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RESUMO

Os antimicrobianos sdo ferramentas importantes para o tratamento de doencas bacterianas infeciosas
nas medicinas humana e veterinaria. O uso abusivo dos antimicrobianos contribuiu para a crescente
ameaca da resisténcia antimicrobiana (AMR). Atualmente, a resisténcia antimicrobiana é uma das

maiores preocupag¢des na saude publica.

Espécies exdticas tém sido descritas como potenciais reservatérios de AMR, no entanto os dados
permanecem escassos. Este estudo teve como objetivo avaliar a prevaléncia da AMR entre 2017 e
2019, em 2050 isolados de bactérias de Gram-negativo e positivo, em animais exoticos de companhia,
originarios de Toulouse, Franca. Os isolados bacterianos foram identificados por espectrometria de
massa MALDI-TOF. A suscetibilidade antimicrobiana foi avaliada pelo método de difusdo por disco e o
perfil fenotipico de resisténcia foi determinado em 483 isolados. A analise estatistica foi realizada no
GraphPad Prism® (verséo 8.4.2.) e as diferencas foram consideradas relevantes se p<0,05. As taxas
de AMR foram analisadas (p<0,0001) para avaliar o perfil de resisténcia nos trés anos. Os isolados
apresentaram resisténcia variavel a diferentes grupos de antibiéticos (B-lactamicos, aminoglicosideos,
anfenicéis, fluoroquinolonas, fusidinas, lincosamidas, macrdélidos, pleuromutilinas, polimixinas,
sulfonamidas e tetraciclinas). No entanto, verificou-se uma maior frequéncia de resisténcia a -
lactamicos, macrolidos, tetraciclinas, fluoroquinolonas e anfenicéis. Foram observadas multiplas
bactérias multi-resistentes (MDR) com predominéncia em Enterococcus faecalis (n = 79) e Escherichia
coli (n = 52). Estes resultados evidenciam os animais exo6ticos como reservatério de bactérias MDR,
constituindo um potencial risco para a saude publica. A monitorizacdo da resisténcia antimicrobiana em
todas as espécies animais, em conjunto com politicas restritivas de uso de antibiéticos, reforco de

medidas e intervencdes preliminares, sdo urgentemente necessarias.

Este é o primeiro relatério de monitorizagdo em larga escala de AMR em animais exdticos de estimacédo
facultando novos conhecimentos sobre o estado atual da resisténcia antimicrobiana.

Palavras-chave: Animais exéticos, resisténcia antimicrobiana, Franca, One Health



ABSTRACT

Antimicrobials are important tools for therapy of infectious bacterial diseases in human and veterinary
medicines. The overuse of antimicrobials is contributing to the rising threat of antimicrobial resistance

(AMR). Currently, antimicrobial resistance is one of the most important public health issues.

Exotic species have been described as potential reservoirs of AMR, however data remain scarce. This
study aimed to assess the prevalence of AMR between 2017 and 2019, among 2050 isolates of Gram-
negative and positive bacteria, from exotic pets originating from Toulouse, France. Bacterial isolates
were identified using MALDI-TOF mass spectrometry. Antimicrobial susceptibility testing was assayed
by disk diffusion method and phenotypic resistance profiles of 483 isolates were determined. Statistical
analyses were performed using GraphPad Prism® (version 8.4.2.) and differences were considered
relevant if p<0.05. AMR rates were analyzed (p<0,0001) to evaluate the resistance profile among the
three years. Isolates showed variable resistance to different antibiotics groups (B-lactams,
aminoglycosides, amphenicols, fluoroquinolones, fusidane, lincosamides, macrolides, pleuromutilins,
polymyxins, sulfonamides and tetracyclines). However, was more frequently the resistance to p-lactams,
macrolides, tetracyclines, fluoroquinolones and amphenicols. Multiple Multidrug Resistant (MDR)
bacteria were observed with predominance in Enterococcus faecalis (n=79) and Escherichia coli (n=52).
These results highlight exotic pets as a reservoir of MDR bacteria, a potential hazard to public health.
Monitoring antimicrobial-resistance in all animal species amongst restrictive antibiotic use policies,

improvement measures and preliminary interventions are urgently required.

This is the first report of a large-scale monitoring antimicrobial resistance in exotic pets bringing new

insights to the current status of antimicrobial resistance.

Keywords: Exotic pets, antimicrobial resistance, France, One Health.



1. INTRODUGAO GERAL

O termo antibiético foi criado, em 1889, por Vuillemin. Mas s6 em 1936 é que se inicia a Era moderna
da antibioterapia, com o uso da sulfanilamida (prontosil) (Brown & Wright, 2016). A Histéria da Medicina
Moderna foi fortemente marcada pela descoberta destas moléculas, ao permitir o tratamento eficaz de
doengas infeciosas até entdo consideradas mortais (v.g.: tuberculose, lepra, sifilis, infeccdes
pulmonares e meningite bacteriana) (Brown & Wright, 2016). Posteriormente, a utilizagdo destas
moléculas foi alargada a Medicina Veterinaria, nomeadamente, ao ambiente de producdo animal, o que
contribuiu, soberanamente, para a situacao atual da emergéncia de bactérias multi-resistentes (MDR)
e pan-resistentes (PDR) a nivel mundial, constituindo um grave problema de salde publica global
(Landers et al., 2012).

O inicio da Era da antibioterapia ficou para sempre associado na Histéria da Medicina a descoberta
acidental da penicilina por Sir Alexander Fleming (1928). Em 1945, Sir Alexander Fleming, Florey e
Chain receberam o Prémio Nobel da Medicina e Fisiologia (Gaynes, 2017). No momento da cerimdnia
Sir A. Fleming advertiu: “It is not difficult to make microbes resistant to penicillin in the laboratory by
exposing them to concentrations not sufficient to kill them, and the same thing has occasionally
happened in the body” (Fleming, 1945). O surgimento das resisténcias antimicrobianas ja era uma
possibilidade invocada naquela época, o que despoletou e originou a descoberta de novas moléculas
(anos 40 e 60 do séc. XX), ficando conhecido este periodo como “Antibiotic Golden Era”, (Figuras 1 e
2) (Karmakar & Gaitonde, 2019).

