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PSEUDOMONAS SPP. EM REPTEIS DE COMPANHIA: UM ESTUDO
RETROSPETIVO

RESUMO

A manutencdo de répteis como animais de companhia tem aumentado nos ultimos
anos na Europa. Estes animais podem ser reservatorios de microrganismos zoonaticos,
incluindo bactérias do género Pseudomonas, cujos mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos em constante evolucdo tornam as opcbes terapéuticas disponiveis
atualmente cada vez mais ineficazes, pelo que a monitorizagdo da relagao entre este género
bacteriano e a classe Reptilia € de grande importancia.

Este estudo retrospetivo teve como objetivos o calculo da frequéncia de isolamento de
Pseudomonas em répteis detidos como animais de companhia ou de cole¢ao, apresentados
a consulta no Hospital Escolar Veterinario (HEV) entre Abril de 2006 e Fevereiro de 2020; a
identificacdo de fatores que podem predispor para infegdo por Pseudomonas spp. em répteis;
e a caracterizacao do perfil de resisténcia a antibiéticos, através do método de difusdo em
disco (Kirby-Bauer), dos isolados. Para tal, procedeu-se a verificagdo dos relatérios de
analises bacterioldgicas do Laboratério de Microbiologia e Imunologia (LMI) da FMV-ULisboa
e procedeu-se a pesquisa e recolha das fichas clinicas dos répteis através da plataforma
Guruvet ®, tendo sido possivel ter acesso as fichas de 24 animais, cujos dados foram
utilizados para analise estatistica.

Verificou-se uma frequéncia de isolamento para Pseudomonas spp. de 35%. Nao foi
observada uma associagao estatisticamente significativa entre o isolamento deste género
bacteriano e a idade, género ou espécie dos répteis, nem com o tipo de doenga apresentado
pelos animais. No entanto, os perfis de multirresisténcia obtidos s&o preocupantes, com 4
isolados classificados como multirresistentes, 4 classificados como extensivamente
resistentes e 1 classificado como pan-resistente. Estes resultados alertam para a
imprescindibilidade da criacdo de uma politica de administracdo de antibiéticos em répteis,
com uma hierarquizagéo dos agentes, de forma a garantir uma prescrigdo segura e universal.

A eficacia do tratamento de uma infegdo cutanea grave causada por Pseudomonas
sp., nao suscetivel a todos os antibidticos utilizados, através da aplicacdo de um antisséptico
topico, pode sugerir que esta abordagem seja valida noutros casos clinicos e uma opgao
adequada para tratamento empirico enquanto se aguarda pelos resultados do teste de

sensibilidade aos antibiéticos ou do calculo da concentracdo minima inibitéria.

Palavras-chave: Pseudomonas; Répteis; Viruléncia; Resisténcia a antimicrobianos;

Saude Publica.
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PSEUDOMONAS SPP. IN COMPANION REPTILES: A RETROSPECTIVE STUDY

ABSTRACT

The maintenance of reptiles as pets has increased in recent years in Europe. These
animals can be reservoirs of zoonotic microorganisms, including bacteria of the genus
Pseudomonas, whose resistance mechanisms to antimicrobials in constant evolution make
the therapeutic options available today increasingly ineffective, so monitoring the relationship
between this bacterial genus and the Reptilia class is of great importance.

This retrospective study aimed to calculate the frequency of isolation of Pseudomonas
in reptiles kept as pets, presented for consultation at the Veterinary Teaching Hospital (HEV)
between April 2006 and February 2020; the identification of factors that may predispose to
infection by Pseudomonas spp. in reptiles; and the characterization of the antibiotic resistance
profile, using the disk diffusion method (Kirby-Bauer), of the isolates. To achieve this, we
proceeded to the verification of the bacteriological analysis reports of the Microbiology and
Immunology Laboratory (LMI) of FMV-ULisboa and proceeded to the research and collection
of the clinical records of the reptiles through the Guruvet ® platform, having been able to
access to the records of 24 animals, whose data were used for statistical analysis.

An isolation frequency for Pseudomonas spp. of 35% was obtained. There was no
statistically significant association between the isolation of this bacterial genus and the age,
genus or species of the reptiles, nor with the type of disease presented by the animals.
However, the multi-resistance profiles obtained are worrying, with 4 isolates classified as
multidrug-resistant, 4 classified as extensively drug resistant and 1 classified as pandrug-
resistant. These results alert to the necessity of creating a policy of antibiotics’ administration
in reptiles, with a hierarchy of agents, in order to guarantee a safe and universal prescription.

The effectiveness of the treatment of a severe skin infection caused by Pseudomonas
sp., not susceptible to all antibiotics used, through the application of a topical antiseptic may
suggest that this approach is valid in other clinical cases and an appropriate option for
empirical treatment pending the results of the antibiotic sensitivity test or the calculation of the

minimum inhibitory concentration.

Keywords: Pseudomonas; Reptiles; Virulence; Antimicrobial resistance; Public Health.
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CAPITULO I - RELATORIO DE ESTAGIO CURRICULAR

O estagio curricular referente ao Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria realizou-
se em duas vertentes, a primeira na Clinica Veterinaria do Crestelo (CVC), em Seia, sob a
orientagdo do Dr. Miguel Miranda, diretor clinico, do Dr. Luis Barros e do Dr. Mario Martins; e
a segunda no Laboratério de Microbiologia e Imunologia (LMI) da Faculdade de Medicina
Veterinaria (FMV), da Universidade de Lisboa.

O estagio na CVC perfez um total de 220 horas. A pratica clinica focou-se em animais
de companhia e animais de produgao, especialmente em ovinos, caprinos e suinos. A clinica
nao se encontra dividida por diferentes areas médico-veterinarias, o que fez com que estas
fossem abordadas diariamente de acordo com a casuistica existente.

As atividades desenvolvidas em animais de companhia abrangeram as areas de
medicina interna, internamento, cirurgia, imagiologia e parasitologia. Em contexto de consulta,
foi possivel estar presente e auxiliar na recolha da histéria clinica do animal e realizagao de
um exame fisico completo, protocolos vacinais e de desparasitagdo, recolha de sangue,
realizacdo de hemograma e analises bioquimicas, paracentese abdominal, realizacdo de
testes rapidos de Leishmaniose e testes rapidos de FIV e FelLV, biépsia de massas, avaliagao
microscopica de amostras para pesquisa parasitolégica, preparacdo e administragdo de
medicagao, contengdo dos animais para realizagdo de ecografia e radiografia, triagem de
emergéncias e planeamento do protocolo terapéutico, formagdo dos tutores quanto aos
cuidados necessarios para a manutencéo do bem-estar dos seus animais de estimacéo, entre
outros. No internamento foi possivel participar na discussdo dos casos clinicos e colaborar
em diversos atos médico-veterinarios, tais como a aplicacdo de cateteres venosos,
administragao de farmacos pelas vias oral, subcuténea, intramuscular e endovenosa,
adaptacdo da estratégia terapéutica consoante a evolugcdo do estado clinico do animal,
tratamento de lesbes cutaneas e desbridamento de feridas. No ambito cirurgico, houve a
possibilidade de preparar e administrar a medicacdo anestésica, realizar tricotomia e
desinfegédo do animal, monitorizar o plano anestésico e o estado do animal durante a cirurgia,
auxiliar o cirurgido, entre outras atividades.

Na area de animais de produgao, o trabalho desenvolvido focou-se principalmente na
sanidade animal de caprinos e ovinos da Serra da Estrela, em parceria com a Associagao
Nacional de Criadores de Ovinos da Serra da Estrela (ANCOSE), com a realizagdo de
desparasitagao, vacinagao e marcagao dos animais (colocagao de brinco e chip), assim como
a recolha de sangue para a pesquisa de brucelose. Para além disso, houve também a

oportunidade de estar presente no diagnostico e tratamento de diversas doengas do foro



gastrointestinal, respiratério e infecioso em pequenos ruminantes e suinos. Em contexto
cirurgico, destaca-se a corregdo de uma atresia anal num borrego de 3 dias.

O estagio no LMI perfez um total de 260 horas. Foi possivel acompanhar e participar
na realizacdo dos procedimentos diarios levados a cabo pela equipa com o objetivo de
diagnosticar diferentes processos infeciosos. Em bacteriologia, o foco principal do estagio, foi
possivel estar presente e auxiliar na recolha de amostras, propagagdao em 3 meios distintos,
nomeadamente em meio de agar sangue, meio de MacConkey e meio BHI, para pesquisas
de bactérias aerdbias; propagagdo em meio de Schaedler enriquecido com sangue de
carneiro para pesquisa de bactérias anaerobias estritas, coloragdo Gram, observagdo macro
e microscopica das coldnias, realizagdo e interpretacdao de galerias de identificagao
bioquimicas, realizacao e interpretacao de testes de sensibilidade a antibidticos.

Durante o tempo passado no LMI, procedeu-se também a analise da base de dados
dos relatérios de analises bacteriologicas efetuados a amostras provenientes de animais
exoticos, seguida da selegao dos relatorios referentes a amostras colhidas a partir de répteis.
Posteriormente, concretizou-se a pesquisa das fichas clinicas dos animais selecionados na
plataforma Guruvet ®, compilando-se a informagao reunida em tabelas, utilizadas para a
analise estatistica do presente estudo.

A realizacao de estagio curricular em dois locais distintos foi bastante benéfica para a
formacédo da autora, permitindo a aquisicdo de competéncias praticas e tedricas em diversas
areas da medicina veterinaria. Contribuiu ainda para o desenvolvimento de soft skills,
essenciais quer para a interacdo com os tutores dos animais, quer para o trabalho em equipa

com colegas futuros.



CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Pseudomonadaceae

1.1. Caracteristicas gerais

Pseudomonas é o género mais importante da familia Pseudomonadaceae, sendo um
grupo muito heterogéneo (Willey et al. 2010), incluindo espécies patogénicas para o homem,
animais domésticos e plantas (Palleroni 1981).

Pseudomonas spp. sdo consideradas organismos ambientais ubiquitarios, sendo
encontradas no solo, agua, plantas e animais. Pseudomonas aeruginosa € também
encontrada na pele, membranas mucosas e fezes e é considerada um organismo oportunista,
tendo por isso que existir uma quebra no sistema imunitario de modo a que este
microrganismo possa invadir, multiplicar-se no hospedeiro e causar doenga (Quinn et al.
2011).

A primeira descri¢gao deste género foi feita no final do século XIX, baseando-se apenas
na sua morfologia macro e microscépica. Em 1923, a sua caracterizagéo no Bergey’s Manual
veio adicionar diversas caracteristicas fenotipicas para a diferenciacao das espécies, como a
coloragéo Gram, metabolismo do oxigénio ou tipo de flagelos (Peix et al. 2018).

As bactérias deste género sao bacilos de Gram-negativo, com dimensao de 0,5 a 1,0
x 1 a5 um, e ndo apresentam necessidades especificas de multiplicagcao, desenvolvendo-se
bem em agar de MacConkey. A maioria &€ oxidase-positivo e catalase-positivo e apresenta
mobilidade através de um ou mais flagelos polares (Quinn et al. 2011). Realizam geralmente
respiracado aerébia; no entanto, algumas espécies utilizam o nitrato como o recetor terminal
de eletrdes na respiragéo anaerébia (Willey et al. 2010).

Em 1920, Dooren de Jong relatou que espécies de Pseudomonas sdo agentes ativos
de mineralizagdo de matéria orgénica (Palleroni 1981). Sao, por isso, consideradas
organismos quimioorganotroficos e tém capacidade de degradar uma grande variedade de
moléculas organicas. As Pseudomonas fluorescentes podem usar aproximadamente 80
substancias diferentes como fontes de carbono e energia (Willey et al. 2010).

Muitas estirpes s&o, ainda, capazes de produzir pigmentos. As estirpes de
Pseudomonas aeruginosa podem expressar até quatro pigmentos difundiveis: piocianina
(azul esverdeado — pigmento especifico desta espécie, que permite a sua identificagéo),
pioverdina (verde amarelado), piorubina (avermelhado) e piomelanina (preto acastanhado)
(Quinn et al. 2011).

A espécie P. aeruginosa é amplamente estudada, tendo um importante contributo na

compreensdo de varios mecanismos comuns a diversas bactérias, tais como a emisséo de



sinais extracelulares ou a formagéo de biofilme. O seu genoma inclui genes relacionados com
o catabolismo, transporte de nutrientes, efluxo de moléculas organicas e regulagédo
metabdlica, refletindo a sua capacidade de se multiplicar em diversos ambientes e apresentar
perfil de resisténcia a antibiéticos (Willey et al. 2010).

Quanto a taxonomia, Pseudomonadaceae é uma familia pertencente a classe
Gammaproteobacteria, conhecida pela sua ubiquidade no ambiente. (Ramos, 2004b, a;
Ramos e Filloux, 2007; Cornelis, 2008 citados por Hesse et al. 2018). Esta familia foi criada
ha cerca de um século atras (Winslow et al. 1916) e a sua definicao tem sofrido profundas
alteragdes ao longo dos anos.

