Staphylococcus spp. (10%),
Proteus spp. (10%), Klebsiella pneumoniae (5%), Pseudomonas aeruginosa (4%),
Staphylococcus aureus (2%) e Streptococcus spp. (4%) e “outros agentes” (18%), Os agentes
em menor percentagem identificados como “outros agentes” foram: Citrobacter spp. (3%),
Enterobacter spp. (1%), Enterococcus faecalis (1%), Enterococcus faecium (1%), Enterococcus
spp. (1%), Klebsiella spp. (1%), Pasteurella multocida (1%), Pseudomonas spp. (2%), Serratia

spp. (1%) e Serratia marcescens (1%).

Os dois agentes mais isolados em varias amostras bioldgicas relativas aos 136

antibiogramas foram Escherichia coli e Staphylococcus pseudintermedius.

B Escherichia coli spp.

W Outros

W Staphylococcus
pseudintermedius

B Staphylococcus spp.

M Proteus spp.

M Klebsiella pneumoniae

B Pseudomonas aeruginosa

W Staphylococcus aureus

W Streptococcus spp.
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Figura 3 Distribuicdo percentual grafica dos agentes bacterianos isolados a partir da

amostra de estudo final (n=136).

Na Figura 4 podemos concluir que a bactéria Escherichia coli (n=54) foi identificada

com maior percentagem na urina correspondendo a 70% (n=47). Em menor percentagem

ocorreu em zaragatoa de abcesso (6%), zaragatoa auricular (4%), bexiga (4%), liquido

prostatico (2%), liquido inflamatdrio (2%), zaragatoa cutdnea (2%), zaragatoa de secrecgdo

purulenta (2%), zaragatoa oral (2%), zaragatoa ocular (2%) e rim (2%).
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Figura 4 Distribuicdo percentual de isolados de Escherichia coli nas varias amostras

biolégicas de canideos e felideos (n=47).
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Tal como evidenciado na Figura 5, verificou-se que num total de 33 amostras, 18%
(representado a laranja) corresponde a E.coli produtora de beta-lactamases de largo espectro

(n=7), isoladas em amostras de canideos e felideos. As amostras corresponderam a urina e

M E.coli W E.coli ESBL

zaragatoa: auricular e cuténea.

Figura5 Percentagem de E.coli produtora de beta-lactamases de largo espetro (n=7),
isoladas em amostras biol6gicas de canideos e felideos. ESBL= Extended spectrum

beta-lactamases.
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A andlise da Figura 6 permite concluir que a bactéria Staphylococcus pseudintermedius
(n=16) foi identificada com mais frequéncia na zaragatoa cutanea (n=3) e zaragatoa auricular
(n=3) correspondente a 19%, em ambos 0s casos. Este agente bacteriano foi também isolado
em urina (13%), zaragatoa 6ssea (13%), zaragatoa de abcesso (6%), zaragatoa ocular (6%),
zaragatoa subcutanea (6%), zaragatoa tumefacdo (6%), cultura de ferida cirargica (6%) e

zaragatoa prostata (6%).
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Figura 6 Distribuicdo percentual de isolados de Staphylococcus pseudintermedius nas

varias amostras biologicas colhidas em canideos e felideos (n=16).
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Na Figura 7, num total de 11 amostras, o valor 15% (representado a azul) corresponde
a Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina (n=2), isolado em amostras
biolégicas de canideos e felideos. As amostras biolégicas corresponderam a zaragatoa de

urina e cutanea.

= MRSP
m SP

Figura 7 Percentagem de Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina (n=2),
isoladas em canideos e felideos. MRSP=Methicillin resistant Staphylococcus
pseudintermedius; SP= Staphylococcus Pseudintermedius
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2.2. Avaliacao do perfil de resisténcia em afecdes do sistema urinério

Para avaliar o perfil de sensibilidade em afe¢cdes do sistema urinario foram utilizados
diversos farmacos (Tabela 6), tais como: amicacina, ciprofloxacina, eritromicina, penicilina,
amoxicilina, tetraciclina, gentamicina, enrofloxacina, cefotaxima, cefalotina, clindamicina,
trimetoprim/sulfametoxazol, cefoxitina, ceftazidima, nitrofurantoina e amoxicilina+éacido
clavulanico. A amicacina, pertencente a classe dos aminoglicosideos, apresentou diferencas
significativas no perfil de resisténcia relativamente ao ano de 2016, 2017 e 2018 com um valor
p de 0,01.