Timeline | Antibiotic drug discovery

(1940-1950)

* Gramicidin (peptide)

* Penicillin (B-lactam)

* Neomycin (aminoglycoside)
Salvarasan » Streptomycin (aminoglycoside) Rifamycin Linezolid
(arsenical) » Cephalosporin (B-lactam) (ansamycin) (oxazolidinone)

1940

1950 1960 1962 2000

Protonsil (1950-1960)

(sulfonamide) * Chloramphenicol (phenylpropanoid)
* Chlortetracycline (tetracycline)

* Polymyxin (lipopeptide)

* Erythromycin (macrolide)

* Vancomycin (glycopeptide)

* Virginiamycin (streptogramin)
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Figura 1 - Dados cronolégicos sobre a descoberta de antimicrobianos (Wright, 2007).
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De facto, tem sido reportado em alguns estudos, através de analise gendmica de sedimentos de
permafrost do Artico e Antartico, que genes de resisténcia a antibiéticos, que conferem resisténcia as
classes dos B-lactamicos, tetraciclinas e glicopéptidos podem ter tido uma origem cronoldgica muito
superior a 5, 000 anos, sendo de ressalvar que a prépria Transferéncia Horizontal de Genes (THG)
através de plasmideos e transposdes conjugativos também ja ocorria (D costa et al., 2011; Perron et
al., 2015; Petrova et al., 2014).

Outro estudo, analisando o0 microbioma intestinal de uma midmia Andina pré-Colombiana, Pert (980-
1170 d.C.), detetou varios genes de resisténcia a diferentes classes de antibiéticos (Santiago-
Rodriguez et al., 2015), o que € justificado com o facto de muitos dos antibiéticos utilizados atualmente
na terapéutica, terem tido origem em biomoléculas ou metabolitos secundarios produzidos por micro-

organismos presentes nos solos (D’Costa et al., 2011; Perry et al., 2016).

Com o avanco das novas tecnologias, particularmente da metagendmica, foi permitida a caracterizacao
e analise do resistoma, demonstrando que a dispersédo e disseminacdo destes genes ocorria entre
diferentes e distantes nichos ambientais, incluindo os que antecederam a era pré-antibiética (Davies &

Davies, 2010). Este fenbmeno de disseminacdo tem demonstrado consisténcia com o rapido



aparecimento de resisténcias aos antibiéticos na pratica clinica, pois através da presséo seletiva devido
ao uso excessivo e incorreto dos antibidticos, forcou-se a mobilizagdo e expressao de genes pré-
existentes codificadores de elementos de resisténcia nas populacdes bacterianas (Brown & Wright,
2016). Esta pressao seletiva exercida sobre as bactérias, levou a evolugéo e expressao de organismos
cada vez mais resistentes e/ou completamente resistentes, tais como as bactérias MDR e PDR (Quinn
et al., 2016). Neste contexto, alguns autores tém defendido a resisténcia adquirida como uma resposta
adaptativa natural (Munita & Arias, 2016).

Os Antibiéticos, sdo moléculas que apresentam toxicidade seletiva para as células procariotas, nao
tendo como objetivo influenciar qualquer atividade biol6égica do organismo humano, ou animal, mas sim
impedir o crescimento ou mesmo provocar a morte das bactérias através da inducao de alteracdes nos
processos de crescimento e divisdo celular (bacteriostaticos) ou destruicdo completa da célula
(bactericidas) (Sousa et al., 2016). Encontram-se classificados por familias/classes consoante o seu
mecanismo de agdo sobre a célula bacteriana, atuando em locais alvo especificos inexistentes nas
células eucariotas: anti-parietais, anti-membranares, inibidores da sintese proteica, inibidores da
sintese dos &cidos nucleicos, antimetabolitos e nitrofuranos (Figura 3) (Kapoor et al., 2017; Sousa et
al., 2016).

Modes and sites of action of antibacterial drugs
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Figura 3 - Mecanismo de acao de diferentes classes de antibioticos no alvo celular bacteriano (Quinn
et al., 2016).



Contudo, a resisténcia bacteriana levou ao comprometimento da eficacia destes compostos (Wright,
2007), podendo ser classificada como natural/intrinseca, ou como adquirida/extrinseca, esta Ultima tem
contribuido para a rapida disseminacao da resisténcia bacteriana (Quinn et al., 2016). Por sua vez, os
mecanismos de resisténcia bacterianos podem ser mediados por bombas de efluxo, impermeabilizacao
da membrana externa, alteragdo do local alvo e/ou expresséo de enzimas que inativam quimicamente

os antibidticos (Blair et al., 2015).

Um dos mecanismos de resisténcia mais comuns € a inativagdo enzimatica através da acédo de B-
lactamases, que hidrolisam e inibem a acao dos antibiodticos B-lactamicos através da cisao do anel B-
lactdmico. Segundo a classificacdo de Ambler, a classe A destas enzimas € mais comum entre
bactérias de Gram-negativo, sendo a maioria disseminada através de plasmideos conjugativos,
enquanto que a classe C inclui enzimas codificadas cromossomalmente. Ambas as classes séo
similares quanto ao residuo de serina no seu centro ativo, porém as B-lactamases da classe B diferem
das anteriores por serem metaloenzimas ao dependerem do co-factor zinco, sendo responsaveis pela
hidrélise dos carbapenemos (Nikaido, 2009; Santajit & Indrawattana, 2016; Blair et al., 2015 ).

De facto, nas ultimas décadas observou-se um aumento de estirpes resistentes a vérias classes de
antibioticos na familia Enterobacteriaceae, portadoras de p-lactamases de espectro alargado (ESBL),
cefalosporinases, e/ou carbapenemases (Dolejska & Papagiannitsis, 2018). Consequentemente,
observou-se a reintroducéo da colistina (Polimixina E) para combater infe¢fes provocadas por algumas
bactérias de Gram-negativo MDR, contudo, recentemente, foram identificados plasmideos portadores
de genes que codificam a resisténcia a colistina (mcr-1/mcr-2) (Costa & Silva, 2018; Liu et al., 2016;
CA-SFM, 2013).

S&o descritas outras enzimas para além das B-lactamases ou ESBL com capacidades de inativagédo
das moléculas de antibiéticos através de mecanismos de fosforilacdo (fosfotransferases), acetilacao
(acetiltransferases) e adenilacdo (adeniltransferases) que inibem a acdo de antibidticos como os

aminoglicosideos, anfenicéis e quinolonas (Nikaido, 2009).

Outra estratégia passa por impedir a ligagdo do antibiético a célula bacteriana através da modificacao
do local alvo de ligagao, como a alteragdo de PBP’s (Penicilin-Binding-Proteins). Nas estirpes MRSA
(Meticillin Resistant Staphylococccus aureus) a PBP2a (codificada pelo gene mecA) possui uma baixa
afinidade para todos os -lactamicos ( Santajit & Indrawattana, 2016). Também se encontra descrita a
protecéo do local alvo através de metilacdo do RNA ribossémico 16S (codificada pelos genes erm), que
conferem resisténcias a macrélidos, lincosamidas e estreptograminas, ou os genes cfr, que conferem
resisténcias aos anfenicois, lincosamidas, estreptograminas e oxazolidononas. E de referir que ambos
os genes cfr e erm séo transferidos através de plasmideos conjugativos, encontrando-se descritos em
bactérias de Gram-negativo (v.g.: E.coli) e de Gram-positivo (v.g.: S.aureus, Enterococcus spp.). Outros

genes como os qgnr, codificam a resisténcia as quinolonas (Blair et al., 2015; Nikaido, 2009).