A maior revolugdo na taxonomia bacteriana ocorreu na década de 80 (1980) com a
proposta da analise da sequéncia genética do 16S rRNA para a classificagdo das bactérias
(Woese et al. 1984). Atualmente, as técnicas mais precisas sao os métodos baseados no
genoma, que englobam tipificagdo de acidos nucleicos e a analise da sequéncia genética
(Peix et al. 2018); dentro destas, a analise do 16S rRNA continua a ser uma pega fundamental
para a diferenciagdo entre géneros e de uso obrigatério na descricdo de novas espécies
bacterianas. Porém, o gene 16S rRNA nao é suficientemente discriminatério ao nivel da
espécie em diversos grupos filogenéticos do género Pseudomonas, o que levou a utilizagao
em estudos taxonomicos e filogenéticos de outros genes codificadores de proteinas (Peix et
al. 2018). Estes genes sao analisados regularmente para a descrigao de novas espécies de
Pseudomonas, estando a ser desenvolvida uma base de dados de MLSA (multilocus
sequence analysis), técnica muito Util na diferenciagdo de espécies deste género, designada
PseudoMLSA, com o objetivo de compilar multiplas sequéncias de genes de estirpes-tipo das
espécies descritas desde 2008 (Bennasar et al. 2010).

O numero de linhagens que compéem o género Pseudomonas tem sido alvo de
debate. Atualmente, este € composto por trés linhagens principais, baseadas na sequéncia
de genes 16S rRNA, representadas pelas espécies Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens e Pseudomonas pertucinogena. No entanto, o valor recomendado para
determinar a afiliagdo da espécie bacteriana num género pré-existente tem um limite minimo
de 94,5% para a semelhanca entre as sequéncias de 16S rRNAs. O estudo de Lalucat e dos
seus colaboradores aferiu que o valor mais baixo de semelhanga entre espécies de
Pseudomonas é de 91,2%. Mas, se excluirmos as 17 espécies no grupo P. pertucinogena, 0s
valores de semelhanga ascendem acima dos 95% e, portanto, acima do limite recomendado
para os géneros. Todos os indices indicam, entdo, que a linhagem de P. pertucinogena
deveria ser considerada um género diferente (Lalucat et al. 2020).

O desenvolvimento da gendmica tem causado alteragdes profundas na taxonomia

bacteriana. A analise de sequéncias de genes e o conhecimento da sequéncia completa do



genoma sao hoje mais valorizados que os tragos fenotipicos na identificagdo e classificagao
bacteriana. (Lalucat et al. 2020).

Estudos filogenéticos tém vindo a apontar a grande diversidade de Pseudomonas spp.,
0 que justifica os ecossistemas muito heterogéneos ocupados por estas bactérias. E
necessario reforgar que muitos dos ambientes em que estas podem estar presentes estdo, a
data, inexplorados, tornando previsivel 0 aumento exponencial do numero de espécies nos
proximos anos. Isto, juntamente com a complexidade filogenética do género, levara,
provavelmente, ao aparecimento de novos géneros ou a divisao em mais espécies (Peix et
al. 2018).

1.2. Fatores de viruléncia e patogenicidade

As bactérias podem induzir diversos tipos de morte celular em hospedeiros
eucarioticos, nomeadamente necrose, apoptose e piroptose, sendo que a maior parte resulta
na perda da integridade da membrana e libertagdao do conteudo citoplasmatico (Filloux e
Ramos 2014).

Os produtos bacterianos responsaveis pela alteragdo do estado higido ou da
sobrevivéncia do hospedeiro sdo denominados “fatores de viruléncia”. O estudo e
compreensao destes fatores tém especial importancia na microbiologia, biologia da infegéo e
no desenvolvimento de novas terapias “anti-viruléncia” que, ao contrario das tradicionais, nao
previnem a sintese de componentes essenciais aos processos bacterianos e, portanto, ndo
levam a uma rapida sele¢ao de subpopulagbes bacterianas resistentes (Rasko e Sperandio
2010).

Pseudomonas aeruginosa pode causar multiplas infegbes, locais ou sistémicas,
benignas ou capazes de colocar o hospedeiro em risco de vida. Esta espécie pode expressar
um vasto conjunto de determinantes de viruléncia e uma complexa rede regulatoria de sinais
intra e extracelulares essenciais na patogenia da sua infegao (Timmler e Klockgether 2017).

Uma vez que P. aeruginosa é um organismo oportunista, a invasdo do hospedeiro é
precedida por uma quebra no seu sistema imunitario (Quinn et al. 2011). Esta pode ter
diversas causas que predispdem ao desenvolvimento de infecdo, como a presencga de
doengas concomitantes no hospedeiro ou quebras de barreira desencadeadas, por exemplo,
pela insercdo de cateteres urinarios e vasculares, incisdes cirurgicas ou tubos endotraqueais
(Kerr and Snelling 2009). Esta espécie tem a capacidade de alterar o seu estilo de vida entre
movel ou imovel e adaptar a expressao do conjunto de fatores de viruléncia e mecanismos

empregues consoante o ecossistema em que se encontra (Tummler e Klockgether 2017).



O primeiro estadio da infegcao envolve aderéncia e colonizagdo, ocorrendo fixacdo na
superficie apical ou basolateral do epitélio. Para tal, a bactéria produz diversos tipos de
adesinas, responsaveis pela fixacdo a diferentes células hospedeiras. As adesinas mais
importantes séo os pilis Tipo IV, fimbrias polares, que sofrem extensao e retragéo, e flagelos
(Bucior et al. 2014). As propriedades antifagociticas da exoenzima S (ExoS), o slime
extracelular e os lipopolissacarideos (LPS) da membrana externa da bactéria auxiliam os
processos de colonizagao e replicagdo (Quinn et al. 2011).

Apesar de apresentarem eficacias diferentes, todas as estirpes de Pseudomonas sao
capazes de sofrer internalizagdo em células, tanto fagociticas como nao fagociticas. Este
processo requer um rearranjo do citoesqueleto de actina das células hospedeiras. A
manutencdo desta caracteristica na evolugdo de P. aeruginosa sugere que desempenha um
papel fundamental na sua patogenia e/ou sobrevivéncia no meio ambiente (Bucior et al. 2014).

Apds a invasdo, ha dano dos tecidos causado por uma panoplia de toxinas e enzimas
extracelulares, tais como: a exotoxina A, uma toxina bipartida com componentes de fixacgao,
toxicos e ativos que, ao serem integrados numa célula, bloqueiam a sintese proteica através
de ADP-ribosilagao do fator de alongamento 2, o que resulta em morte celular; a fosfolipase
C, uma hemolisina; e proteases, incluindo a elastase, que medeiam os danos celulares nos
pulmdes e vasos sanguineos (Quinn et al. 2011).

A infecdo pode-se manter localizada ou disseminar-se pelo hospedeiro; este ultimo
processo é favorecido pela ExoS e a toxicidade sistémica é atribuida a exotoxina A e a
endotoxina (Quinn et al. 2011).

Algumas estirpes de Pseudomonas produzem pigmentos que estdo envolvidos na
patogenia da infegéo, como a pioverdina (PVD), que atua como um sideréforo com um papel
importante no estabelecimento do agente patogénico no hospedeiro (Granato et al. 2016). A
producdo de importantes fatores de viruléncia supracitados, como a exotoxina A ou as
proteases, & dependente de PVD pois é induzida pela auséncia de ferro. A estrutura da PVD
€ altamente variavel entre espécies e até mesmo entre estirpes da mesma espécie, como
acontece, por exemplo, em Pseudomonas aeruginosa, que pode expressar para trés tipos
distintos de PVD (Visca et al. 2007). Por sua vez, a piocianina consegue gerar moléculas de
oxigénio reativas e, consecutivamente, produzir dano nas células hospedeiras ao aceitar
diretamente eletrdes de agentes redutores e transferi-los para o oxigénio (Quinn et al. 2011).
Este pigmento, ao alterar o ciclo redox e ao aumentar o stress oxidativo, exerce um efeito
direto em diversas vias de sinalizagao para aumentar a secrecao de citocinas inflamatérias e

acelerar a apoptose dos neutrofilos (Liu e Nizet 2009).



As bactérias de Gram-negativo sdo compostas por uma membrana celular dupla com
um sistema de secregao proteica complexo (Azam e Khan 2019). O sistema de secregéo Tipo
Il (SST3) e os seus efetores sao determinantes significativos de viruléncia de P. aeruginosa
(Timmler e Klockgether 2017). A biogénese e regulagdo do SST3 nesta espécie bacteriana
€ assegurada por trinta e seis genes codificados em cinco operdes que estdo agrupados no
cromossoma de P. aeruginosa. Este sistema complexo pode ser dividido em cinco partes: o
complexo agulha (I), constituido por proteinas que transportam substratos do citosol
bacteriano para o ambiente extracelular; o aparelho de translocagéao (Il), composto por
proteinas que translocam proteinas secretadas para as células hospedeiras; proteinas que
regulam o processo de secregao (lll); proteinas chaperona (1V), que facilitam a secreg¢ao de
proteinas associadas; e proteinas efetoras (V), que sao injetadas para o interior das células

hospedeiras (Hauser 2009).

Membrana célula
hospedeira

Membrana Membrana externa
plasmatica Camada peptidoglicanos
bacteriana Membrana interna

.. /\  Fatores de viruléncia

Figura 1- Esquema representativo do sistema de secregao tipo lll (original da autora)

O complexo agulha (l) € uma estrutura supramolecular constituida por uma base multi-
anel e um filamento em forma de agulha. Pensa-se que este filamento servira de canal para
a passagem de fatores secretados pela bactéria e de moléculas sinal para contacto com a
célula hospedeira. O conhecimento atual acerca deste complexo é limitado, sendo assim
necessario proceder a mais estudos para compreender as suas fungdes concretas no
processo de secregdo. O aparelho de translocagao (Il) inclui um poro criado na membrana

proteica da célula hospedeira que aceita as proteinas efetoras secretadas pelo complexo



agulha e as transporta até a membrana plasmatica da célula hospedeira; em P. aeruginosa,
sdo usadas trés proteinas para a translocacao: PopB, PopD e PcrV. As duas primeiras sao
sintetizadas pelo complexo agulha e interagem entre si e com a membrana da célula
hospedeira para formarem o poro de translocagéo. PcrV também ¢é sintetizada pelos genes
que codificam o complexo agulha, sendo necessaria durante o processo, mas nao parece ser
parte constitutiva do poro. Este aparelho aparenta ter outras fungdes para além do transporte
proteico, uma vez que a formacdo do poro é suficiente para causar a morte das células
hospedeiras, direta ou indiretamente através, respetivamente, do aumento da permeabilidade
da membrana ou da ativagédo de variadas respostas de defesa celular de origem inflamatdria,
que resultam em morte celular por apoptose e necrose. As proteinas responsaveis pela
regulagao da secregao (lll) atuam ao controlar a transcrigcao dos genes do SST3 e ao iniciar
a secregao. As chaperonas (V) ligam-se a algumas proteinas especificas secretadas pelo
SST3, efetoras ou ndo. Esta ligacdo facilita o armazenamento da proteina no citosol
bacteriano e o correto transporte da mesma até ao complexo agulha. SpcS é a chaperona
que se liga tanto a ExoS como a Exo T e é necessaria para a secregdo maxima destas
proteinas; SpcU liga-se a ExoU, nédo tendo ainda sido identificada nenhuma chaperona da
ExoY. Encontram-se identificadas quatro proteinas efetoras (V) de Pseudomonas aeruginosa:
ExoS (a), ExoT (b), ExoU (c) e ExoY (d) (Hauser 2009). Diferentes combina¢des destas
proteinas tém efeitos significativos na fungéo da barreira epitelial e cicatrizagao de feridas
(Kerr e Snelling 2009).

Uma vez que a maior parte das estirpes desta espécie ndo tem o conjunto completo
de genes que codificam para estas proteinas, as proteinas efetoras secretadas definem o
fendtipo de uma estirpe durante a infegdo. ExoS (a) € uma toxina bifuncional com
ribosiltransferase, responsavel pela disrupgao do citoesqueleto de actina, inibigdo da sintese
de DNA, producao de vesiculas, endocitose e, consequentemente, morte celular por apoptose
e necrose. ExoT (b) é semelhante na estrutura e no modo de atuacdo a ExoS, levando
também a morte celular por apoptose. ExoU (c) € uma potente fosfolipase com atividade em
diversos substratos, como fosfolipidos, lisofosfolipidos e lipidos neutros; esta enzima sofre
processamento no interior da célula hospedeira, onde duas moléculas de ubiquitina sao
adicionadas a Lys178 da proteina, mas a importancia desta modificagdo na sua
patogenicidade permanece incerta. Provoca uma rapida morte de células eucaridticas
consistente com necrose, através da perda da integridade da membrana plasmaticaem 1 a 2
horas. ExoY (d) € uma adenilciclase que requer um cofator da célula hospedeira, ainda nao
identificado, para completar a sua atividade enzimatica; provoca disrupgao do citoesqueleto
de actina, inibicdo da captacdo bacteriana pelas células hospedeiras e aumenta a

permeabilidade endotelial (Hauser 2009).