Tabela 6 Comparacdo do perfil de resisténcia observado nos microrganismos isolados em

infecdes do sistema urinario, entre 2016, 2017 e 2018.

Farmaco Valor p Diferengas obtidas
Amicacina 0,01 S
Ciprofloxacina - NA
Eritromicina - NA
Penicilina - NA
Amoxicilina 0,1 NS
Tetraciclina 0.2 NS
Gentamicina 0,4 NS
Enrofloxacina 0,6 NS
Cefotaxima 0,6 NS
Cefalotina 0,7 NS
Clindamicina 0,7 NS
Trimetoprim/Sulfametoxazol 0,7 NS
Cefoxitina 0,8 NS
Ceftazidima 0,8 NS
Nitrofurantoina 0,9 NS
Amoxicilina+Acido clavulanico 0,9 NS

Valor p=valor de significancia S=significativo NS=nao significativo NA=n&o aplicavel
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Tal como evidenciado na Figura 8, E.coli foi o agente bacteriano predominantemente
isolado em afecdes urinarias, com uma percentagem de 61%. Os outros agentes bacterianos,
identificados por ordem decrescente, foram o0s seguintes: Proteus spp. (15%), e Klebsiella
pneumoniae (9%), Staphylococcus pseudintermedius (4%), Enterococcus faecalis (4%),
Staphylococcus spp. (2%), Pseudomonas aeruginosa (2%), Staphylococcus aureus (2%),

Enterococcus faecium (2%).
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Figura 8 Distribuicdo percentual dos principais agentes bacterianos causadores de

infecdo do trato urinario (n=54).
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2.3. Perfis de resisténcia observados nos isolados de Escherichia coli

Relativamente ao agente bacteriano E.coli, ap6s andlise do nimero de isolados
resistentes a tetraciclina foi possivel obter uma diferenca significativa entre os trés anos
considerados (p=0,002). Para a amicacina e cloranfenicol, embora ndo se tivesse verificada
diferenga significativa, foi possivel verificar uma tendéncia (p=0.06) com aumento de isolados
resistentes no ano de 2018 (Tabela 7).

Tabela 7 Numero de isolados resistentes (R), intermédios (I) e sensiveis (S) de E.coli
observados nos anos de 2016, 2017 e 2018.

2016 2017 2018 valorp

8

=
6]
=
()]

Amicacina 0,06

Cloranfenicol

4
4
3
0 0,06
4
0
0

Tetraciclina 0,002

J—0m0—n|"m—Ww
O WO OO O
O P O|O O WO o

0

S - sensivel | — intermédio R - resistente valor p - valor de significancia
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2.4. Avaliacéo do perfil de resisténcia em infe¢cdes cutdneas

Para avaliar o perfil de sensibilidade em infec8es cutaneas (Tabela 8), foram utilizados
0s seguintes farmacos: amicacina, amoxicilina, amoxicilina+acido clavulanico, cefoxitina,
ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol, enrofloxacina, eritromicina, gentamicina, oxacilina,
penicilina, tetraciclina e trimetoprim/sulfametoxazole. De todos os antibidticos analisados,
apenas o trimetoprim/sulfametoxazole revelou diferengas significativas quando comparado o

perfil de resisténcia das bactérias isoladas em afecdes cutaneas nos trés anos (p=0,04).