Com o objetivo principal de diminuir a concentracao intracelular de antibioticos, algumas bactérias sao
portadoras de bombas de efluxo. Algumas expulsam um espectro de antibiéticos especifico como sejam
as tetraciclinas (codificada por alguns genes tet), enquanto que outras sdo expressas pela presenca de

diferentes antibioticos (Figura 4) (Blair et al., 2015).

As bombas de efluxo encontram-se classificadas em cinco superfamilias: ABC (ATP-Binding Cassette),
MFS (Major Facilitator Superfamily), RND (Resistance-Nodulation-Divison), SMR (Small Multidrug
Resistance), MATE (Multidrug And Toxic Compound Extrusion) (Figura 4), podendo também ser
transferidas entre bactérias através de Elementos Genéticos Moveis (EGM) (Blanco et al., 2016;
Santajit & Indrawattana, 2016; Nikaido, 2009).
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Figura 4 - Diagrama comparativo entre as cinco familias de Bombas de Efluxo (Yilmaz &
Ozcengiz, 2016).

Por dltimo, é de referir a impermeabilizacdo da membrana externa nas bactérias de Gram-negativo.
Estas possuem porinas, que formam canais de comunicacdo entre 0 meio extra e intracelular. A
ocorréncia de mutacdes nas porinas leva a perda de permeabilidade da membrana externa, impedindo
assim a entrada de antibiéticos (Nikaido, 2009). Dados recentes, demonstraram que algumas estirpes
dos géneros Pseudomonas e Acinetobacter, apresentavam elevadas taxas de resisténcia aos

carbapenemos e cefalosporinas, mediada por este mecanismo (Blair et al., 2015).

N

A disseminacdo de resisténcias a escala global, encontra-se diretamente relacionada com o uso
abusivo de antibidticos, seja em ambiente de profilaxia ou terapéutica, quer nas medicinas humana ou
animal, contribuindo para a selecdo de estirpes MDR (Levy & Bonnie, 2004). Por outro lado a
plasticidade gendmica de algumas bactérias permite a transferéncia ou captacdo de genes de

resisténcia, através de mecanismos como a conjugacdo, transducdo e/ou transformacdo (Levy &



Bonnie, 2004; Partridge et al., 2018), que favorecem a aquisi¢éo e Transferéncia Horizontal de Genes
(THG) transportados por EGM, entre diferentes grupos taxonomicos, levando a disseminagéo e

circulacdo dessas estirpes por diferentes ambientes (Butaye et al., 2014; Levy & Bonnie, 2004).

A problematica da disseminacao de estirpes MDR e PDR ¢é atualmente uma das maiores preocupacdes
a nivel mundial e um dos maiores desafios do Sec. XXI, tendo levado a World Health Organization
(WHO) (2015) a publicar um plano global de combate a resisténcia aos antimicrobianos no contexto de
One Health, reforcado pelas United Nations (2016) e adoptado pela World Animal Health Organisation
(OIE) e Food and Agriculture Organization (FAO) (EU, 2015). Neste contexto os lideres mundiais
comprometeram-se em unir esfor¢cos para o controlo das resisténcias bacterianas quer nas medicinas
humana, quer animal através da ado¢édo de uma politica de One Health, onde é reconhecido que a
salde humana esta conectada a saude animal e ambiental, devendo ser incentivada a estreita
colaboracgdo entre as diferentes areas para a prevencgdo e capacitacdo da resposta a esta ameaca
emergente (WHO, 2017). Ainda de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO), nos Ultimos
20 anos apenas foram aprovadas e autorizadas duas novas classes de antibiéticos, ambas dirigidas a
agentes etiolégicos de Gram-positivo, comprometendo o combate de infec6es provocadas por bactérias
de Gram-negativo. Assim a WHO publicou uma lista de agentes patogénicos prioritarios para a
pesquisa e desenvolvimento urgentes de novas moléculas de antibiéticos eficazes contra estas estirpes
(Figura 5) (WHO, 2017).
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Figura 5 - Lista das bactérias prioritarias para pesquisa de novos antibiéticos (WHO, 2017).




2. OBJETIVO

Este estudo propde a analise da prevaléncia do perfil fenotipico de suscetibilidade a diferentes classes
de antibidticos em animais exéticos num periodo de tempo decorrido entre 2017 e 2019 na regido de

Toulouse, Franga.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. DESENHO DO ESTUDO E CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Para o presente estudo, de caracter retrospetivo, foram analisados os boletins analiticos referentes aos
resultados de identificacdo dos agentes etioldgicos de infe¢Bes bacterianas em animais exoticos
(Tabela suplementar 1) e Testes de Suscetibilidade aos Antibiéticos (TSA), que foram realizados em
produtos biolégicos de pacientes (Tabela suplementar 2), que procuraram acompanhamento clinico na
Clinique des NAC, situada em Toulouse-Franca. Os dados dizem respeito aos anos civis de 2017, 2018
e 2019.

A base de dados fornecida pela clinica comportou um total de 2050 isolados (1086 isolados de bactérias
de Gram-negativo e 964 de Gram-positivo) (Tabelas 1 e 2). Devido a vasta diversidade de espécies
animais, estas foram organizadas em grupos de pequenos mamiferos, répteis e aves (Grafico 1),

incluindo machos e fémeas, sem restricdes de idades nem de historial clinico.
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Tabela 1- Dimensédo da amostra de bactérias de Gram-negativo isoladas de pequenos mamiferos, répteis e aves.

Bactérias de Gram-negativo Ano 2017 Ano 2018 Ano 2019
(n=) (n=) (n=)
Enterobacteriaceae 188 271 175
Citrobacter spp. 12 6 5
Escherichia coli 43 72 40
Enterobacter spp. 39 56 36
Erwinia pyrifolia - - 1
Klebsiella spp. 34 49 28
Morganella spp. 3 8
Pantoea spp. 10 14 6
Proteus spp. 20 29 16
Providencia rettgeri 4 7 4
Rahnella spp. 1
Raoultella spp. 7 2
Salmonella spp. 2 1 3
Serratia spp. 12 25 29
Tatumella ptyseos - - 1
Yersinia pseudotuberculosis - 1 1
Pseudomonadaceae 58 77 41
Pseudomonas aeruginosa 38 58 31
Pseudomonas spp. 20 19 10
Pasteurellaceae 84 109 83
Actinobacillus spp. - 3 3
Chelonobacter oris - 2 -
Haemophilus spp. 3 12 11
Mannheimia spp. 4 4 8
Pasteurella spp. 77 88 61

n= dimensao da amostra
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Tabela 2- Dimensado da amostra de bactérias de Gram-positivo isoladas de pequenos mamiferos, répteis e aves.