Alguns isolados de P. aeruginosa apresentam uma sobreproducdo de alginato, um
polissacarideo extracelular que origina colénias com uma morfologia mucéide. Pensa-se que
esta substancia tenha diversas caracteristicas que favorecem a sobrevivéncia bacteriana no
organismo do hospedeiro, nomeadamente a eliminagédo de radicais livres libertados pelos
macrofagos, o que proporciona uma barreira fisica que dificulta a fagocitose e a inibigado da
quimiotaxia de neutrofilos e da ativagdo do complemento. O alginato parece também ser
importante na formagao de biofilme por P. aeruginosa (Driscoll et al. 2007).

A formagdo de biofilme €& uma estratégia adotada por estas bactérias para
desenvolverem resisténcia contra os mecanismos de defesa do hospedeiro. Esta habilidade
esta diretamente relacionada com a sua persisténcia no organismo do hospedeiro e em
superficies abidticas, pois ao organizar-se como uma massa complexa de células fixa a uma
superficie, P. aeruginosa pode ser significativamente mais resistente a antibiéticos e biocidas
do que quando se encontra num estado plancténico (Quinn et al. 2011). A organizagdo em
biofilme pode também ocorrer no interior do hospedeiro e esta relacionada com a patogenia
de infe¢des associadas a dispositivos internos (p.e. cateteres) e outros materiais protéticos
(Kerr e Snelling 2009).

Estruturalmente, o biofilme é constituido por uma Substancia Polimérica Extracelular
(SPE), que contém exopolissacarideos, DNA extracelular, proteinas, lipidos e substancias
huamicas e representa 50 a 90% da sua massa orgénica total. A sua formagao ocorre na
seguinte ordem: adeséo do organismo a superficie, multiplicagédo, formagéao e destacamento
do biofilme. Esta estrutura atua como um escudo protetor para as bactérias que o compdem,
mas permite a penetragdo de minerais e outras substancias essenciais para a multiplicacéo
bacteriana (Brindhadevi et al. 2020). No entanto, € criado um gradiente de disponibilidade de
nutrientes e oxigénio ao longo do biofilme, sendo que o nivel destas substancias € mais
reduzido nas camadas internas, fazendo com que as bactérias nelas inseridas apresentem
uma atividade metabdlica mais baixa e um perfil de resisténcia aos antimicrobianos mais
extenso (Drenkard 2003).

As bactérias conseguem comunicar entre elas através de diversas vias biologicas e,
assim, coordenar o comportamento da populagdo. Este mecanismo de regulagdo da
expressao génica dependente da densidade celular € denominado Quorum sensing (QS) e
garante uma maior eficacia e sucesso do comportamento bacteriano. Baseia-se na interagao
entre pequenas moléculas sinalizadoras secretadas pela bactéria, denominadas
autoindutores (Al), e no reconhecimento das mesmas pelos recetores bacterianos. Os Al
usados primariamente pelas bactérias de Gram-negativo sdo os lactona acil-homoserina
(LAH) (Li e Nair 2012). O mecanismo do QS assenta em trés principios: a resposta celular
depende da concentragcdo de Als, em que concentracdes abaixo do nivel limite ndo sao

reconhecidas pelas bactérias enquanto concentragdes elevadas ja despoletam resposta; as



membranas celulares ou membranas citoplasmaticas das bactérias estdo envolvidas na
detecdo dos Als; e, para além de estar envolvida na ativagdo da expressdo génica das
bactérias, a detegao de Als também acelera a propria produgao de mais Als (Brindhadevi et
al. 2020).

O sistema QS em P. aeruginosa responde tanto a mudangas na populagao bacteriana
como a sinais de stress no hospedeiro ou ambiente e tem uma hierarquia de quatro QS
interconectados: /las, igs, pgs e rhl. Os dois sistemas dominantes nesta espécie sdo o las e 0
rhl, responsaveis pela maioria da regulagao fisiolégica e dos fatores de viruléncia. QS atua
em conjunto com o SST3 e os pillis Tipo IV no progresso da infegao desta espécie bacteriana
(Brindhadevi et al. 2020).

1.3. Perfil de resisténcia a antimicrobianos

As infegbes por Pseudomonas spp. podem estar associadas a taxas significativas de
morbilidade e mortalidade (Kerr e Snelling 2009), o que associado ao permanente surgimento
e disseminacdo de estirpes resistentes aos antimicrobianos torna as opg¢des terapéuticas
disponiveis atualmente cada vez mais ineficazes. Investigagdes acerca do perfil de resisténcia
deste microrganismo concluiram que 10,2% dos tratamentos utilizados para infegbes por P.
aeruginosa séao ineficazes (Goémez Alvarez et al. 2005). Esta espécie bacteriana esta inserida
na categoria “critica” na lista estabelecida pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) de
bactérias para as quais a pesquisa e desenvolvimento de novos antibiéticos é urgente
(Rajendran et al. 2019).

A resisténcia deste género bacteriano pode ser dividida em intrinseca, adquirida e
adaptativa (Azam e Khan 2019).

A resisténcia intrinseca caracteriza-se como a habilidade de uma espécie bacteriana
em resistir a agao de antimicrobianos devido a caracteristicas inatas estruturais ou funcionais
(Blair et al. 2015). Agentes patogénicos oportunistas, como P. aeruginosa, podem apresentar
niveis elevados de resisténcia intrinseca devido a produgao de enzimas inativadoras de
antibiéticos, uma reduzida permeabilidade da membrana externa e a expressdo de bombas
de efluxo associadas a multirresisténcias. As células bacterianas sintetizam enzimas que
inativam seletivamente antibidticos através de alteracbes quimicas como a adigao de
sequéncias quimicas especificas ou a destruicdo completa da molécula antibiética. A reducgao
da permeabilidade da membrana bacteriana previne a penetracao de antibidticos na célula e
deve-se, principalmente, a alteragao de proteinas porinas da membrana externa, como por
exemplo as OprD, que sdo proteinas alvo das carbapenemases. Por sua vez, as bombas de

efluxo permitem aos microrganismos regularem o ambiente celular interno ao ejetarem para
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o exterior agentes prejudiciais a bactéria, como antibidticos ou metabolitos toxicos (Azam e
Khan 2019). Cada bomba consiste num sistema tripartido: uma proteina exportadora da
membrana citoplasmatica, uma proteina da membrana externa e uma proteina de fuséo da
membrana que atua como ponto de ligacdo entre a proteina exportadora e a proteina da
membrana externa (Kriengkauykiat et al. 2005).

A resisténcia adquirida em P. aeruginosa pode resultar da obten¢ao de genes externos
através de transferéncia horizontal de genes ou de mutagdes em genes cromossomais. Estes
mecanismos encontram-se relacionados com a producdo enzimatica, regulacdo positiva
mutacional das bombas de efluxo, permeabilidade reduzida a antibidticos e mutagcao dos
locais de agado alvo, resultando em alteragdo quimica ou destruicdo do antibiético. Tanto a
resisténcia intrinseca como a adquirida resultam em alteragdes irreversiveis no fenoétipo
(Azam e Khan 2019).

A resisténcia adaptativa € uma resisténcia induzida que ocorre como resposta a
presenca de agentes antimicrobianos ou a alteragbes das condi¢gdes ambientais em que as
bactérias estdo inseridas. A grande capacidade de adaptagdo de P. aeruginosa pode ser
explicada pelo facto de possuir um dos maiores genomas bacterianos conhecidos até a data,
com uma presenca elevada de genes regulatorios quando comparada com outras espécies
bacterianas. Nesta espécie, muitos genes reguladores estdo envolvidos tanto na resisténcia
a antimicrobianos como na viruléncia da bactéria. Como referido anteriormente,
Pseudomonas spp. consegue alterar rapidamente o seu estilo de vida de plancténico para
séssil, ao organizar-se em biofilme e aumentando assim a sua capacidade de resisténcia aos
antibioticos devido a matriz de exopolissacarideos que atua como uma barreira a difusdo. No
entanto, diferentes antibiéticos atuam em diferentes regides destas massas celulares devido
a distinta atividade metabdlica das células (Azam e Khan 2019). A diferente densidade
bacteriana ao longo do biofilme cria um gradiente de disponibilidade de nutrientes e oxigénio
dentro desta estrutura; assim sendo, as bactérias localizadas numa posigéo periférica tém um
melhor acesso a estes compostos do que as localizadas numa posigao central, levando entao
a diferengas nas suas atividades metabdlicas e a heterogeneidade da populagdo. Uma vez
que a maior parte dos antibiéticos atuam em células metabolicamente ativas, isto resulta em
diferentes suscetibilidades dentro da populagdo do biofiime, o que tem uma contribuicdo
consideravel para a resisténcia do biofilme aos agentes antimicrobianos (Drenkard 2003).

A medida que o aparecimento de infegbes causadas por bactérias multirresistentes foi
aumentando, surgiu a necessidade de criar definicdes harmonizadas a nivel global para a
classificacdo, compreensao e comparacgao de informagao acerca deste fendmeno. Como tal,
um grupo de peritos internacionais juntou-se numa iniciativa do Centro Europeu de Prevencgao
e Controlo de Doengas (CEPCD) e do Centros de Controlo e Prevengéo de Doengas (CCPD)

para criar uma terminologia internacional standard da descrigdo dos perfis de resisténcia
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adquirida. Os perfis foram divididos em trés categorias: multirresistentes (MR), em que o
isolado ndo é suscetivel a pelo menos 1 agente em 3 ou mais categorias de antimicrobianos;
extensivamente resistentes (XR), em que o isolado n&o é suscetivel a pelo menos 1 agente
em todas as categorias exceto 2 ou menos categorias de antimicrobianos e pan-resistentes
(PR), em que o isolado ndo é suscetivel a todos os agentes em todas as categorias

bacterianas (Magiorakos et al. 2011).

1.3.1. Resisténcia a B-Lactamicos

Os B-lactamicos séo uma classe de antibioticos usados frequentemente no tratamento
de infegbes por P. aeruginosa. A resisténcia a estes agentes esta, no entanto, a aumentar e
€ mediada por varios mecanismos, homeadamente clivagem antibiotica por p-lactamases,
expulsédo de antibidticos por mecanismos de efluxo endégenos e diminui¢gdo da captagao de
antibidticos devido a perda de porinas da membrana externa (Poole 2011).

As B-lactamases s&o enzimas que hidrolisam o anel p-lactamico destes antibidticos,
destruindo assim a sua porcao ativa e tornando-os ineficazes (Gomez Alvarez et al. 2005).
Até hoje foram descritas quatro classes destas enzimas, de A a D, todas presentes em P.
aeruginosa (Poole 2011). A divisdo nestas classes tem por base as sequéncias de
aminoacidos. A classe A & composta pelas pB-lactamases de serina; a classe B, constitui as
metalo-f-lactamases, que requerem a presenca de um ido metalico bivalente, geralmente o
ZN?*, para a sua atividade; a classe C, também conhecida como o conjunto de p-lactamases
“‘“AmpC” e a classe D, também denominada por OXA B-lactamases (Hall e Barlow 2005).

Pseudomonas aeruginosa contém, geralmente, genes cromossomais que codificam
duas pB-lactamases enddgenas: AmpC, uma cefalosporinase classe C e PoxB, uma
oxacilinase classe D. AmpC é comum em muitas bactérias de Gram-negativo e a sua
expressao € induzida pela presenca de diversos antibiéticos B-lactdmicos, contribuindo para
a resisténcia intrinseca da bactéria a aminopenicilinas e certas cefalosporinas (Hall e Barlow
2005).

A ativagado do gene ampC é o mecanismo de resisténcia a p-lactdmicos mais comum
em P. aeruginosa (Poole 2011).

Bactérias do género Pseudomonas tém ainda a capacidade de adquirir genes que
codificam para p-lactamases, através de plasmideos ou por transposdes, incluindo
sequéncias de insergéo (Sl) (Poole 2011). Acredita-se que as S| consigam mobilizar genes
cromossomicos de uma bactéria e transferi-los por conjugagéo a outras espécies ou géneros

bacterianos. Este mecanismo de mobilizagdo parece ser de grande importancia pois
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consegue, em teoria, mover qualquer secgao de DNA (Toleman et al. 2006). Apesar das
primeiras B-lactamases adquiridas descobertas serem enzimas de curto espetro e classe A
gue so apresentam capacidade de hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de espetro reduzido,
mais recentemente foram descritas em P. aeruginosa B-lactamases de largo espetro (BLLE)
capazes de hidrolisar, para além destes compostos, cefalosporinas de 32 e 42 geragéao e
monobactamos, sendo o ultimo de uso exclusivo em medicina humana (Poole 2011; WHO
2018).

Os carbapenemos sdo uma classe de antibiéticos p-lactamicos com uso exclusivo em
medicina humana (WHO 2018) muito importante no tratamento de infe¢des causadas por
Pseudomonas spp., principalmente as associadas a bactérias AmpC®, uma vez que apesar
destes compostos serem excelentes indutores de AmpC, a sua rapida atividade bactericida e
estabilidade a hidrodlise tornam-nos eficazes contra estas bactérias antes de terem sido
induzidas quantidades suficientes da p-lactamase (Jones 1998; Poole 2011). O
desenvolvimento mais preocupante na resisténcia de Pseudomonas sera, talvez, o
surgimento da resisténcia a estes compostos pela produgéo de carbapenemases por algumas
estirpes ou pela diminuigéo da permeabilidade da membrana externa a estes antibiéticos (Kerr
e Snelling 2009). As carbapenemases tratam-se de -lactamases capazes de hidrolisar estes
antibiéticos e, em P. aeruginosa, foram detetadas carbapenemases das classes A, D e B. No
entanto, as de classe B sdo as maiores responsaveis por elevados niveis de resisténcia a
estes antibidticos, seguidas pela perda ou alteragéo da fungéo da porina OprD, que permite a

entrada de carbapenemos na célula bacteriana (Gomez Alvarez et al. 2005).