Tabela 8 Comparacédo do perfil de resisténcia observado nos microrganismos isolados em

infecdes cuténeas, entre 2016, 2017 e 2018

Farmaco valor p Diferencas obtidas
Trimetoprim/Sulfametoxazol 0,04 S

Cefoxitina - NA
Ciprofloxacina - NA
Eritromicina - NA
Penicilina - NA
Clindamicina - NA
Oxacilina - NA
Enrofloxacina 0,2 NS
Cloranfenicol 0,2 NS
Gentamicina 0,3 NS
Amoxicilina 0,5 NS
Amicacina 0,6 NS
Tetraciclina 0,6 NS
Amoxicilina+écido clavulanico 0,7 NS

Valor p=valor de significancia S=significativo NS=nao significativo NA=n&o aplicavel
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Na Figura 9 os agentes bacterianos predominantes em infe¢cdes cutaneas foram

Staphylococcus pseudintermedius e Staphylococcus spp. com uma percentagem de 27% cada

um. Os outros agentes bacterianos identificados por ordem percentual descrescente foram:

Serratia marcescens (18%), Citrobacter spp. (18%), Staphylococcus aureus (9%) e

Pseudomonas aeruginosa (9%).
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Figura 9 Distribuicdo percentual dos principais agentes causadores de infecdes

cutaneas (n=11).

27



2.5. Perfil de resisténcia nos isolados de Staphylococcus pseudintermedius

Ao longo dos trés anos, embora a diferenca ndo seja significativa, a bactéria

Staphylococcus pseudintermedius apresentou tendéncia para o aumento dos

resistentes a tetraciclina (p=0,09) e trimetoprim/sulfametoxazol (0,09) (tabela 9).

Tabela 9 Numero de isolados

Staphylococcus pseudintermedius observados nos anos de 2016, 2017 e 2018.

resistentes (R),

isolados

intermédios () e sensiveis (S) de

2016 2017 2018 valorp
S 0 9 3
Tetraciclina I 0 0 0 0,09
R 1 1 2
S 1 1 2
Trimetoprim/Sulfametoxazol I 0 0 0 0,09
R 0 9 3

S - sensivel | —intermédio R - resistente valor p - valor de significancia
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DISCUSSAO

As bactérias Escherichia coli e Staphylococcus pseudintermedius, tanto na amostra
inicial (n=206) (Figura 1), no estudo de caracterizacdo, como ha amostra analisada
estatisticamente (n=136) (Figura 3) foram os microrganismos isolados em maior percentagem.
Estes microrganismos foram isolados em varios produtos bioldgicos, sendo E.coli identificada
maioritariamente na urina (70%) (Figura 4) e o S.pseudintermedius em amostras biolégicas de

zaragatoa cutanea (19%) e auricular (19%) (Figura 6).

De forma a caracterizar o tipo de infecdes bacterianas nesta amostra de animais de
companhia, estas foram divididas em infecBes simples (n=136) e infe¢cdes mistas (n=148), de
acordo com a presenca de um ou de mais agentes bacterianos, respetivamente. Nas infecfes
simples E.coli correspondeu a um valor percentual de 35% (47/136)(Tabela 1), enquanto que
S.pseudintermedius apareceu mais associada as infe¢cdes mistas, com um valor percentual de
14% (21/148) (Tabela 1).

Em infe¢Bes simples, E.coli (n=47) foi identificada com maior percentagem em urina,
correspondendo a 70% (n=33) das amostras (Figura 4). Estes valores poderdo estar
relacionados com o facto de E.coli representar a gram-negativa isolada com mais frequéncia
em urina, sendo o patotipo uropatogénico frequentemente responsavel por causar infecdo do
trato urinario (ITU) em caes e gatos (Byron, 2018). Este patotipo possui vérios fatores de
viruléncia estruturais (e.g. fimbrias, pilli, curli e flagelos) e secretores (e.g. toxinas e sistemas de
aquisicdo de ferro), que contribuem para a capacidade de aderir e colonizar o sistema urinario
(Terlizzi, Gribaudo, & Maffei, 2017).

S.pseudintermedius (n=11) foi 0 agente mais frequentemente isolado em zaragatoas
cutdneas (n=3) e auriculares (n=3), com um valor percentual de 19%, em ambos 0s casos
(Figura 6). Staphylococcus pseudintermedius € uma bactéria gram-positiva, pertencente a
familia Micrococcacea (Botoni et al., 2018), comensal e ndo patogénica da pele e mucosas de
cdes e gatos, contudo devido ao seu caracter oportunista € o0 agente bacteriano mais
frequentemente associado a pioderma (Couto, 2016), infecdo de feridas e otite externa
(Grandolfo, 2018).