Bactérias de Gram-positivo Ano 2017 Ano 2018 Ano 2019

(n=) (n=) (n=)

Staphylococcaceae 193 198 122
Gemella spp. 19 11 8
Macrococcus caseolyticus - - 1
Staphylococcus aureus 44 52 26
Staphylococcus epidermidis 18 20 9
Staphylococcus xylosus 42 87 14
Staphylococcus spp. 70 78 64
Streptococcaceae 87 103 69
Lactococcus spp. 3 7 -
Streptococcus spp. 84 96 69
Enterococcaceae 62 89 41
Enterococcus faecalis 40 58 27
Enterococcus spp. 22 22 14
Vagonococcus fluvialis - 3 -

n= dimensao da amostra
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3.2. IDENTIFICACAO DE ISOLADOS E ESTUDO DA SUSCETIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS

A identificacdo dos agentes etioldgicos realizou-se através de espectrometria de massa por Maldi-ToF
no laboratério de biologia médica humana BIOLAB Avenir em Toulouse, Franca. Os TSA foram
realizados pelo método de difusao por disco de acordo com as normas estandardizadas pelo Comité
de I'Antibiogramme da Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) em conjunto com o European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), respeitando a Norma AFNOR NF U47-
107 (TSA em saude animal). Os meios de cultura utilizados foram adquiridos & BIOMERIEUX® e os
discos de antibiético a MAST-DIAGNOSTIC®, Toulouse, Franca (Tabela 3). Apos pré-seleccdo de
isolados dos anos de 2017/18/19, que incluiu diferentes familias, géneros e/ou espécies, procedeu-se
a leitura, andlise e classificacdo dos TSA seguindo as normas veterinarias (CA-SFMVET, 2018, 2019),
sendo que quando necessario, por falta de informagédo, recorreu-se a norma utilizada na medicina
humana (CA-SFM, 2013). A conformidade do sistema de gestdo da qualidade do laboratério e

acreditacdo dos resultados foi cumprida ao abrigo da Norma NP EN ISO/IEC 17025.

Em virtude da falta de representatividade da amostragem para realizar a andlise de alguns TSA,
utilizou-se uma linha de corte, que excluiu os géneros/espécies, que apresentavam um numero de
isolados inferior a 20 e todos os antibiéticos que foram testados num nimero de isolados inferior a 10.
Contudo para a analise e contabilizag&o de isolados MDR foi considerado o nimero total de isolados
presentes na amostra inicial (n= 2050).
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Tabela 3 - Antibioticos utilizados para o estudo da suscetibilidade e respetiva concentracéo.

Principio ativo Concentracéao

Acido fusidico 10 ug
Amoxicilina + 4cido clavulanico 20+10ug

Penicilina G 6 ug
Cefalexina 30 ug
Ceftiofur 30 ug
Azitromicina 15 ug
Tilosina 30 ug
Gentamicina 15 ug
Neomicina 30 ug
Tobramicina 10 ug
Framicetina 30 ug
Tetraciclina 30 ug
Doxiciclina 30 ug
Colistina 50 ug
Enrofloxacina 5ug
Marbofloxacina 5 ug
Cloranfenicol 30 ug
Florfenicol 30 ug
Sulfonamida-Trimetoprim 25 ug
Tiamulina 30 ug
Clindamicina 2 ug
Lincomicina 15 ug

ug= microgramas

3.3. ANALISE ESTATISTICA

O Banco de dados foi organizado em Programa Excel® (Microsoft Office 365 ProPlus) e analisado com
recurso a tabelas dindmicas. O perfil de suscetibilidade a antibidticos foi analisado, aplicando o teste

Chi-square (p<0,05), recorrendo ao software GraphPad Prism®, version 8.4.2.
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4. RESULTADOS

No presente estudo, foram atribuidas duas classificacées para o tipo de suscetibilidade bacteriana
apresentada: suscetivel (S) e resistente (R), sendo de referir que os isolados com classificacao de perfil

de suscetibilidade intermédia foram incluidos no grupo de isolados com perfil de resisténcia.

4.1. BACTERIAS DE GRAM-NEGATIVO

Com base nos resultados obtidos, ao longo do triénio, foi possivel observar em Enterobacteriaceae
uma elevada % de isolados R a classe das tetraciclinas, particularmente, a DOX (E. coli: 94/92/97%;
Enterobacter spp.: 91/94/100%; Klebsiella spp.: 89/92/89%; Serratia spp.: 100/95%) (Graficos 2, 3, 4 e
6; Tabela suplementar 3), contrariamente Pasteurella spp. apresentou um declinio acentuado da % de
isolados R no biénio de 2017/18 (43 e 13%, respectivamente) (Grafico 8; Tabela suplementar 3).
Relativamente ao perfil de suceptibilidade de E. coli ao CHL observou-se, no biénio de 2017/18, um
aumento da % de isolados R, quanto as fluoroquinolonas verificou-se também um aumento da % de
isolados R de E. coli (ENR: 26/21/28%; MRB: 20/18/26%) e Serratia spp. (ENR: 4/11 %; MRB: 0/4%;
biénio de 2018/19) (Gréficos 2 e 6; Tabela suplementar 3).

Na classe dos B-lactamicos Enterobacteriacea e Pseudomonadaceae apresentaram uma elevada %
de isolados R (AMC - E. coli: 90/91/95%; Klebsiella spp.: 100%; CFT - Enterobacter spp.: 80%; P.
aeruginosa: 90/100/100%) (Gréficos 2, 3, 4 e 7; Tabela suplementar 3).

E ainda de referir que no biénio de 2017/18 Proteus spp. e Klebsiella spp. apresentaram um aumento
de isolados R ao SXT (30/41%; 33/43%, respetivamente) (Graficos 4 e 5; Tabela suplementar 3).

Contudo, em algumas classes de antibiéticos observou-se uma evolugéo positiva ha diminuicdo da %
de isolados R: aminoglicosideos (GEN - E. coli: 58/42/40%; Enterobacter spp.: 75/55/50%; Klebsiella
spp.: 81/43/40%; Proteus spp.: 38/7%; P. aeruginosa: 33/28/10%; Pasteurella spp.: 33/15/11%) e
fluoroquinolonas (MRB - Enterobacter spp.: 31/20/6%; Klebsiella spp.: 26/34/15%; Proteus spp.:
20/7%; ENR — Enterobacter spp.: 47/31/33%; Klebsiella spp.: 55/57/30%; Proteus spp.: 25/18%)

(Gréficos 2 — 8; Tabela suplementar 3).