1.3.2. Resisténcia a Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas (FQ) sdo uma classe importante de antibidticos usada
regularmente no tratamento de infegdes por P. aeruginosa, devido a sua seguranga, perfil
farmacocinético e dose oral adequada (Gasink et al. 2006). Esta classe atua na topoisomerase
II' A ou DNA girase e na topoisomerase IV das bactérias, que desempenham um papel
essencial na replicagao, transcrigdo, recombinagao e reparagao do DNA (Poole 2011). No
entanto, P. aeruginosa rapidamente se torna resistente a estes compostos, através de
mutagdes nos genes que codificam para a topoisomerase Il (gyrA) e a topoisomerase IV
(parC) e mutagbes nos genes reguladores das bombas de efluxo (Jalal et al. 2000).

Em bactérias de Gram-negativo, as FQ atuam principalmente na topoisomerase I,
sendo que as mutagdes que conferem resisténcia ocorrem geralmente nos genes que
codificam para esta enzima, sendo que em estirpes altamente resistentes pode também

ocorrer a mutagao adicional do gene que codifica para a topoisomerase IV (Poole 2011).
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Cada bomba de efluxo bacteriana tem um conjunto preferencial de substratos com
origem em agentes microbianos, no entanto, as fluoroquinolonas sdo um substrato comum a
todas as bombas de efluxo Mex conhecidas (Kriengkauykiat et al. 2005). Quatro membros da
familia de resisténcia-nodulagao-divisdo (RND) de bombas de efluxo estdo envolvidos no
metabolismo bacteriano de FQ: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM
(Poole 2011). A expresséo constitutiva de MexAB-OprM apresenta um importante papel nos
niveis de suscetibilidade de Pseudomonas as FQ (Li et al. 2015), uma vez mutagdes nos
genes responsaveis pela sua codificagao irdo provocar uma superexpressao destas bombas
de efluxo, um aumento da excregao dos antibidticos pela bactéria (Gasink et al. 2006) e,
consequentemente, um aumento da concentragédo minima inibitéria (CMI) destes antibidticos
(Driscoll et al. 2007).

1.3.3. Resisténcia a Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos (AG) estao entre os antibiéticos de largo espetro mais usados no
tratamento de doencas infeciosas causadas por bactérias de Gram-negativo (Toleman et al.
2006). Porém, a utilizagao esta, mais uma vez, associada ao desenvolvimento de resisténcias,
com a aquisi¢cao de enzimas modificadoras de aminoglicosideo, a agao de bombas de efluxo
enddgenas e a existéncia de metilases de rRNA (Poole 2011).

As enzimas modificadoras de aminoglicosideo (EMA) levam a inativagao do antibiotico
através de fosforilagdo, acetilagdo ou adenilagédo. A fosforilagdo em P. aeruginosa envolve
fosforiltransferases de aminoglicosideo, sendo as enzimas mais predominantes as que atuam
no grupo 3-OH destes compostos e que concedem resisténcia a AG que nao sao tipicamente
usados no tratamento de infe¢des causadas por esta espécie bacteriana. O processo de
acetilagcdo € levado a cabo por acetiltransferases de aminoglicosideo (AAC); as AAC sao
caracterizadas consoante a posigao do grupo amina que modificam, sendo as mais comuns
as que atuam nos grupos 3 e 6, a 3-N-acetiltransferase de aminoglicosideo [AAC(3)] e a 6'-
N-acetiltransferase de aminoglicosideo [AAC(6’)]. Em P. aeruginosa, a familia de AAC(6’) ¢ a
mais determinante da resisténcia a esta classe de antibioticos, em que duas subfamilias ja
foram descritas: a subfamilia |, associada a resisténcia a tobramicina e a amicacina e a
subfamilia I, associada a resisténcia a tobramicina e a gentamicina. A familia de AAC(3) esta
associada a resisténcia a gentamicina e, menos frequentemente, a resisténcia a tobramicina.
O processo de adenilagdo envolve enzimas conhecidas como nucleotidiltransferases, sendo
a mais comum em P. aeruginosa a ANT(2’)-I, que apresenta capacidade para inativar a
gentamicina e tobramicina mas ndo amicacina e a ANT(4’)-1l, que esta associada a resisténcia

a tobramicina e a amicacina (Poole 2005).
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A resisténcia independente de enzimas de inativacdo ocorre devido a agao das
bombas de efluxo bacterianas que expulsam os aminoglicosideos do meio intracelular
bacteriano, limitando a sua atuagao. Pensa-se que o sistema de efluxo MexXY-OprM é o que
esta mais envolvido neste mecanismo, devido a descoberta constante de mutagdes no gene
mexZ em isolados pan-resistentes de P. aeruginosa; o gene mexZ codifica o repressor MexZ
responsavel pelo controlo do operdo mexXY que, por sua vez, codifica o sistema de efluxo
supracitado (Poole 2011; Oliver et al. 2015).

Mais recentemente foi descoberto um terceiro mecanismo de resisténcia, também
associado a estirpes de P. aeruginosa pan-resistentes, devido a ocorréncia de metilagcao do
16S rRNA do local A da subunidade 30S ribossomal, o que interfere com a ligagao dos AG e
promove o desenvolvimento de elevados niveis de resisténcia a composto clinicamente

relevantes como gentamicina, amicacina e tobramicina (Poole 2011).

1.3.4. Resisténcia a Antibioticos Policationicos

As polimixinas ligam-se a membrana celular da bactéria e provocam a disrupcéo da
sua permeabilidade, levando a libertagédo dos componentes intracelulares (Poole 2011). Tém
uma agao bactericida rapida contra bactérias de Gram-negativo mas, com a sua introdugao
em protocolos terapéuticos, surgiram também preocupagdes acerca dos seus variados efeitos
adversos como nefrotoxicidade, ototoxicidade e blogueio neuromuscular. A descoberta de
novos compostos mais seguros fez com que o uso clinico das polimixinas fosse substituido
gradualmente (Tam et al. 2005).

No entanto, o aumento da multirresisténcia a antimicrobianos levou, novamente, ao
aumento do uso de polimixinas como a ultima opgao terapéutica viavel para infe¢cdes por
Pseudomonas spp. multiresistentes. A utilizacdo destes agentes, principalmente de colistina,
€ muito eficaz no tratamento destas infegbes. Apesar disso, ha ja relatos de isolados clinicos
que apresentam resisténcia a polimixina B e a colistina (Poole 2011).

O método de resisténcia ainda é desconhecido, mas a substituicdo do lipido A do LPS
por arabinose tem sido associado ao desenvolvimento in vitro deste tipo de resisténcia por P.
aeruginosa (Poole 2011).

Com o aumento da ineficacia de diversos compostos contra P. aeruginosa e a
existéncia de estirpes resistentes a colistina, tratamento de ultima linha, torna-se clara a
necessidade urgente de descobrir novas opc¢des terapéuticas mas também de garantir um
uso racional dos recursos disponiveis atualmente, evitando assim as consequéncias

catastréficas que podem advir deste problema de saude publica.
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2. Caracteristicas da infe¢ao por Pseudomonadaceae em répteis

2.1. Caracteristicas gerais dos répteis

Os répteis evoluiram de animais semelhantes aos anfibios ha cerca de 312 milhdes
de anos atras (Rios e Zimmerman 2015) e sao considerados o grupo de vertebrados terrestres
que apresenta o maior grau de diversidade ao nivel da espécie (Tingley et al. 2016). Existem
mais de 10 000 espécies descritas (Tingley et al. 2016), sendo que a maior parte corresponde
a lagartos e cobras, enquanto que as tartarugas, crocodilos e tuataras representam apenas
4,1% de todos os répteis existentes (Uetz 2000).

Taxonomicamente, estes animais pertencem a classe Reptilia (Goodrich 1916). Esta
classe foi caracterizada pela primeira vez em 1768 por Laurenti, com o objetivo de agrupar os
animais tetrapodes excetuando mamiferos e aves (Modesto e Anderson 2004). Nao é
considerada uma classe monofilética, uma vez que os seus elementos ndo descendem de um
unico ancestral comum. Desta fazem parte os ancestrais de Mammalia, os ancestrais das
aves e 0s primeiros amniotes semelhantes aos anfibios, que se adaptaram a um modo de
vida terrestre (Goodrich 1916). As aves e os mamiferos estéo relacionados mais intimamente
aos répteis do que entre si (Jacobson 2007).

A classe Reptilia € constituida por quatro ordens: Chelonia, que engloba tartarugas;
Crocodylia, composta por animais como crocodilos e jacarés; Squamata, que inclui lagartos,
anfisbenas e cobras e Rynchocephalia, constituida por tuataras. A relagao filogenética entre
as trés primeiras ordens ainda ndo esta bem definida (Jacobson 2007).

Os queldnios sao os répteis mais antigos, surgindo antes dos dinossauros ha cerca de
300 milhdes de anos. A ordem Chelonia € composta por 14 familias, 97 géneros e 327
espécies (Divers e Stahl 2019); esta, ainda, subdividida em duas subordens: Pleurodira e
Cryptodira, sendo que a Uultima engloba quase a totalidade das familias de queldnios
existentes (Jacobson 2007). As tartarugas sao os unicos representantes desta ordem que
ainda habitam o nosso planeta e, consoante a espécie, tém uma esperanca média de vida
que pode variar entre os 50 e os 100 anos, em liberdade. A maior parte destes animais
apresenta um estilo de vida aquatico ou anfibio (Divers e Stahl 2019).

Na ordem Crocodylia, ha 24 espécies de crocodilos reconhecidas, divididas em 3
familias: Alligatoridae, Crocodylidae e Gavalidae (Divers e Stahl 2019). A linhagem evolutiva
dos crocodilos € a mesma que deu origem aos dinossauros e as aves (Jacobson 2007). Estes
animais podem ser encontrados em cerca de 90 paises e habitam regides tropicais e
subtropicais. Ao contrario do que se verifica em Portugal, ha paises que permitem manté-los
como animais de estimagao; no entanto, garantir a boa qualidade de vida dos animais € um

ambiente seguro para os tutores é bastante dificil, devido ao tamanho das instala¢des
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necessarias e as particularidades anatomicas e fisiolégicas unicas que os diferenciam dos
restantes grupos de répteis (Divers e Stahl 2019).

A ordem Squamata é a mais diversificada, composta por trés subordens: Sauria,
Amphisbaenia e Ophidia (Jacobson 2007). A subordem Sauria € composta por 16 familias de
lagartos, sendo que estes animais sdo os répteis que apresentam uma morfologia mais
variavel entre si, podendo apresentar ou ndo membros. A subordem Amphisbaenia, engloba
4 familias de anfisbenas, animais exclusivamente subterrdneos que podem ser encontrados
nas regides tropicais dos continentes africano, americano e asiatico. Por sua vez, as cobras
e serpentes estdao categorizadas na subordem Ophidia e, consoante o método de
classificacdo utilizado, o niumero de familias pode variar entre 14 e 17, que habitam
variadissimos ambientes desde desertos a zonas tropicais. As cobras e os lagartos tém uma
afiliacao estreita entre eles e partilham mais de 50 caracteristicas comuns (Divers e Stahl
2019).

A ultima ordem, Rynchocephalia, € formada por apenas 2 espécies de tuataras.
Historicamente, estas espécies podiam ser encontradas em diversas regides a nivel mundial,
no entanto, atualmente centram-se apenas num pequeno numero de ilhas junto a costa da
Nova Zelandia. As classes Rynchocephalia e Squamata estéo relacionadas estreitamente e

compdem a subclasse Lepidosauria (Jacobson 2007).

2.2. Fontes de contaminagao

Apenas um reduzido niumero de espécies bacterianas foi identificado como o agente
causador primario de doenga em répteis, sendo que a maior parte das infegbes clinicas
bacterianas é secundaria a, por exemplo, infegbes virais ou mas condicbes de maneio
(Pasmans et al. 2008).

A pele de répteis saudaveis possui diversas espécies bacterianas, sendo a maior parte
aerdbias de Gram-negativo, o que podera sugerir que estas tenham origem nas fezes dos
animais ou no ambiente em que estes estdo inseridos. Muitos destes microrganismos s&o
potencialmente patogénicos para os seus hospedeiros, nomeadamente Pseudomonas spp.,
que pode levar ao desenvolvimento de doenga cutanea e septicémia (Elkand e Cooper 1980).

Durante o periodo de hibernacéo, ha diminuigdo da temperatura corporal do réptil e,
provavelmente, dos seus mecanismos de defesa, o que pode contribuir para a infecao da pele
por bactérias e/ou fungos (Elkand e Cooper 1980).