Adicionalmente, neste estudo estas bactérias foram também classificadas
relativamente a resisténcia bacteriana a antibidticos através dos respetivos mecanismos de
resisténcia. Esta caracterizacdo incluiu dois grupos, tendo sido numa primeira fase analisada a
totalidade de amostras, e posteriormente apenas as infegcbes simples, relativamente a
producdo de ESBL e resisténcia a meticilina (RM). No ambito das infecbes mistas, é de
salientar que 41% das bactérias Escherichia coli (n=12/29) sdo produtoras de enzimas ESBL
(Tabela 2) e 50% de S.pseudintermedius (n=11/22) apresentam resisténcia a meticilina (Tabela

3). No que respeita as infe¢ées simples, 18% (n=7/33) de E.coli sdo produtoras de ESBL
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(Figura 5), e Staphylococcus pseudintermedius apresenta 15% de resisténcia a meticilina
(n=2/11) (Figura 7).

As beta-lactamases sdo enzimas com capacidade de inativar uma variedade de
antibioticos beta-lactamicos, mas que sao inibidas por moléculas como o &cido clavulanico
(Jessen et al., 2018). A producdo destas enzimas € um mecanismo de resisténcia importante
nas bactérias gram-negativas (Rendle & Page, 2018), nomeadamente em Escherichia coli
(Jessen et al., 2018), sendo codificadas por genes bla e transmitidas por elementos genéticos
moveis (EGM), os plasmideos (Andrade & Darini, 2017). A ocorréncia da enzima de resisténcia
CTX-M tem vindo a aumentar (Sheppard et al., 2018), sendo atualmente a mais disseminada a
nivel mundial alcancando niveis de pandemia (Alos, 2015). A enzima CTX-M-15 foi ja isolada
em estudos realizados na Dinamarca, conferindo resisténcia a fluoroquinolonas e trimetoprim-
sulfonamidas (Jessen et al., 2018). De referir também que a enzima Veb-1 confere resisténcia

a antibiéticos nao beta-lactamicos (Paterson & Bonomo, 2005).

O mecanismo de resisténcia do Staphylococcus pseudintermedius resistente a
meticilina, ocorre por modificagdo estrutural do alvo do antibidtico, conferindo resisténcia a
todos os farmacos beta-lactamicos. Assim, o antibiético tem menos afinidade na ligacdo a
bactéria, ndo sendo esta efetiva (Da Costa & Silva Junior, 2017). Esta resisténcia é mediada
pelo gene mecA, localizado no cromossoma bacteriano no EGM, designado por cassete
cromossomica estafilococica (EMA, CVMP, & SAGAM, 2010), que codifica a producdo de uma

proteina ligadora a penicilina (PBP) (Loncaric et al., 2019).

Foi ainda avaliado o perfil de resisténcia para isolados em amostras de urina (n=54) em
infecBes simples, constatando-se que houve uma alteracéo no perfil de resisténcia a amicacina
no ano de 2018, relativamente aos anos anteriores (p=0,01) (Tabela 6). O mecanismo de
resisténcia de microrganismos a aminoglicosideos ocorre através da modificacdo enzimatica do
antibiético, com a producéo de enzimas como acetiltransferases (aac), fosfotransferases (aph)
e nucleotidiltransferases (ant). Estas enzimas modificam os aminoglicosideos nos grupos
amina ou hidroxilo impedindo a ligagdo cromossémica. Os principais genes responsaveis pela
resisténcia a amicacina sdo aac(6”), aph(2”), aph(3”) subclasse Ill e ant (4") (EMA/CVMP/AWP,
2013). Os aminoglicosideos segundo a categorizacdo da Organizacdo Mundial da Saude
Animal (OIE) pertencem aos “Veterinary Critically Important Antimicrobials”, os quais devem ser
apenas utilizados quando nao existem substancias antimicrobianas alternativas eficazes
(WHO, 2016). Contudo o uso off-label destas substancias tem levado ao aparecimento de
bactérias multirresistentes, como MRSP e bactérias gram-negativas produtoras de ESBL (EMA
et al., 2010). Segundo as guidelines relativas ao uso de antibidticos, a amicacina € a molécula
usada para tratamento de infe¢cdes do trato urinario causadas por bactérias produtoras de

ESBL quando ndo existem outras alternativas terapéuticas eficazes (Jessen et al., 2018).