Pasteurella spp. ao longo do triénio apresentou uma evolugéo positiva no seu perfil de suscetibilidade

a maioria das classes de antibiéticos testadas (Grafico 8; Tabela suplementar 3).
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Percentagem de isolados do ano 2017/18/19 de Escherichia coli
resistentes/suscetiveis a antibiéticos
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Gréfico 2 - Perfil de suscetibilidade a antibiéticos de Escherichia coli no triénio de 2017 a 2019. p
value <0,0001 (Chi-square; p <0,05). AMC, amoxicilina com acido clavulanico; CFX, cefalexina; CFT,
ceftiofur; GEN, gentamicina; TET, tetraciclina; DOX, doxiciclina; ENR, enrofloxacina; MRB,
marbofloxacina; CHL, cloranfenicol; FLF, florfenicol ; SXT, sulfonamida-trimetoprim.

ACFX/ ®FLF- n&o foram reportados dados para os anos de 2017 e 2019; YCFT- ndo foram reportados dados
para os anos 2017 e 2018; 9TET- ndo foram reportados dados para o ano de 2017; 9CHL- ndo foram reportados
dados para o ano 2019.
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Percentagem de isolados do ano 2017/18/19 de Enterobacter spp.
resistentes/suscetiveis a antibiéticos
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Gréfico 3 - Perfil de suscetibilidade a antibiéticos de Enterobacter spp. no triénio de 2017 a 2019. p
value <0,0001 (Chi-square; p <0,05). CFT, ceftiofur; GEN, gentamicina; TET, tetraciclina; DOX,
doxiciclina; ENR, enrofloxacina; MRB, marbofloxacina; SXT, sulfonamida-Trimetoprim.

ACFT- n&o foram reportados dados para os anos de 2017 e 2018; P TET- ndo foram reportados dados para o ano

20109.
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Percentagem de isolados do ano 2017/18/19 de Klebsiella spp.
resistentes/suscetiveis a antibiéticos
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Grafico 4 - Perfil de suscetibilidade a antibitticos de Klebsiella spp. no triénio de 2017 a 2019. p value
<0,0001 (Chi-square; p <0,05). AMC, amoxicilina com acido clavulanico; GEN, gentamicina; TET,
tetraciclina; DOX, doxiciclina; ENR, enrofloxacina; MRB, marbofloxacina; CHL, cloranfenicol; SXT,
sulfonamida-trimetoprim.

AAMC- néo foram reportados dados para os anos de 2017 e 2019; P’CHL- ndo foram reportados dados para os anos
2018 e 2019.
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Percentagem de isolados do ano 2017/18 de Proteus spp.
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Gréfico 5 - Perfil de suscetibilidade a antibidticos de Proteus spp. nos anos de 2017 e 2018. p value
<0,0001 (Chi-square; p <0,05). GEN, gentamicina; ENR, enrofloxacina; MRB, marbofloxacina; SXT,
sulfonamida-trimetoprim.

Percentagem de isolados do ano 2018/19 de Serratia spp.
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Gréfico 6 - Perfil de suscetibilidade a antibidticos de Serratia spp. nos anos de 2018 e 2019. p value
<0,0001 (Chi-square; p <0,05). GEN, gentamicina; TET, tetraciclina; DOX, doxiciclina; ENR,
enrofloxacina; MRB, marbofloxacina; SXT, sulfonamida-trimetoprim.

ATET- ndo foram reportados dados para o ano 2019.
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Percentagem de isolados do ano 2017/18/19 de Pseudomonas aeruginosa
resistentes/suscetiveis a antibiéticos

mmm Resistente
mm  Suscetivel

GEN 2019 -V

GEN 2018 =34

GEN 2017 =&Y

CFT 2019 - o

Antibioticos

CFT 2018 -g v
CFT 2017 =gl
0 20 40 % 60 80 100

Gréfico 7 - Perfil de suscetibilidade a antibiéticos de Pseudomonas aeruginosa no triénio de 2017 a
2019. p value <0,0001 (Chi-square; p <0,05). CFT, ceftiofur; GEN, gentamicina.
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Percentagem de isolados do ano 2017/18/19 de Pasteurella spp.
resistentes/suscetiveis a antibiéticos
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Gréfico 8 - Perfil de suscetibilidade a antibidticos de Pasteurella spp. no triénio de 2017 a 2019. p value
<0,0001 (Chi-square; p <0,05). P, penicilina; CFX, cefalexina; CFT, ceftiofur; GEN, gentamicina; TET,
tetraciclina; DOX, doxiciclina; ENR, enrofloxacina; MRB, marbofloxacina; CHL, cloranfenicol; FLF,

florfenicol ; SXT, sulfonamida-trimetoprim; TIA, Tiamulina.
aCFT-n&o foram reportados dados para o ano 2017; P’CHL/ 9FLF- néo foram reportados dados para os anos 2018
e 2019.
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4.2. BACTERIAS DE GRAM-POSITIVO

Na familia Staphylococcaceae observou-se um perfil crescente de R a classe dos B-lactamicos em
Staphylococcus spp. no triénio em estudo (P: 57/43/55%; AMC: 13/13/38%; CFX: 19/8/25%; CFT:
9/23%, 2018/19) e tetraciclinas (TET: 24/26/40%) (Grafico 12, Tabela suplementar 4), o mesmo se
verificou nesta (ltima classe em S. epidermidis (DOX: 50/59%, 2017/18) (Grafico 10; Tabela

suplementar 4).

Staphylococcaceae, Streptococcaceae e Enterococcaceae apresentaram um aumento da % de
isolados R aos macrdélidos (AZM - S. aureus: 59/72/87%; S. epidermidis: 53/82%; S. xylosus: 81/86%;
Satphylococcus spp.: 51/64/71%; Streptococcus spp.: 38/52/63%; Enterococcus faecalis:
96/100/100%; Enterococcus spp.: 67/80%, 2017/18) (Gréficos 9 — 15; Tabela suplementar 4).

A evolucao do perfil de suscetibilidade em Staphylococaceae as restantes classes de antibioticos foi

positiva, observando-se um aumento da % de isolados S (Graficos 9 — 12; Tabela suplementar 4).