O stress é a maior causa da excregao de agentes patogénicos pelo animal (Ebani e
Fratini 2005); esta excregéo pode ocorrer através de descargas respiratorias e diarreia e,

associada a um maneio incorreto, pode promover a disseminagao entre animais da mesma
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comunidade (Divers e Stahl 2019). De facto, um estudo realizado por Colinon et al. em 2010
demonstrou a presenca da mesma estirpe de P. aeruginosa em isolados originarios de agua
e presas utilizadas na alimentacdo dos animais, da cavidade oral dos tutores e da cavidade
oral dos répteis. Isto comprova ndo so a existéncia de diversas fontes de possivel colonizagéo
dos animais, como também a capacidade de ocorréncia de contaminagcdo cruzada entre
cobras e tutores (Colinon et al. 2010).

As mas condigdes de higiene e crueldade animal observadas, por vezes, nas cadeias
de comércio de animais exoticos contribuem para a ocorréncia de traumas e para a
disseminacao de microrganismos e de doencgas. Répteis capturados na natureza podem ter
que suportar condi¢gdes de superlotagado e de stress durante o transporte (Pasmans et al.
2017).

Por sua vez, humidade elevada nas instalagdes favorece a multiplicagdo de agentes
patogénicos bacterianos e fungicos, que poderao colonizar, posteriormente, o réptil (Williams
e Jackson 2016).

As carragas e pulgas podem ser veiculos de diversos agentes microbianos para os
répteis através da sua mordedura (Elkand e Cooper 1980). Um estudo da microbiota presente
em carragas da espécie Ixodes ricinus verificou a presenga de Pseudomonas nestes animais,
apontando o seu potencial como vetor de doenga por este género bacteriano (Tveten et al.
2013).

Em tartarugas anfibias mantidas em cativeiro observa-se uma clara predominancia de
bactérias Gram negativas, uma vez que estes animais estdo frequentemente expostos a
pequenos volumes de agua de aquarios e lagoas, estando submersos num meio que favorece
a proliferacéo de bactérias de origem fecal (Di lanni et al. 2015).

A microbiota comensal de diversas espécies de répteis ainda nao esta bem definida
(Cushing et al. 2011), no entanto, P. aeruginosa ja foi isolada a partir de diversos répteis
aparentemente saudaveis, tanto em estado selvagem como em cativeiro, nomeadamente a
partir da conjuntiva ocular de iguana verde (Iguana iguana) e de tartarugas anfibias e
terrestres e da cavidade oral, fezes e cloaca de cobras e serpentes, o que pode sugerir que
esta espécie podera fazer parte da microbiota comensal destes animais (Colinon et al. 2010;
Taddei et al. 2010; Di lanni et al. 2015).

2.3. Fatores condicionantes ao desenvolvimento de infe¢ao

Os répteis sao animais de companhia ndo domesticados, com poucas caracteristicas
pré-adaptativas. Tém necessidades bioldgicas, psicolégicas e comportamentais inatas que os
predeterminam a vida em liberdade na natureza, onde, apesar de existirem inevitavelmente

fatores desencadeantes de stress, os animais estdo adaptados a lidar com desafios
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especificos desenvolvidos num ambiente equilibrado. Tal equilibrio ndo se verifica ambiente
em cativeiro, uma vez que este estilo de vida encontra-se, frequentemente, associado a uma
ma qualidade de vida em terrarios com dimensdes inadequadas as espécies e pouco
compativeis com a expressao do comportamento normal do réptil (Warwick et al. 2013).

O sistema imunitario destes animais nao esta totalmente caracterizado. Estes tendem
a ter uma resposta imune inata extensa seguida de uma resposta adaptativa mais moderada
(Rios e Zimmerman 2015). A resposta inata ndo requer exposi¢ao prévia ao antigénio para se
desenvolver completamente e é composta por um grupo variado de moléculas e células que
atua rapidamente, como leucécitos nao especificos, lisozimas, péptidos antimicrobianos, a via
do complemento e febre (Divers e Stahl 2019); esta resposta consegue neutralizar e eliminar
diversos microrganismos; todavia, pode haver persisténcia de agentes patogénicos mais
virulentos, o que leva a ativagdo da imunidade adaptativa (Jacobson 2007). Por sua vez, a
resposta adaptativa necessita de exposicdo prévia ao antigénio para se desenvolver
completamente e é mediada por células e anticorpos (Jacobson 2007).

A auséncia de nédulos linfaticos e centros germinativos faz com que estes animais
tenham uma resposta imune muito inferior & dos mamiferos (Rios e Zimmerman 2015). Na
classe Reptilia, o desenvolvimento de uma resposta humoral primaria é muito lento,
demorando cerca de 4 a 6 semanas, enquanto que na classe Mammalia 0 mesmo processo
ocorre em apenas 4 a 6 dias (Sandmeier et al. 2012). Para além disto, o bago dos répteis é
também menos eficaz, o que faz com que estes desenvolvam bacterémia muito mais
rapidamente (Divers e Stahl 2019).

Ao avaliar a resposta imune do animal é necessario ter em conta que os seus
processos complexos podem ser afetados por diversos fatores, intrinsecos ou extrinsecos,
incluindo a idade, estado reprodutivo, caracteristicas genéticas do animal, tipo de antigénio,
temperatura, sazonalidade e stress psicoldgico (Jacobson 2007). E, ainda, reconhecido que
a causa mais comum da diminuicdo da esperanga média de vida de répteis em cativeiro sao
mas condigbes de maneio (Williams e Jackson 2016). Um maneio incorreto podera ter sérias
consequéncias no funcionamento do sistema imunitario do animal ao desencadear um quadro
de imunossupressdo e, consequentemente, favorecer o sobrecrescimento da microbiota
residente ou a invasao por microrganismos potencialmente patogénicos (Cushing et al. 2011).

Como animais poiquilotérmicos, é fundamental a existéncia de uma fonte de calor nas
instalagdes, uma vez que a temperatura afeta intimamente a taxa de mobilizagdo de células
inflamatérias e a producdo de anticorpos humorais, o que pode ser essencial para o
desenvolvimento de doenga (Elkand e Cooper 1980). Os répteis adotam comportamentos que
conduzem a uma hipertermia ou hipotermia voluntaria, de maneira a aumentarem as suas
hipéteses de sobrevivéncia. Instalacbes que ndo o permitam poderdo ter consequéncias

negativas no funcionamento metabdlico, digestivo e imunitario destes animais. Por outro lado,
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a existéncia de uma fonte de calor incorretamente posicionada ou monitorizada pode levar a
queimaduras extensas e graves (Wiliams e Jackson 2016), muito propicias ao
desenvolvimento de infegbes bacterianas por Pseudomonas ou Aeromonas spp. (Elkand e
Cooper 1980).

Num estudo com viboras (Vipera aspis) em cativeiro foi demonstrado que a falta de
abrigo e de uma fonte de calor geram niveis cronicos elevados de cortisol (Bonnet et al. 2013).
Niveis elevados de corticosterdides enddgenos estdo, por sua vez, associados a uma
involugao severa do tecido linfoide e comprometimento imunoldgico (Jacobson 2007).

A sazonalidade tem influéncia na imunocompeténcia dos répteis (Jacobson 2007). E
provavel que durante o periodo de hibernagéo haja uma diminui¢cdo da eficacia da resposta
imune, tornando-os mais suscetiveis ao desenvolvimento de infegao causada por agentes
oportunistas, como Pseudomonas (Cushing et. al 2011).

A pele dos répteis age como uma barreira queratinizada e impermeavel contra a
entrada de microrganismos, sendo a primeira linha de defesa destes animais. Uma falha na
integridade epitelial, causada, por exemplo, por lesdes traumaticas, podera levar a passagem
de bactérias por esta barreira e a ativagao do sistema imunitario inato (Rios e Zimmerman
2015). Tendo isto em conta, € natural que os répteis estejam mais expostos a infegdes
bacterianas durante o periodo da muda de pele, em que a nova pele é mais sensivel e mais
facilmente danificada (Elkand e Cooper 1980).

Determinadas praticas no comércio de exoticos contribuem, em grande escala, para a
criagao de fortes pressodes seletivas que favorecem a patogenicidade bacteriana. Um exemplo
claro é a reproducgao de répteis com mutacdes de cor, individuos apreciados e procurados
pelos colecionadores, que envolve a selegdo de tragcos recessivos e que resulta na
consanguinidade da populagdo, tornando-a mais vulneravel a disseminagdo de doencas
(Divers e Stahl 2019).

2.4. Sinais clinicos e Diagnéstico

Infecdes bacterianas, quer primarias quer secundarias a maneio incorreto,

representam a maior causa de apoio veterinario em répteis (Cushing et al. 2011)

Os indicadores primarios de algum tipo de lesdo, disturbio ou doenga sao,
frequentemente, alteracbes comportamentais. O aumento da exibicdo de acbes como
agresséo, picacismo, prostracado, vigilancia ou inibicdo do comportamento reprodutor pode
estar associado a comportamentos de stress crénico derivados de um estado de doencga.
Como tal, é essencial conhecer o comportamento natural destes animais (Warwick et al.
2013).
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O primeiro passo para um diagnostico correto € proceder a recolha da histéria clinica
detalhada e realizar um exame fisico completo (Divers e Stahl 2019). Um achado comum
associado a infegdes bacterianas em répteis é a presenca de hipertermia voluntaria, uma vez
que, tal como referido anteriormente, estes animais adotam comportamentos que aumentam
a sua temperatura corporal para melhorar as hipéteses de sobrevivéncia (Williams e Jackson
2016).

Perante a suspeita de infecdo bacteriana, dever-se-a proceder a colheita de amostras
relacionadas para realizagéo de cultura e teste de sensibilidade a antibiéticos (TSA). Os
resultados, em conjunto com a avaliagdo da microbiota expectavel das diferentes espécies de
répteis, a quantificagao da multiplicagao bacteriana e os sinais clinicos permitem, geralmente,
o diagndstico definitivo do agente causador e o protocolo de tratamento adequado (Cushing
etal. 2011).

A realizacdo de hemocultura é indicada em casos de suspeita de bacterémia e para
identificagdo de organismos que colonizam locais de dificil acesso para recolha de amostras
(Divers e Stahl 2019).

Encontra-se descrito o isolamento de Pseudomonas spp. em répteis a partir de
amostras colhidas de animais saudaveis mas também a partir de individuos com dermatite,
estomatite, infecdes de ouvidos e olhos, infe¢des respiratorias e abcessos (Ebani e Fratini
2005; Cushing et al. 2011; Divers e Stahl 2019). A espécie mais relevante da familia
Pseudomonadaceae para a medicina de répteis € Pseudomonas aeruginosa. Tendo em conta
que se trata de um agente oportunista responsavel por diversos quadros clinicos, os sinais
exibidos pelos animais sao bastante variaveis consoante o érgao ou sistema afetado. Ao se
detetar a presenca desta espécie numa lesdo do paciente é necessario averiguar quais os

fatores que levaram ao comprometimento imunitario do réptil (Divers e Stahl 2019).

2.5. Tratamento

Em primeiro lugar, € necessario avaliar se é possivel ou ndo a resolugéo da infegéo
por Pseudomonas spp. sem o uso de antimicrobianos e qual a gravidade da doenga. O uso
de antibidticos ¢é indicado prioritariamente em casos em que ndo ha outras opgdes disponiveis
ou quando o atraso da instituicdo terapéutica possa comprometer o bem-estar do animal
(Broens e van Geijlswijk 2018).

Ainda nao estao disponiveis diretrizes de tratamento para infe¢cdbes em animais
exoticos baseadas em evidéncias, pelo que as praticas clinicas utilizadas séao,
maioritariamente, apoiadas em estratégias aplicadas por especialistas individuais nesta area

que se revelaram eficazes (Broens e van Geijlswijk 2018). No entanto, a Federation of
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European Companion Animal Veterinary Associations (FECAVA) criou um fluxograma que
visa auxiliar a tomada de decisao e prevenir o uso desnecessario de antimicrobianos em
animais de companhia, que podera ser ampliado a realidade destes animais (Anexo ).

A obtencgao do perfil de suscetibilidade da espécie bacteriana isolada é necessaria
para a instituicado de um plano de antibioterapia adequado (Divers e Stahl 2019). Esta descrita
a existéncia de associacdo entre a aplicacado de terapia empirica em répteis doentes e o
desenvolvimento de estirpes multirresistentes de P. aeruginosa isoladas a partir de diversos
ofidios, saurios e queldnios (Cushing et al. 2011).

Para evitar o desenvolvimento destas estirpes, a selegcdo de antibiéticos com largo
espetro de acdo deve ser ponderada, pois aumenta o risco de diminuigdo iatrogénica das
bactérias enteropaticas e comensais do animal em detrimento da multiplicagdo de organismos
patogénicos. Assim sendo, o clinico devera favorecer, sempre que possivel, tratamento local
com antissépticos ou antimicrobianos de espetro reduzido (Gibbons 2014).

Em répteis, a administracido parenteral de farmacos devera ocorrer na metade cranial
do corpo de maneira a evitar o efeito de primeira passagem em substancias com excregao
renal ou metabolizagéo hepatica (Gibbons 2014).