Neste trabalho, Escherichia coli foi 0 agente identificado em maior percentagem (61%),

nas amostras bioldgicas de urina (n=54), tal como observado em estudos prévios de caes e

30



gatos (Marques et al., 2016). Com valores também relevantes foram identificadas as bactérias
Proteus spp (15%) e Klebsiella pneumoniae (9%) (Figura 8). Estes sdo agentes nosocomiais,
com facilidade de propagacédo, causadoras infecdes comunitarias em humanos e animais,
sendo a seguir a E.coli as principais Enterobacteriaceas causadoras de ITU (Marques et al.,
2019). Com valores percentuais inferiores surgiram bactérias gram-positivas como
Staphylococcus pseudintermedius (4%), Enterococcus faecalis (4%), Staphylococcus spp.
(2%), Staphylococcus aureus (2%), Enterococcus faecium (2%). Embora com menor frequéncia
as bactérias gram-positivas também podem causar infe¢do (Terlizzi, Gribaudo, & Maffei, 2017),
sendo os agentes etiolégicos mais isolados Enterococcus spp. e Staphylococcus spp. (Belas &

Aboim, 2018), correspondendo apenas a 15% dos casos de ITU (Carvalho et al., 2014).

Na sequéncia dos resultados obtidos anteriormente, procedeu-se ao estudo do perfil de
resisténcia da bactéria E.coli, tendo sido possivel encontrar diferenca significativa no perfil de
resisténcia a tetraciclina ao longo dos trés anos (p=0,002). Verificou-se ainda uma tendéncia
(p=0,06) para o aumento no perfil de resisténcia aos antibiéticos cloranfenicol e amicacina
(Tabela 7). A bomba de efluxo, € um mecanismo de resisténcia utilizado pela bactéria E.coli
frente as tetraciclinas (Al-Bahry, Al-Sharji, Yaish, Al-Musharafi, & Mahmoud, 2016), sendo o
gene envolvido o tet (Li et al., 2013), que codifica proteinas de efluxo ativo, designadas por
tet(K) e tet(L) (Peterson & Kaur, 2018). As proteinas tet associadas a membrada promovem o
efluxo do antibiético para o meio extracelular, provocando alteracdes nas concentracfes
intracelulares. Para além das tetraciclinas, as principais classes de antibiéticos afetadas sao os
macrélidos e fluoroquinolonas (Da Costa & Silva Junior, 2017). A resisténcia ao cloranfenicol
ocorre através da inativagdo do antibidtico por uma reacéo de acetilacdo mediada pela enzima
cat (acetiltranferase do cloranfenicol), o qual deixa de ter a capacidade de ligacdo aos

ribossomas (Sultan et al., 2018).

De forma similar, o perfil de resisténcia para amostras de zaragatoa cutdnea (n=16) em
infecdes simples, durante os 3 anos foi igualmente avaliada, tendo-se verificado uma alteragdo
no perfil de resisténcia (p=0,04) ao trimetoprim/sulfametoxazol no ano de 2018
comparativamente ao ano de 2016 e de 2017 (Tabela 8). A resisténcia as sulfonamidas
acontece por modificagdo do alvo celular que ocorre através de mutagdo cromossoémica,
ocorrendo mutacdo nos genes que codificam as enzimas dihidropteroato sintetase e

dihidrofolato redutase, reduzindo-se a afinidade da ligacédo (Brassard, Ainslie, & Secher, 2014).