Streptococcus spp., ao longo do triénio em estudo apresentou um perfil crescente da % de isolados R
as lincosamidas (CLD: 21/38%, 2017/18) assim como aos macrélidos, ja referido anteriormente.
Observou-se ainda uma evolugdo positiva da % de isolados S aos B-lactdmicos, tetraciclinas e
fluoroquinolonas (MRB: 58/48/41%) (Gréfico 13; Tabela suplementar 4).

Ao longo do triénio em estudo verificou-se uma % crescente de isolados R as classes dos B-lactamicos
(AMC - E. faecalis: 33/14/42%; Enterococcus spp.: 15/26%, 2017/18) e fluoroquinolonas (ENR - E.
faecalis: 92/98/100%; Enterococcus spp.: 85/80%, 2017/18), sendo de referir o ligeiro aumento da %
de isolados S a MRB (E. faecalis: 90/96/85%; Enterococcus spp.: 81/74%, biénios 2018/19 e 2017/18,
respetivamente) (Graficos 14 e 15; Tabela suplementar 4). Foi de notar que a totalidade de isolados de
E. faecalis testados a AZM (2018/2019), ENR (2019) e CHL (2017) apresentaram perfil de R (Grafico
14; Tabela suplementar 4), assim como S.aureus ao CHL em 2017 (Gréfico 9; Tabela suplementar 4).

Relativamente a classe das tetraciclinas observou-se uma diminuicdo acentuada da % de isolados R
(TET - E. faecalis: 79/60/55%; DOX - E. faecalis: 82/78/71%; Enterococcus spp.: 80/33%, 2017/18)

(Gréficos 14 e 15; Tabela suplementar 4).
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Percentagem de isolados do ano 2017/18/19 de Staphylococcus aureus
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Grafico 9 - Perfil de suscetibilidade a antibiéticos de Staphylococcus aureus no triénio de 2017 a
2019. p value <0,0001 (Chi-square; p <0,05). P, penicilina; AZM, azitromicina; GEN, gentamicina;
TET, tetraciclina; DOX, doxiciclina; ENR, enrofloxacina; MRB, marbofloxacina; CHL, cloranfenicol;
SXT, sulfonamida-trimetoprim

3CHL- n&o foram reportados dados para os anos de 2018 e 2019.
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Percentagem de isolados do ano 2017/18 de Staphylococcus epidermidis
resistentes/suscetiveis a antibiéticos
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Gréfico 10 - Perfil de suscetibilidade a antibidticos de Staphylococcus epidermidis nos anos 2017 e
2018. p value <0,0001 (Chi-square; p <0,05). AZM, azitromicina; DOX, doxiciclina; ENR, enrofloxacina;
MRB, marbofloxacina; SXT, sulfonamida-trimetoprim.
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Graéfico 11 - Perfil de suscetibilidade a antibidticos de Staphylococcus xylosus nos anos 2017 e
2018. p value <0,0001 (Chi-square; p <0,05). P, penicilina; AZM, azitromicina; GEN, gentamicina;
TET, tetraciclina; DOX, doxiciclina; ENR, enrofloxacina; MRB, marbofloxacina; SXT, sulfonamida-
trimetoprim.
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Gréfico 12 - Perfil de suscetibilidade a antibi6ticos de Staphylococcus spp. ho triénio de 2017 a 2019.
p value <0,0001 (Chi-square; p <0,05). P, penicilina; AMC, amoxicilina com &cido clavulanico; CFX,
cefalexina; CFT, ceftiofur; AZM, azitromicina; GEN, gentamicina; TET, tetraciclina; DOX, doxiciclina;
ENR, enrofloxacina; MRB, marbofloxacina; CHL, cloranfenicol; SXT, sulfonamida-trimetoprim; CLD,
clindamicina; TIA, Tiamulina.

3CFT- nédo foram reportados dados para o ano 2017; P)CHL- n&o foram reportados dados para o ano 2018; 9CLD-
n&o foram reportados dados para os anos 2018 e 2019; 9TIA- ndo foram reportados dados para os anos 2017 e
2019.
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Grafico 13 - Perfil de suscetibilidade a antibiéticos de Streptococcus spp. no triénio de 2017 a 2019.

p value <0,0001 (Chi-square; p <0,05). CFX, cefalexina; CFT, ceftiofur; AZM, azitromicina; TET,
tetraciclina; DOX, doxiciclina; ENR, enrofloxacina; MRB, marbofloxacina; CHL, cloranfenicol; FLF,
florfenicol; SXT, sulfonamida-trimetoprim; CLD, clindamicina; TIA, Tiamulina.

AFLF- ndo foram reportados dados para os anos 2018 e 2019; P)CLD/ 9TIA- nédo foram reportados dados para o
ano 2019.
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Gréfico 14 - Perfil de suscetibilidade a antibiéticos de Enterococcus faecalis no triénio de 2017 a 2019.
p value <0,0001 (Chi-square; p <0,05). P, penicilina; AMC, amoxicilina com acido clavulanico; AZM,
azitromicina; TET, tetraciclina; DOX, doxiciclina; ENR, enrofloxacina; MRB, marbofloxacina; CHL,

cloranfenicol; FLF, florfenicol.
3P- n&o foram reportados dados para o0 ano 2019; P’CHL- ndo foram reportados dados para os anos 2018 e 2019;
9FLF- ndo foram reportados dados para os anos 2017 e 2019.
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Graéfico 15 - Perfil de suscetibilidade a antibiéticos de Enterococcus spp. nos 2017 e 2018. p value
<0,0001 (Chi-square; p <0,05). AMC, amoxicilina com acido clavulanico; AZM, azitromicina; DOX,
doxiciclina; ENR, enrofloxacina; MRB, marbofloxacina.

Foi de notar, que na totalidade dos isolados presentes na base de dados inicial (sem cut-off), se
observou um elevado numero com perfil MDR: E. faecalis (n=79/125), seguido por ordem decrescente
de Streptococcus spp. (n=68/249), E.coli (n=52/155), Staphylococcus spp. (n=51/212),
Enterobacter spp. (n=39/131), Klebsiella spp. (n=32/111), S.xylosus (n=28/143), S.epidermidis
(n=25/47), S.aureus (n=23/122), Enterococcus spp. (n=23/58), Pasteurella spp. (n=14/226), Serratia
spp. (n=9/66), Lactococcus spp. (n=8/10), Citrobacter spp.e Gemella spp. (n=7/23 e 7/38,
respetivamente), Proteus spp., Raoultella spp., Salmonella spp. e Mannheimia spp. (n=3/65, 3/10, 3/6,
e 3/16, respetivamente), Vagonococcus fluvialis (n=2/3) e Rahnella spp., Actinobacillus spp. e

Chelonobacter oris (n=1/4, 1/6 e 1/2, respetivamente) (Tabelas suplementares 5 e 6).