E, ainda, importante referir que a chave para a satde dos répteis em cativeiro esta no
maneio e, por isso, qualquer plano terapéutico devera incluir melhorias nesta area, de maneira
a acelerar a recuperagao do animal e prevenir a reincidéncia da doenga (Divers e Stahl 2019).

Com o intuito de contribuir para o conhecimento da antibioterapia em animais exoticos
e estimular a investigagdo nesta area, diferentes departamentos do Hospital Escolar
Veterinario da Universidade de Georgia, Estados Unidos da América, uniram-se para o
desenvolvimento de uma politica de administragao de antibidticos a animais exoticos baseada
no estudo retrospetivo de casos clinicos referidos ao Servigo de Medicina Zooldgica desta
instituicao (Hernandez-Divers et al. 2017). A politica supramencionada esta representada na

tabela 1.
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Tabela 1- Politica de administragdo de antibioticos desenvolvida e aplicada no Servigo

de Medicina Zoologica do Hospital Escolar Veterinario da Universidade de Georgia

Farmacos: Indicagoes: Exemplos:

12 escolha -Prevencdo da infecdo em | -Trimetroprima, sulfonamidas ou combinacdes
animais |murloc9mpromethQs -Tetraciclinas (p.e. oxitetraciclina, doxiciclina)
-Administracdo intraoperatéria ou
endovenosa para prevengao de | -Penicilinas basicas ou potenciadas (p.e. ampicilina,
mfegaq : L penicilina, amoxicilina + acido clavulanico)
-Antimicrobianos de primeira
linha para tratamento de infe¢des | -Macrdlidos basicos e lincosamidas (p.e. eritromicina,
enquanto  se aguarda _0s lincomicina, clindamicina)
resultados da cultura bacteriana
e TSA ou calculo da CMI -Aminoglicosideos

-Cefalosporinas de 12 e 22 geragao
-Quinolonas de 12 geragao (p.e. acido nalidixico)

22 escolha -Apenas quando os resultados da | -Cefalosporinas de 32 geragdo (p.e. ceftazidima,

cultura e do TSA ou célculo da ceftiofur)

CMl indicam que os farmacos de

12 instancia sao ineficazes -Penicilinas penicilinase-resistentes (p.e. meticilina)
-Penicilinas avangadas (p.e. piperacilina, carbenicilina)
-Macrélidos avangados (p.e. azitromicina)
-Fluoroquinolonas de 22 geragao (p.e. enrofloxacina,
orbifloxacina, ciprofloxacina, marbofloxacina)
-Cloranfenicol

32 escolha -Uso restrito ou proibido em | -Glicopéptidos (p.e. vancomicina)
medicina veterinaria -Carbapenemos (p.e. imipenem)

-Cefalosporinas de 4?2 geragao ou superiores
-Fluoroquinolonas de 3? geragao ou superiores (p.e.
levofloxacina)
-Quetdlidos (p.e. telitromicina)
-Lipopéptidos (p.e. daptomicina)

2.6. Utilizacao de biocidas no tratamento de infe¢cées por

Pseudomonas spp. em répteis

Durante o século XX, com o desenvolvimento de diversos biocidas, observou-se um

aumento substancial do numero de compostos ativos usados na desinfecdo, esterilizagao e

assepsia. A concentragao destes agentes na formulagao € determinante para a sua atividade

antimicrobiana, tendo que existir um equilibrio entre a eficacia na destruicdo de

microrganismos e a sua toxicidade para o animal (Maillard 2005).
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Consoante o seu espetro de acao e efeito que exercem, os biocidas sio divididos em
quatro categorias: desinfetantes, antissépticos, esterilizantes e conservantes (Paola et al.
2018). A sua atividade antibacteriana pode ser calculada através dos testes de suspenséao
(Thomas et al. 2005).

Numerosas doengas, nomeadamente de origem viral, imunomediada ou inflamatoria,
podem estar na origem de sinais clinicos frequentemente atribuidos a infegdes bacterianas, o
que pode levar a aplicagao de uma terapia antimicrobiana empirica desnecessaria (Divers e
Stahl 2019).

Na medicina herpetolégica, tal como em outras areas de medicina veterinaria, é
essencial que se reduza a dependéncia de antibidticos para limitar os impactos negativos na
microbiota do individuo e consequéncias alarmantes na saude humana e ambiental (Divers e
Stahl 2019). A terapia local com antissépticos pode apresentar uma eficacia igual ou superior
a antibioterapia sistémica em diversos casos como lesdes cutdneas simples, lesdes
traumaticas com infegdo moderada, pioderma superficial ou otite externa (Broens e van
Geijlswijk 2018; Divers e Stahl 2019).

Os antissépticos mais usados em ambiente hospitalar sdo o alcool, clorohexidina e
iodopovidona (Divers e Stahl 2019; Paola et al. 2018). A pele é a superficie bidtica em que
sdo mais aplicados, devido ao contacto permanente com o ambiente exterior que a torna um
foco comum de infegbes. Ha pouca informacdo acerca do seu uso em répteis, mas em
medicina humana sdo um recurso importante na prevencgdo e tratamento de infegcbes apos
queimaduras, lesdes traumaticas e Ulceras (Paola et al. 2018).

O desenvolvimento de resisténcias a estes compostos € menos provavel que no caso
dos antibidticos, uma vez que o mecanismo dos biocidas envolve diversos locais-alvo e induz
uma rapida morte das células bacterianas. Nao obstante, a utilizacido destes compostos em
concentracgdes bacteriostaticas e, portanto, subletais pode fazer com que estes afetem um
numero menor e limitado de locais-alvo nas células bacterianas, podendo causar tolerancia
(Maillard et al. 1998; Maillard 2005; Thomas et al. 2005). Alguns estudos indicam que
bactérias multirresistentes ndo apresentam menor suscetibilidade a biocidas do que as que
nao possuem um perfil de resisténcia tao elevado (Russell 1999; Maillard 2005; Paola et al.
2018) . Conclui-se, portanto, que sdo necessarios mais estudos para clarificar a existéncia ou

nao de uma ponte de ligagdo entre estes dois mecanismos.

2.7. Estratégias de prevencgao

O estado de saude fisico e mental dos répteis mantidos em cativeiro nao é dependente
das interacbes com os humanos, mas sim da disponibilizacdo de uma 6tima nutricdo e

ambiente ao animal (Pasmans et al. 2017).
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Manter uma espécie como animal de companhia devera ter sempre em vista o melhor
bem-estar e qualidade de vida possiveis. Para tal, antes da ado¢do de um animal de
companhia, os tutores devem reunir o maximo de informacgao possivel e esclarecer quaisquer
duvidas junto de um médico veterinario ou através da consulta de fontes bibliograficas
fidedignas (Pasmans et al. 2017).

As instalagcbes tém um grande influéncia no estado de saude dos animais. Diversos
estudos concluiram que os répteis sdo animais altamente ativos, capazes de percorrer
grandes distancias. Para além disso, adotam posturas fulcrais para a manutengao do seu
conforto. Por exemplo, o posicionamento em linha reta € necessario para garantir o correto
funcionamento do trato gastrointestinal das cobras. Como tal, o alojamento deve ter sempre
dimensdes que assegurem que estes animais sdo capazes de caminhar, expressar os seus
comportamentos naturais e manter um estilo de vida dinamico (Warwick et al. 2013; Williams
e Jackson 2016).

Um ponto critico e que apresenta elevado risco de introducdo de doencas numa
comunidade é a aquisicdo de novos répteis. Os novos individuos devem ser alojados
separadamente e respeitar um periodo de quarentena em isolamento de geralmente 90 dias,
periodo esse que deve ser adaptado consoante a espécie (Pasmans et al. 2008).

Para evitar contaminagdo cruzada, os terrarios e acessorios devem ser desinfetados
regularmente com acidos organicos ou uma diluigdo a 5% de hipoclorito de sddio, por
exemplo. Quanto menor for a quantidade de residuos orgénicos presentes no material e
guanto maior for o tempo de contacto entre as superficies e os produtos quimicos, mais eficaz
sera o processo de desinfegdo (Pasmans et al. 2008).

A manipulagdo dos animais devera ser realizada, idealmente, utilizando luvas. Apds
cada contacto com os répteis ou com o seu ambiente, os manipuladores deverao proceder a
assepsia das suas maos (Pasmans et al. 2008).

Uma vez que os parasitas externos podem ser uma fonte de transmissao de variados
agentes microbianos, nomeadamente bactérias, pode-se proceder a aplicagao de fipronil ou
de uma solugédo de 1mL (10 mg) de ivermectina diluida em 1L de agua nos terrarios para
garantir a desparasitagao dos répteis (Pasmans et al. 2008).

Consultas periodicas de check-up e um despiste regular de doengas com um médico
veterinario contribuem para evitar a disseminacdo de doencas e aumentar a taxa de

sobrevivéncia destes animais em cativeiro (Pasmans et al. 2008).
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2.8. Importancia de Pseudomonas spp. em répteis para a Saude
Publica

Com o decorrer do tempo, a interacado entre humanos e animais tem-se tornado mais
ampla e diversificada. A decisdo de manter um animal de estimacao traz beneficios para o
nosso estilo de vida, mas acarreta também um risco potencial de afetar negativamente a
saude humana através de traumatismos, rea¢des alérgicas ou transmissdo de zoonoses
(Pasmans et al. 2017).

O convivio com répteis envolve ndo sé a possibilidade de envenenamento mas
também de desenvolvimento de infegdes, a partir do manuseamento dos animais ou de lesdes
traumaticas causadas por estes, que podem ser fatais (Dehghani et al. 2016). Ainda que
possa ocorrer transmissado de parasitas, fungos, virus e protozoarios dos répteis para os
humanos, as bactérias sdo os principais agentes patogénicos responsaveis por zoonoses
(Ebani e Fratini 2005).

As mordeduras de répteis sao frequentemente responsaveis por disseminagao
bacteriana. Na Europa, ha poucos dados disponiveis acerca do numero de casos de lesbes
traumaticas em humanos causadas por esta classe de animais, contudo, é estimado que nos
Estados Unidos da América cerca de 810 lesdes de mordedura de iguanas verde (lguana
iguana) sejam tratadas anualmente em ambiente hospitalar de emergéncia (Pasmans et al.
2017).

Grande parte dos traumas causados pela mordedura da espécie de iguana
supracitada sao superficiais e afetam apenas tecidos moles. Apesar disso, ja foram reportadas
lesdes nos tenddes. Cerca de 80% destes traumas ocorrem nos membros superiores dos
humanos, particularmente nos dedos e 19% ocorrem na face. Por sua vez, mordeduras
causadas por tartarugas ja foram responsaveis pela amputagao de dedos, fraturas e danos
nas estruturas neurovasculares subjacentes aos tecidos moles (Hartsell e Madsen 2013).

A regido do corpo humano mais provavel de desenvolver infe¢do e incapacidade a
longo prazo é a méo. Estudos retrospetivos concluiram que cerca de 40% das mordeduras
nesta zona apresentam infegao posterior, provavelmente devido a sua anatomia complexa e
localizagao superficial de estruturas como ossos, articulagées e tenddes (Thomas e Brook
2011).

Estas lesbes sdo capazes de levar ao desenvolvimento de infecbes mais profundas,
com possibilidade de disseminagéo sistémica. Diversos fatores influenciam a sua evolugao,
tais como o estado imunitario, a presenca de doencas concomitantes como diabetes ou

doenca vascular periférica e o abuso do consumo de alcool e podem contribuir para o
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aparecimento de complicagdes como abcessos, artrite séptica, tenossinovite, bacterémia e
endocardite (Thomas e Brook 2011)

Os microrganismos isolados a partir de mordeduras refletem, geralmente, a microbiota
residente na cavidade oral do agressor assim como a microbiota do ambiente em que se deu
o ataque (Thomas e Brook 2011). Encontra-se descrito, por exemplo, que a microbiota oral
das cobras e serpentes tem origem fecal, uma vez que as presas podem defecar na boca
destes animais enquanto sao ingeridas (Abrahamian e Goldstein 2011; Thomas e Brook
2011).

Uma vez que ja foi detetada uma grande diversidade de organismos aerdbios e
anaerdbios neste tipo de lesodes, a realizacdo de uma cultura bacteriana e TSA é, uma vez
mais, essencial para a determinagao de um plano de tratamento adequado (Ebani e Fratini
2005).

Pseudomonas é um género detetado frequentemente tanto na cavidade oral de
diferentes espécies de répteis, como nas lesdes de mordedura que estes provocam (Jalal et
al. 2000; Montgomery et al. 2002; Garg et al. 2009; Abrahamian e Goldstein 2011; Chen et al.
2011; Thomas e Brook 2011). Podem ser causa direta de doenga, principalmente em
individuos imunocomprometidos, ou complicar infecbes pré-existentes ou causadas por
outros organismos. Em humanos, este género bacteriano esté associado a infegdes cutaneas,
do trato urinario, gastrointestinais e respiratorias, dos tecidos moles, dos ossos e das
articulagdes (Ebani e Fratini 2005).