Nas amostras biolégicas de zaragatoa cutdnea e auricular, a bactéria
Staphylococcus pseudintermedius (27%) foi a principal responsavel em infe¢cbes cutaneas
(Figura 9). Com o mesmo valor foi identificado Staphylococcus spp. (27%) e com valores mais
baixos identificou-se Serratia marcescens (18%), Citrobacter spp. (18%), Staphylococcus
aureus (9%) e Pseudomonas aeruginosa (9%). Serratia marcescens e Citrobacter spp. séo
agentes bacterianos oportunistas, causadores de infe¢cdes graves, podendo causar abcessos,
lesBes granulomatosas, Ulceras, sendo agente secundarios em infecGes cutaneas (Santos et
al., 2015).
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Em relacdo a Staphylococcus pseudintermedius verificou-se uma tendéncia para o
aumento da resisténcia a tetraciclina e trimetoprim-sulfametoxazole (p=0,09) ao longo dos trés

anos.

Em concluséo constatou-se que, ao longo dos anos de 2016, 2017 e 2018, ocorreu
uma alteragcdo no perfil de resisténcia em amostras de urina e de zaragatoas cutéaneas, e em

agentes bacterianos designadamente em E.coli e S.pseudintermedius.

Segundo a iniciativa One Health a saide humana esta relacionada com a sadde animal
e com o ambiente. O uso de antibiéticos na medicina veterinaria leva a uma pressdo seletiva
para o aparecimento de bactérias resistentes a antimicrobianos, incluindo bactérias
patogénicas e comensais de animais. Estas bactérias tém a capacidade de infetar o Homem,
pois este mantém um contato préximo com animais de companhia, que sdo muitas vezes
reservatérios de bactérias multirresistentes.

Os resultados deste estudo evidenciam a importancia do uso racional de antibi6ticos,
por parte do Médico Veterinario e tutor do animal. E importante ter em consideragio as
recomendacgBes das entidades nacionais e europeias (EMA; ECDC, OIE) no que respeita a

classificacéo e utilizacdo adequada dos antibidticos (Anexo Il1).

Este estudo permitiu verificar uma alteracdo no perfil de resisténcias em animais de
companhia, nomeadamente em infe¢Bes provocada por E.coli, tal como se tem verificado em

estudos nacionais e internacionais publicados recentemente.

Numa perspetiva futura, seria importante tentar perceber se existe uma eventual
relacdo entre a profissdo do tutor (homeadamente profissGes relacionadas com a saude) e a
transmissdo de bactérias resistentes, dado que esta vertente ndo esta ainda muito estudada

nos animais de companhia.
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ANEXOS

Anexo |

Al. Caracterizacdo de animais por sexo (n=206)

MACHOS MACHOS FEMEAS
ESTERILIZADOS m Canideos m Felideos

A2. Percentagem de produtos biolégicos (n=206)

EUrina MAuricular mPele M Nasal M Ocular

FEMEAS
ESTERILIZADAS

mOsseo M Outros

TOTAL
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A3.Percentagem de bactérias gram-negativas e gram-positivas (n=284).

[VALOR]
[PERCENTAGEM] B Gram negativa

[VALOR] B Gram positiva
[PERCENTAGEM]

A4. Percentagem de produtos biolégicos (n=136)

EmUrina MPele mAuricular ®Ocular ®Outros
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A5. Percentagem de gram-negativas e gram-positivas (n=136)

B Gram negativa

B Gram positiva
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Anexo I

B1. Mecanismos de resisténcia e genes associados.

Mecanismo de Resisténcia intrinseca Resisténcia adquirida Referéncias
resisténcia bibliogréaficas
Modificagdo/degra  aac (y.a aac g)p-or @4C 3y, aph -, aph  (EMA/CVMP/AW
dacéo de @) -, ant 4y P, 2013)
antibiotico bla ampc)
TEM-4 (Peterson & Kaur,
2018)

bla crx.m; bla vesa .
(Da Costa & Silva

cat pCZZl Junior, 2017)
sul; sul, suls (Argudin et al.,
2017)
Bomba de efluxo AcrAB/TolC tety ; tet,. (Peterson & Kaur,
2018)
NorA QacC
Modificacéo do PBP; PBP1 PBP; PBP2a (MecA) (Peterson & Kaur,
igacs 2018)
alvodeligacdo do /., vanxyc, vanTc,  ErmC
antibiético VanRC, VanSC . .
ArmA (Doi, Wachino, &
ErmMT Arakawa, 2016)
Low affinity DHPS (sulfonamide)
EfmM
Qnr
Protecéo do alvo LsaA Teto; Tety (Peterson & Kaur,
2018)