Ainda referente as MDR verificou-se que alguns isolados eram simultaneamente R a todos os
antibidticos testados neste estudo: Enterococcus faecalis (n=47), seguido por ordem decrescente de
E.coli (n=19), Klebsiella spp. (n=12), S.epidermidis (n=7), Streptococcus spp. e Enterococcus spp.
(n=6), Staphylococcus spp. e Lactococcus spp. (n=4), Citrobacter spp. (n=3), Raoultella spp. (n=2) e

Serratia spp, Pasteurella spp e S. xylosus (n=1).
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5. DISCUSSAO

Sempre que possivel os resultados obtidos neste estudo foram comparados com os de outros estudos
com amostragem e localizacdo geografica similares. Contudo devido a escassez de dados publicados
em animais da clinica de exoéticos, passou a incluir-se dados referentes a outros animais de companhia

ou ambiente de produgdo animal com localizagao geografica europeia ou nao.

Isolados de diferentes familias, géneros e espécies foram reportados neste estudo com um perfil de
moderada a elevada resisténcia a diferentes classes de antibioticos, incluindo perfis de MDR. Destaca-
se ainda que na amostragem deste estudo foram identificadas bactérias consideradas criticas pela
WHO no ambito da medicina Humana devido a escassez de alternativas terapéuticas (WHO, 2017).
Nem sempre as % da ocorréncia de resisténcia reportada neste estudo se encontrou de acordo com
os resultados oficiais publicados em Franca: R & cefalexina (83%) foi muito mais elevada neste estudo
que no relatério publicado pela Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de
I'environnement et du travail (ANSES) (13%), o mesmo se verificou quanto as classes das
fluoroquinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas (ANSES — ENR: 4 — 8%; SXT: 66%; TET/DOX: 80%,
animais de producao/cdes/gatos/cavalos, 2019), contudo outras Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e
Pasteurella spp. aproximaram-se dos resultados reportados oficialmente, tendo-se observado um
aumento da % de isolados suscetiveis (ANSES, 2019a). No entanto outros autores relataram % de
resisténcias mais elevadas em E. coli como foram os casos de Italia (ENR: 67%) e Libano (GEN: 70%;
SXT: 59%) (cunicultura: 2014/15; avicultura: 2015, respetivamente) (Agnoletti et al., 2017; Dandachi et
al.,, 2018). A evolugdo positiva da % de isolados suscetiveis (Enterobacteriaceae, P.aeruginosa e
Pasteurella spp.) em algumas classes de antibidticos como sejam os aminoglicosideos, foi concordante
nao s6 com os dados nacionais reportados, como com outros (Albénia), embora nem sempre os valores
percentuais coincidam (Alcaine et al., 2015; ANSES, 2019a). Ainda nesta classe, Enterobacter spp.,
atualmente emergente nas medicinas humana e veterinéria, apresentou uma elevada % de R (GEN:
50 a 75%), contrariamente ao que foi reportado por outros estudos (clinica de cdes, gatos e equideos)
(Harada et al., 2017; ANSES, 2019a).

Em Enterobacteriaceae e Pseudomonaceae destacou-se a elevada % de resisténcia aos p-lactamicos
testados (AMC) na ordem dos 100%, o que néo foi reportado a nivel nacional (cunicultura) (ANSES,
2019a).

O facto de algumas classes de antibidticos terem sido exaustivamente utilizadas nas medicinas
humanas e veterinarias, quer na terapéutica, profilaxia ou como promotores de crescimento animal
(2006) (Regulamento 1831/2003/EC), promoveu o aumento da resisténcia bacteriana, em bactérias de

Gram-negativo e positivo, através da THG (Grossman, 2016).

Em isolados de Gram-positivo, observou-se um aumento preocupante da % de R as classes dos

macrolidos, fluoroquinolonas, anfenicdis e tetraciclinas, onde se destacou E. faecalis. Este perfil de
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resisténcia foi amplamente descrito por varios autores na comunidade cientifica internacional, quer em
ambiente de producado animal, clinica de animais de companhia, meio ambiente ou mesmo humanos
saudaveis e hospitalizados (Novais et al., 2018; Pomba et al., 2017; Silveira et al., 2014; Zaheer et al.,
2020).

O facto de os dados do presente estudo ndo encontrarem tradugdo no relatério nacional, devido a %
da resisténcia reportada ser muito inferior, € de referir que o género Enterococcus nem sequer é
descrito em cuniculturas nesse relatorio (ANSES, 2019a). Esta divergéncia de resultados pode ser
justificada através das politicas de cada pais no rigor da implementacédo de guidelines, ficando, em
alguns casos, quase exclusivamente dependente da responsabilidade do Médico Veterinario. Neste
sentido a comunidade cientifica internacional alerta para a necessidade de harmonizacdo entre os
diferentes paises europeus na implementacdo de programas de monitorizacdo e recolha de dados,
relativamente ao consumo de antimicrobianos por espécie animal, pois s6 assim se podera obter uma
perspetiva global e real da situagdo, e, consequentemente, permitir estabelecer estratégias de
intervencdo de forma a minimizar a emergéncia da resisténcia antimicrobiana (Garcia-Migura et al.,
2014). Neste contexto é reportado anualmente, na Europa e a nivel nacional (Fran¢a), o volume de
vendas de antimicrobianos em veterinaria: em 2018 (Fran¢a) num total de 471,49 t, as classes mais
vendidas incluiram tetraciclinas, sulfonamidas, penicilinas, aminoglicosideos e macrélidos
(38,27/17,86/14,98/11,03 e 6,81%, respetivamente) perfazendo um total de 89% do total de vendas,
sendo que o ambiente de cunicultura usufruiu de 5,99% da totalidade (ANSES, 2019b). A Nivel
Europeu, o relatério da Agéncia Europeia do Medicamento (31 paises) referente a 2017, reportou as
tetraciclinas, penicilinas, sulfonamidas e macrélidos como as classes mais utilizadas no ambiente de
producéo animal (30,4/ 26,9/9,2 e 7,4%, respetivamente) (EMA, 2019).

Atualmente, as resisténcias aos antibioticos, sdo consideradas umas das principais ameacas a saude
publica, traduzindo-se em elevados indices de morbilidade e mortalidade: dados do Annual report of
the European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARSNet) relatam 670 000 mil
infetados/ano, dos quais 33 000 traduziram-se em ébitos (ECDC, 2019). Embora haja um esforgo global
na implementacdo de medidas de prevencdo, observa-se auséncia de monitorizagdo através de
vigilancia epidemiolégica das vias de transmissao de bactérias MDR, o que seria de maior importancia,
pois a transferéncia e colonizacdo reciprocas de bactérias MDR entre 0 Homem e os animais de
companhia foi descrita, contudo tem sido amplamente ignorada (Dickson et al., 2019). Através do
estreito contacto entre estes pode ocorrer a colonizagéo, quer de animais de companhia com estirpes
resistentes ou MDR, ou determinantes de resisténcia, quer do Homem: um dos maiores perigos para a
saude humana é a transferéncia, a partir dos animais, de estirpes MRSA, Staphylococcus
pseudintermedius resistentes a meticilina, VRE (Enterococcus resistentes a vancomicina), ESBLs ou

carbapenemases (Pomba et al., 2017).