Apesar da escassa informacdo disponivel, existe pelo menos um caso reportado de
artrite séptica por P. aeruginosa numa crianga de 9 anos, em Chester, Inglaterra, associada
a mordedura por um lagarto monitor (Varanus indicus) mantido em cativeiro (Tehrani et al.
2008). Como referido anteriormente, também ja foi comprovada a capacidade de ocorréncia
de contaminagdo cruzada de P. aeruginosa entre cobras e os seus tutores (Colinon et al.
2010).

Estes factos, aliados ao desenvolvimento de estirpes de Pseudomonas resistentes a
multiplos antibiéticos em diversas espécies de répteis (Cushing et al. 2011), demonstram a
importancia de avaliar o impacto real que a manutencdo de répteis como animais de

companhia tem em termos de saude publica.
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CAPITULO Il - Pseudomonas spp. em répteis de companhia: um estudo

retrospetivo

1. Introducgao

Répteis em cativeiro sdo reservatorios de microrganismos zoonoticos, incluindo
bactérias do género Pseudomonas, pelo que o estudo e monitorizagdo da relagéo entre estes
sdo de grande importancia.

A inexisténcia de uma descri¢gao clara da microbiota comensal de diversas espécies
de répteis, assim como a falta de diretrizes e recomendagdes em animais exéticos para o
tratamento de infe¢des bacterianas baseadas em evidéncia, torna o uso de antimicrobianos
nesta classe de animais muito suscetivel ao erro e uma potencial ameaga para a saude
publica.

Como tal, sdo necessarios mais estudos acerca deste tema e uma vigilancia da
administracdo de antimicrobianos a estes animais, assim como do desenvolvimento de

estirpes multirresistentes em répteis.

2. Objetivos do estudo

Os objetivos do presente estudo transversal englobam:

— Calculo da frequéncia de isolamento de Pseudomonas em répteis detidos como
animais de companhia ou de colecao, presentes para consulta no Hospital Escolar
Veterinario (HEV) entre Abril de 2006 e Fevereiro de 2020;

— ldentificacéo de fatores que podem predispor para infegdo por Pseudomonas spp. em
répteis;

— Caracterizagao do perfil de resisténcia a antibiéticos, através do método de difusdo
em disco (Kirby-Bauer), dos isolados recolhidos em consulta;

— Analise dos protocolos terapéuticos aplicados e da sua eficacia.

3. Materiais e Métodos

3.1. Amostra em estudo

O presente estudo retrospetivo baseou-se na analise de informagao recolhida a partir
da base de dados do Laboratdrio de Microbiologia e Imunologia (LMI) da FMV/ ULisboa. Apds

obtencdo e avaliagdo dos relatérios de analises bacteriologicas realizadas no laboratorio no
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periodo de tempo supracitado, selecionaram-se 49 relatorios relativos a 40 répteis. Para
serem incluidos no estudo, os relatérios tinham que descrever a origem da amostra, a espécie
do animal e os resultados completos da analise bacteriolégica, incluindo isolados obtidos e
perfil de suscetibilidade. Posteriormente, para averiguar a possibilidade da existéncia de
caracteristicas dos animais que predispusessem ou influenciassem a infegdo por
Pseudomonas e a possibilidade de relagédo entre a presenca deste género bacteriano e as
doencas desenvolvidas, procedeu-se a pesquisa e recolha das fichas clinicas na plataforma
Guruvet ®, apds autorizagdo do Diretor Clinico do HEV, tendo sindo possivel ter acesso as
fichas de apenas 24 répteis, cujos dados foram entéo utilizados para a analise estatistica do

presente estudo.

3.2. Recolha de dados

Para os 24 répteis incluidos neste estudo foram registados os seguintes dados:
espécie do animal, idade no momento de apresentacdo a consulta no HEV, género,
esterilizado/castrado ou n&o, origem das amostras colhidas e a doenga diagnosticada.

Para os 7 individuos a partir dos quais foi possivel obter isolados posteriormente
identificados como pertencentes ao género Pseudomonas, foram registados, adicionalmente,
0s seguintes dados: espécies bacterianas isoladas, protocolos terapéuticos empiricos
aplicados, resultados dos testes de sensibilidade aos antibidticos (TSA), perfil de resisténcia
e, caso tenha existido, alteracdo da terapéutica empirica instituida com base nos resultados
dos TSA.

3.3. Isolamento e identificagao de Pseudomonas spp.

A equipa do LMI baseia-se em métodos bacterioloégicos convencionais para o
isolamento e identificacdo de agentes potencialmente patogénicos, incluindo Pseudomonas

spp., esquematizados no seguinte fluxograma:
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Dia0
Rececdo da amostra em laboratdrio

Propagacdo em trés meios:
- Agar sangue
- Agar de MacConkey
- Meio liquido Brain Heart Infusion (BHI)

Incubacgao a 37°C durante 24h

WV
Dia 1
Coloragéo de Gram
Observagdo macro e microscopica das culturas
Isolamento em agar sangue do potencial agente patogénico

Incubacgao a 37°C durante 24h

WV

Dia 2
Confirmacgao da pureza da cultura por observagao macro e
microscopica da cultura
Escolha e inoculagao das galerias de identificagdo bioquimica
(API NE para bacilos de Gram negativo e oxidase positivos,
grupo no qual se encontra incluido o género Pseudomonas)

Incubacgdo a 37°C durante 24 a
48h
WV
Dia3
Leitura do teste de identificagéo bioquimica
Realiza¢do do TSA

Incubagdo a 37°C durante 24h

Dia4
Leitura do TSA

Figura 2- Fluxograma dos métodos bacteriolégicos utilizados no LMI para identificagao
bacteriana

As colonias de Pseudomonas spp. apresentam uma morfologia e caracteristicas
bioquimicas préprias, nomeadamente, coldnias alargadas e lisas com limites serrilhados, com
hemdlise variavel em meio de agar sangue, com produgdo de pigmentos difusiveis e
crescimento em agar de MacConkey. Para além disso, este género bacteriano € oxidase e
catalase positivo (Quinn et al. 2011). No entanto, a sua diferenciacéo e identificagdo concreta

é realizada através da utilizagdo de galerias de identificagéo bioquimica.
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3.4. Teste de suscetibilidade a antibiéticos (TSA)

Para a caracterizagao fenotipica do perfil de resisténcia a antimicrobianos de um
agente potencialmente patogénico, a equipa do LMI aplica o método de difusdo em disco
Kirby-Bauer, muito utilizado a nivel mundial devido a sua simplicidade, baixo custo e facilidade
na interpretagéo dos resultados (Hudzicki 2009).

De acordo com o protocolo estabelecido pelo Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI), é utilizada uma cultura pura, anteriormente semeada em agar-sangue e incubada a
37°C, para a concretizagdo de uma suspensao bacteriana, em soro fisiolégico, com um grau
de turvacao de 0,5 na escala de McFarland, correspondente a uma concentracido bacteriana
entre 1 e 2 x 10 UFC/ml. Posteriormente, essa suspenséo & inoculada com o auxilio de uma
zaragatoa estéril na superficie de uma placa de Petri com meio de Mueller-Hinton agar
utilizando a técnica de sementeira por tapete. De seguida, s&o aplicados no agar, discos de
papel com cerca de 6 mm de didmetro, impregnados com uma concentragdo conhecida de
um antibiético. Segundo a base de dados, a suscetibilidade dos isolados obtidos a partir das
amostras répteis foi avaliada em relagdo a um total de 24 antibiéticos em combinagdes
diferentes, incluindo: acido nalidixico, acido fusidico, amicacina, amoxicilina + &acido
clavulanico, ampicilina, carbenicilina, cefalexina, cefoperazona, cefotaxima, ceftazidima,
ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol, enrofloxacina, estreptomicina, gentamicina,
imipenem, marbofloxacina, ofloxacina, penicilina, piperacilina, sulfametoxazol + tripmetroprim,
tetraciclina e tobramicina.

A placa de Petri &, posteriormente, incubada a 37°C durante 24 horas. Realiza-se a
medicdo dos didmetros dos halos de inibicdo de crescimento (mm), que permite a
classificagdo dos isolados como Suscetivel (S), Intermédio (I) ou Resistente (R) a agéo de
cada composto antimicrobiano, apds comparacédo com os valores standard apresentados nas
tabelas de interpretacao definidas pelo CLSI (CLSI 2009).

3.5. Analise estatistica

Ap6s analise da informagao disponivel para cada animal, procedeu-se a organizagao
e criagao de uma base de dados através do programa Microsoft Office Excel ®. Com recurso
a este programa, foi realizada a analise estatistica descritiva das diferentes variaveis dos
animais incluidos no estudo, tais como idade, género, espécie e tipo de doenga diagnosticada
e, ainda, a anadlise estatistica das variaveis presentes nos relatérios de analises
bacteriologicas das amostras colhidas a partir destes animais, tais como tipologia da infegao

(simples ou mista), géneros bacterianos isolados, resultados dos TSA, entre outros.
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Posteriormente, para a analise estatistica inferencial utilizou-se o software R
Commander versao 2.7-0. Tratando-se de um estudo retrospetivo, selecionou-se o modelo
estatistico de regressédo logistica para verificar a existéncia ou ndo de associagao
estatisticamente significativa entre o isolamento de Pseudomonas spp. e a idade, género e
espécie dos animais, assim como o tipo de doencga diagnosticado em contexto de consulta.

Em todos os casos, o nivel de significancia estatistica foi definido como p < 0,05.

CAPITULO IV — Resultados

1. Caracterizagcdao da amostra

Foram incluidos neste estudo retrospetivo 24 répteis presentes a consulta no Hospital
Escolar Veterinario entre Abril de 2006 e Fevereiro de 2020, a partir dos quais foram obtidas
29 amostras para analise bacteriologica.

O grupo de animais em estudo é constituido por 19 queldnios (79%), 2 ofidios (8%) e
3 saurios (13%), nomeadamente 11 machos (46%) e 13 fémeas (54%), todos inteiros. A idade
dos individuos, no momento de apresentagdo em consulta, encontra-se compreendida entre
1 més e 360 meses (30 anos), com uma média de 121,5 meses de idade (=10 anos).

Foi possivel obter a identificagdo ao nivel da espécie de 14 animais, descritos como
pertencentes a 10 espécies diferentes, nomeadamente Trachemys scripta, Eublepharis
macularius, Chamaeleo calyptratus, Mauremys leprosa, Thamnophis eques scotti, Pogona
vitticeps, Pantherophis guttatus, Graptemys pseudogeographica, Mauremys reevesii e Ocadia
sinensis. Os restantes 10 animais, todos queldnios, foram apenas categorizados em relagao
ao seu meio ambiente como tartarugas anfibias.

De acordo com as fichas clinicas, qualificou-se o tipo de doenga diagnosticado quanto
ao sistema de o6rgéos afetado em dermatolégica (n=13), oftalmoldgica (n=5), respiratéria

(n=3), gastrointestinal (n=2) e auricular (n=1).
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Grafico 1- Prevaléncia dos diferentes tipos de doenga diagnosticadas na amostra em
estudo
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Verificou-se, ainda, que quase metade (46%) destes animais se apresentou a consulta
no HEV no periodo da primavera. Dos restantes, 25% apresentou-se no verao, 21% no outono
e apenas 8% no inverno.

Categorizaram-se as amostras colhidas no periodo de tempo abrangido pelo estudo
consoante a sua origem anatomica, sendo 62% de origem cuténea, 28% de origem oral e
10% de origem ocular.

Apos analise dos relatérios das analises bacteriologicas efetuadas pelo LMI, conclui-
se que nao foi possivel obter isolamento bacteriano a partir de 2 amostras (7%) enviadas para
analise, uma delas colhida a partir de um réptil sujeito a antibioterapia prévia. Das 27 amostras
a partir das quais houve isolamento, 59% representam infecbes monobacterianas e 41%

representam infegbes polimicrobianas, associadas a 2 ou mais géneros bacterianos.

2. Isolamento e identificagcao de Pseudomonas spp.

Verificou-se a presenca de Pseudomonas spp. em 10 amostras, o que perfaz uma
frequéncia de isolamento de 35%, a segunda mais elevada da totalidade dos géneros
bacterianos isolados, precedida por Aeromonas spp. Relativamente ao tipo de infegdes, 70%
destas amostras correspondiam a infegbes polimicrobianas e 30% a infegdes
monobacterianas.

Tendo em conta a origem anatémica das amostras enviadas para o laboratorio,

Pseudomonas foi o agente bacteriano isolado mais frequentemente tanto em amostras

33



oculares (67%), como em amostras orais (38%). Em amostras cuténeas foi o segundo género

isolado mas frequentemente (15%), precedido por Aeromonas spp. (39%).

Por sua vez, estas amostras foram obtidas a partir de 7 répteis, 4 quelénios (57%), 2
saurios (29%) e 1 ofidio (14%).. Este grupo de animais € composto por 4 machos (57%) e 3
fémeas (43%), apresentando uma média de 106,9 meses de idade (=9 anos).

Foi possivel isolar este género bacteriano em amostras colhidas a partir de 6 espécies

de animais diferentes, conforme demonstrado no grafico 2.

Grafico 2- Distribuicdo do isolamento de Pseudomonas spp. nas diferentes espécies
incluidas no estudo
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Foi possivel observar que 57% dos répteis em cativeiro a partir dos quais foi possivel
isolar Pseudomonas spp. tém acesso a um ambiente aquatico e 43% vivem exclusivamente
em ambiente seco.