(Munita, JM. and
Arias, 2016)

(Argudin et al.,
2017)
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Anexo Il

A European Medicines Agency e Antimicrobial Expert Group em 2017 a pedido da OMS
atualizaram a categorizacdo de classe de antimicrobianos, tendo incluido critérios adicionais
como a disponibilidade de antimicrobianos alternativos na medicina veterinaria. A classificacao

atualizada compreende quatro categorias:

Categoria A ("Evitar") - inclui classes antimicrobianas atualmente ndo autorizadas em
medicina veterinaria na UE. Para estes medicamentos, é proibida a sua utilizagdo em animais
destinados a producgéo de alimentos e s6 podem ser administrados a animais de companhia
em circunstancias excecionais. Exemplos: amidinopenicilinas, carbapenémicos e outros
penemes, cefalosporinas (ATC code J01D1), glicopeptideos, gliciclinas, lipopeptideos,
monobactamos, oxazolidinonas, carboxipenicilinas, e ureidopenicilinas combinadas com
inibidores de beta- lactamases, derivados de 4&cido fosfonico, acido pseudomonico,
riminofenazinas, estreptograminas, sulfonas, farmacos usados para tratamento de tuberculose

ou outras micobactérias.

Categoria B ("Restringir") - o uso desses antimicrobianos em animais deve ser restrito para
mitigar o risco a salde publica. Estes antimicrobianos restritos devem ser apenas usados para
o tratamento de condi¢Bes clinicas quando n&do existem antimicrobianos numa categoria abaixo
que consigam ser efetivos. Especialmente para esta categoria, 0 uso de antimicrobianos deve
ser baseado nos resultados de TSA sempre que possivel. Exemplos: Very critically important
antibiotics (VCIA): cefalosporinas de 32 e 42 geracgdo, quinolonas (fluoroquinolonas e outras

quinolonas); Veterinary Highly Important Antimicrobials (VHIA): Polimixinas (colistina)

Categoria C (“Cuidado”) - abrange os antimicrobianos para os quais, em geral, existem
alternativas na medicina humana na UE, mas na medicina veterinaria existem poucas
alternativas em determinadas indica¢des. Esses antimicrobianos devem ser utilizados apenas
quando ndo houver substancias antimicrobianas na categoria D que sejam eficazes. Exemplos:
VCIA: aminoglicosideos e aminociclitol, aminopenicilinas em combinacdo com inibidores de
beta-lactamases (amoxicilina+acido clavulanico), anfenicéis (florfenicol e tiamfenicol),
cefalosporinas de 12 e 22 geracdo e cefamicinas, macrolidos; VHIA: lincosamidas,

pleuromutilinas e rifamicinas.

A categoria D ("Prudéncia") - é a categoria de menor risco. Podem ser usados em animais de
maneira prudente, o uso desnecesséario e por longos periodos de tratamento devem ser
evitados e o tratamento em grupo deve ser restrito a situa¢cdes em que o tratamento individual
nao é viavel. Exemplos: VCIA: aminopenicilinas sem inibidores de beta-lactamases, penicilinas
(antiestafilocdcicas e naturais de curto espectro), sulfonamidas, inibidores da dihidrofolato

redutase e combinacgdes e tetraclinas; VHIA: polipeptideos ciclicos (bacitracina); ndo definido:
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https://www.ema.europa.eu/en/glossary/exceptional-circumstances
https://www.ema.europa.eu/en/glossary/indication

Derivados de nitrofurano (nitrofurantoina), nitroimidazois. VIA: Antimicrobianos esteroides

(acido fusidico).
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