Por outro lado e reforcando a necessidade urgente de monitorizacdo, ha que alertar, que a utilizacdo

simultanea de desinfetantes e aditivos alimentares, que incluam, nomeadamente, compostos de cobre
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(presentes quer nos alimentos de animais de producao, ou de companhia) pode contribuir para a co-
seleccdo, manutencéo e disseminacgdo de estirpes MDR em animais e humanos, incluindo o ambiente
hospitalar onde fica comprometida a eficacia dos antibidticos de primeira linha (Novais et al., 2018;
Silveira et al., 2014).

Perante os resultados preocupantes revelados neste estudo, em que 0s animais exoticos parecem
constituir um reservatério de isolados MDR, assume extrema importancia a implementacdo de
guidelines, monitorizacdo da evolucdo dos perfis de suscetibilidade, de forma a ser possivel
implementar estratégias para o uso racional de antimicrobianos, onde o Médico Veterinario
desempenha um papel preponderante ao ter em consideracdo as recomendacdes das entidades
oficiais (EMA, ECDC, EFSA, EEA, OIE) no que diz respeito a classificacao e utilizacdo adequada destes
compostos, contribuindo assim, inequivocamente, para uma politca de One Health e para o
cumprimento dos objetivos da Agenda 2030 para o Desenvolvimento Sustentavel no combate a

resisténcia aos antimicrobianos (UN, 2015).

S840 necesséarios mais estudos de suscetibilidade aos antimicrobianos em animais exoticos de
companhia, para que seja dada a conhecer a dimensdo real do problema a nivel global e,

consequentemente, implementar medidas no combate & AMR.
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ANEXO |. TABELAS SUPLEMENTARES



Tabela Suplementar 1 — Nimero de isolados consoante a espécie/género animal.

Pequenos mamiferos Aves Répteis
n total = 1555 n total = 287 n total = 208
Oryctolagus cuniculus Phasianidae Testudines
n=1173 n=53 n=85
Cavia porcellus Psittacus erithacus Pogona vitticeps
n= 122 n=42 n=22
Murinae Ara Iguanidae
n= 120 n=29 n=15
Mustela putorius furo Cacatua Python regius
n= 75 n=21 n=14
Chinchilla Falco peregrinus Chamaeleonidae
n= 25 n=17 n=13
Erinaceus europaeus Columbidae Boa constrictor
n=14 n=16 n=11
Meriones unguiculatus Amazona Gekkonidae
n=9 n=13 n=9
Octodon degus Melopsittacus undulatus Varanidae
n=38 n=12 n=7
Phodopus Nymphicus hollandicus Elaphe
n=7 n=12 n=6
Mustela lutreola Parabuteo unicinctus Python molurus
n=2 n=12 n=>5
Ecletus roratus Gongylophis colubrinus
n=11 n=4
Agapornis Physignathus cocincinus
n= 8 n=4
Anatidae Naja
n=7 n=3
Aquila chrysaetos Pantherophis guttatus
n=>5 n=3
Aquila rapax Atheris hispida
n=4 n=2
Falco rusticolus Crocodylia
n= 4 n=2
Hieraaetus pennatus Morelia spilota
n=4 n=2
Serinus canaria domestica Epicrates cenchria
n=4 n=1
Strigiformes
n=4
Gyps rueppellii
n=3
Aratinga
n=2
Cyanoramphus auriceps
n=2
Falco jugger
n=2

n= ndmero de isolados
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Tabela suplementar 5 — Nimero de bactérias de Gram-negativo MDR isoladas de pequenos
mamiferos, répteis e aves (totalidade de isolados da amostra, sem cut-offs).

Bactérias de Gram-negativo Ano 2017 Ano 2018 Ano 2019
(n) (n) (n)
Enterobacteriaceae 71 30 49
Citrobacter spp. 4/12 1/6 2/5
Escherichia coli 19/43 13/72 20/40
Enterobacter spp. 19/39 6/56 14/36
Erwinia pyrifolia - - -
Klebsiella spp. 14/34 10/49 8/28
Morganella spp. 1/3 0/8 0/3
Pantoea spp. - - -
Proteus spp. 0/20 0/29 3/16
Providencia rettgeri - - -
Rahnella spp. 1/2 0/1 0/1
Raoultella spp. 3/7 0/2 0/1
Salmonella spp. 2/2 0/1 1/3
Serratia spp. 8/12 0/25 1/29
Tatumella ptyseos - - -
Yersinia pseudotuberculosis - - -
Pseudomonadaceae - - -
Pseudomonas aeruginosa - - -
Pseudomonas spp. - - -
Pasteurellaceae 8 4 7
Actinobacillus spp. - 0/3 1/3
Chelonobacter oris - 1/2 -
Haemophilus spp. - - -
Mannheimia spp. 0/4 0/4 3/8
Pasteurella spp. 8177 3/88 3/61

n= numero de isolados MDR/ nimero total de isolados ; - = auséncia de isolados MDR



Tabela suplementar 6 - NUmero de bactérias de Gram-positivo MDR isoladas de pequenos
mamiferos, répteis e aves (totalidade de isolados da amostra, sem cut-offs).

Bactérias de Gram-positivo Ano 2017 Ano 2018 Ano 2019
(n) (n) (n)
Staphylococcaceae 66 43 25
Gemella spp. 4/19 3/11 0/8
Macrococcus caseolyticus - - -
Staphylococcus aureus 14/44 7152 2/26
Staphylococcus epidermidis 9/18 9/20 719
Staphylococcus xylosus 18/42 8/87 2/14
Staphylococcus spp. 21/70 16/78 14/64
Streptococcaceae 26 37 13
Lactococcus spp. 1/3 717 -
Streptococcus spp. 25/84 30/96 13/69
Enterococcaceae 34 50 20
Enterococcus faecalis 25/40 38/58 16/27
Enterococcus spp. 9/22 10/22 4/14
Vagonococcus fluvialis - 2/3 -

n= ndmero de isolados MDR/ nlimero total de isolados ; - = auséncia de isolados MDR
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ANEXO II. LICENGAS DE UTILIZAGAO DE IMAGEM
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