A doenga oftalmoldgica foi a mais frequentemente diagnosticada (43%), seguida de
doencga dermatoldgica (28,5%) e doenga respiratoria (28,5%).

Para melhor compreenséo e estudo, procedeu-se a numeracao destes individuos de
1 a 7. Durante o periodo de tempo supracitado foram colhidas amostras repetidas dos

individuos 4 e 5, em contexto de consulta no HEV, conforme indicado na tabela 2.
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Tabela 2- Caracterizacdo dos animais a partir dos quais foi isolada Pseudomonas spp.

Espécies bacterianas

ID Espécie de réptil Tipo de doencga .
isoladas
Pseudomonas
1 Trachemys scripta Respiratoria fluorescens
Morganella morganii
2 Eublepharis macularius Oftalmoldgica P Se“do".” onas aeruginosa
Alcaligenes faecalis
3 Chamaeleo calyptratus Oftalmologica Pseudomonas aeruginosa
Proteus mirabilis
o L Pseudomonas luteola
4 Tartaruga anfibia Dermatoldgica Aeromonas hydriphila
412 Tartaruga anfibia Dermatoldgica Pseudomonas luteola
Pseudomonas
4.22 Tartaruga anfibia Dermatoldgica oryzihabitans

Aeromonas hydrophila

Pseudomonas sp.
5 Tartaruga anfibia Dermatolégica Aeromonas hydrophyla
Aeromonas sobria

5.1° Tartaruga anfibia Dermatoldgica Pseudomonas
fluorescens

Pseudomonas
6 Mauremys leprosa Oftalmoldgica alcaligenes

Aeromonas hydrophila

7 Thamnothis eques scotti Respiratoria P seudomonas

aeruginosa
ID - identificagdo numérica dos individuos com isolamento de Pseudomonas spp.

3 _ isolados obtidos a partir do ID 4;

b_ isolados obtidos a partir do ID 5

Foi possivel identificar 5 espécies diferentes de Pseudomonas nas amostras
analisadas, sendo que na primeira amostra colhida a partir do individuo 5 apenas foi possivel
a identificagao do isolado a nivel do género. P. aeruginosa foi a espécie mais prevalente nos

animais em estudo e identificada em 10% da totalidade das amostras (N=24).
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Grafico 3- Frequéncia de isolamento das diferentes espécies de Pseudomonas identificadas na
amostra em estudo
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2.1. Relagao entre o isolamento de Pseudomonas e a idade, género e
espécie dos répteis, e o tipo de doenga diagnosticado

Avaliou-se a existéncia de associagao estatistica entre o isolamento de Pseudomonas
e algumas caracteristicas dos répteis, tais como idade, género e espécie, sendo que nao se
observou uma relagao estatisticamente significativa entre estas variaveis, como indicado na
tabela 3.

Tabela 3- Resultados obtidos através de testes de regressao logistica para avaliar a
existéncia de associagao entre o isolamento de Pseudomonas spp. e a idade, género e espécie
dos répteis, e o tipo de doenga diagnosticado; o nivel de significancia estatistica foi definido
como p< 0,05

Valor de p Relagao de probabilidades IC 95%
Idade 0,704 0,994 -1,01
Género 0,851 0,707 - 10,10
Espécie 0,255 0,845 -1,89
Tipo de doenga 0,553 0,392 - 1,65

Quanto ao tipo de doenga diagnosticado, também ndo se observou associagao

estatistica entre esta variavel e o isolamento de Pseudomonas spp. nas amostras.
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3. Teste de suscetibilidade a antibiéticos (TSA)

Durante o periodo de tempo abrangido pelo estudo, o perfil de suscetibilidade dos
isolados identificados como pertencentes ao género Pseudomonas foi determinado utilizando
23 antibidticos, em combinagdes diferentes de individuo para individuo.

Observou-se resisténcia a um ou mais antibiéticos em todos os isolados, O diferente
padrdo usado nao permite concluir o perfil de resisténcia da amostra em estudo em relagéo a
todos os agentes testados. No entanto, ao longo do tempo, houve 3 farmacos que foram
testados em todos os isolados. : cefalexina, em que se observou que 100% dos isolados eram
resistentes a sua agao; amoxicilina combinada com acido clavulanico, em que se verificou
que 20% dos isolados eram suscetiveis e 80% resistentes; gentamicina, em que se verificou
que 60% dos isolados eram suscetiveis e 40% resistentes;

Para a determinacdo do perfil de multirresisténcia dos isolados, procedeu-se a
categorizacdo dos antibioticos consoante o seu modo e local de agdo na célula bacteriana,
como pode ser verificado na tabela 4, tendo como base as definigbes de MR, XR e PR
apresentadas por Magiorakos et al. (2011). Para o estabelecimento de um isolado como nao
suscetivel a agdo de um determinado antibidtico consideraram-se os resultados de

sensibilidade intermédia e de resisténcia.
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Tabela 4- Caracterizagdo dos resultados dos TSA obtidos para os diferentes isolados com
Pseudomonas spp. e classificagao dos respetivos perfis de multirresisténcia tendo em conta
os distintos modos de agdo dos antibioticos utilizados

Mgggode Localdeagdo | AB/ID | 1 | 2 | 3 | 4 |41|42| 5 |51 6 | 7

GTIM | S| S| S| S| R|R|S|R|R | S

Inibicao da _ TBM |[NT| S| S INTINT/R| S| I | R S

smtgse Subumdade 30S do AMC S| S INTINTINTIR | s S INT| s

proteica ribossoma

(ISP) ETM | S |R|NT| S| R|R| S | R |NT|NT

TTC S|R|R|NTIR/  R|R|R|S|R

ISP Fator alongamento G ACF NT [NT| R |[NT|NT| R |NT |[NT| R | NT

ISP Subunidade 50Sdo | CLM | NT | NT | NT |NT | NT | R | NT | NT | NT | NT

ribossoma CLF | [RIR| I |[R|I|R|R| S |NT

CFL R|R|R|R|R|R|R|R|R|R

CFP | S | S [NTNT|NT| R | S | S |NT| S

CFT R|R | NT| I |S|R | I | S |NT|NT

Alteragao CFz R|S | NT|NT/NT|R| S | S |NT|S

da estrutura Cqmad_a de AXC R RIRIRISIRIR R| S R
da parede peptidoglicanos

celular AMP | R |R|NT|R|NT/R| R |R |NT|R

CBC | R|S | NTINTINT| I | R|R NT| S

PNC | R | R | NT|NT|NT|NT|NT|NT|NT|NT

PPC |[NT|S |[NT|NT|NT| R [NT|S |NT| S

ACN | S | R | NT |[NT|NT|NT|NT |NT|NT|NT

Inibicao da _ EFX | S |I [NT/[R|R|R|S | R | I |NT

SIS e DA gliEse € MFX | NT |NT | NT |NT | NT| I | NT | NT | NT | NT
DNA topoisomerase IV

(ISDNA) OFX | S| S| S |NTINT/R| S |S|S|s

CFX | S| S| S|  RINTIR|S|R|S |Ss

ISDNA Tetrahidrofolato SFT R|R|NT|I | I |R|S|R|NT|R

Perfil de multirresisténcia MR|XR|{MR|{XR|XR|PR| MR | XR| - | MR

AB- antibidticos utilizados; ID - identificagdo numérica dos individuos com isolamento de Pseudomonas
spp-; S- sensivel; I- intermédio; R- resistente; NT- ndo testado;

GTM-gentamicina; TBM-tobramicina; AMC-amicacina; ETM-estreptomicina; TTC-tetraciclina; ACF- acido
fusidico; CLM-clindamicina; CLF-cloranfenicol; CFL-cefalexina; CFP-cefoperazona; CFT-cefotaxima; CFZ-
ceftazidima; AXC-amoxicilina + acido clavulanico; AMP-ampicilina; CBC-carbenicilina; PNC-penicilina;
PPC-piperacilina; ACN-acido nalidixico; EFX-enrofloxacina; MFX-marbofloxacina; OFX-ofloxacina; CFX-
ciprofloxacina; SFT-sulfametoxazol + trimetoprim.

Ap06s avaliagao dos resultados dos TSA, foi possivel verificar que 67% dos isolados de
P. aeruginosa podem ser classificados como MR e 33% como XR; 50% dos isolados de P.
fluorescens podem ser classificados como MR e 50% como XR e 100% dos isolados de P.
luteola podem ser classificados como XR. Quanto as restantes espécies bacterianas
presentes em apenas uma amostra, o isolado de P. oryzihabitans é compativel com a
classificagdo de PR, o isolado de Pseudomonas sp. com a de MR e P. alcaligenes nao

apresentou qualquer perfil de multirresisténcia.
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Nos individuos 4 e 5 é, ainda, notoério que ao longo do tratamento ocorreu um aumento
do perfil de resisténcia das bactérias isoladas, de extensivamente resistente para pan-

resistente no individuo 4 e de multirresistente para extensivamente resistente no individuo 5.

Grafico 4- Caracterizagido dos diferentes perfis de multirresisténcia das espécies de
Pseudomonas isoladas
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4. Protocolos terapéuticos em répteis com diagnéstico de infegao por
Pseudomonas spp.

A pesquisa das fichas clinicas dos animais no Guruvet ® permitiu a consulta do
protocolo terapéutico aplicado a cada individuo, quer do protocolo empirico instituido na
consulta, quer da alteragdo do protocolo apds os resultados dos TSA. Nas fichas destes
animais nao vinha descrita qualquer doenca concomitante.

A consulta dos resultados do exame fisico dos individuos com isolamento deste género
bacteriano podera ser efetuada com recurso ao Anexo |l.

Verificou-se que em 71% dos tratamentos empiricos estabelecidos basearam-se em
antimicrobianos para os quais os isolados associados a doenca demonstraram um perfil de
resisténcia no TSA. Em termos de tratamento empirico, a antibioterapia sistémica foi o
protocolo terapéutico mais comum (N=4) , seguido de antibioterapia topica (N=2) e, por fim,

administracao conjunta de ambas (N=1).
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Grafico 4- Distribuicao dos diferentes protocolos de antibioterapia empirica aplicados em
consulta
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No caso do individuo 4, cujo estimulo iatrotrépico foi a presenga de Ulceras cutaneas
disseminadas pelos quatro membros, a terapéutica empirica baseou-se na administracéo
cefazolina. Uma vez que o TSA revelou que o isolado de P. luteola era resistente a este
antibidtico, o protocolo terapéutico foi alterado para aplicagao tépica de gentamicina e terapia
via oral de doxiciclina. Na consulta de reavaliagdo observou-se apenas melhoria ligeira das
lesbes cutaneas, o que motivou a recolha de uma nova amostra (ID 4.1) e realizagdo de
cultura bacteriana e TSA. Foi possivel obter um isolado de P. luteola resistente a gentamicina,
alterando-se entdo novamente a antibioterapia para aplicagdo topica de oxitetraciclina e
aplicacdo intramuscular (IM) de enrofloxacina. Apds observagdo, na consulta de
acompanhamento, de perda de peso e dificuldade na movimentagdo dos membros por parte
do réptil, procedeu-se a recolha de uma terceira amostra cutanea (ID 4.2), onde se detetou a
presenca de P. oryzihabitans ndo suscetivel a acdo de todos os agentes de todas as
categorias de antibidticos testadas, homeadamente gentamicina, tobramicina, amicacina,
estreptomicina, tetraciclina, acido fusidico, clindamicina, cloranfenicol, cefalexina,
cefoperazona, cefotaxima, ceftazidima, amoxicilina com acido clavulanico, ampicilina,
carbenicilina, penicilina, piperacilina, acido nalidixico, enrofloxacina, marbofloxacina,
ofloxacina, ciprofloxacina e sulfametoxazol combinado com trimetroprima. A antibioterapia foi
suspensa, tendo sido substituida por lavagens cutaneas bidiarias com iodopovidona diluida
em agua, numa concentragao de 1:10, o que se revelou eficaz no tratamento da infegéo
durante o acompanhamento clinico, com cicatrizagao cutanea completa, recuperacéo de peso
e do bom estado geral do animal e na auséncia de multiplicagdo bacteriana a partir da quarta

amostra colhida, culminando na alta clinica do animal.
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Por sua vez, o individuo 5 apresentou-se a consulta com diversos abcessos cutaneos
de pequenas dimensdes (<1cm) a nivel periocular. Apds recolha de amostra cuténea e envio
para o LMI para realizacdo de cultura bacteriana e TSA, o protocolo empirico recomendado
preconizou a aplicagdo topica de gentamicina nas lesdes. A analise laboratorial permitiu o
isolamento de uma bactéria do género Pseudomonas sensivel a agado deste antibiético, ndo
se tendo no entanto verificado uma melhoria clinica do animal, tendo ocorrido disseminacao
das lesdes para as comissuras labiais. Consequentemente, o protocolo terapéutico foi
alterado para terapia sistémica com enrofloxacina e cefovecina, o que resultou na cicatrizagao
de alguns abcessos, mas na permanéncia de lesdes cutaneas hemorragicas e de um estado
depressivo da tartaruga. Foi recomendado proceder a recolha de uma segunda amostra
cutanea (ID 5.1) para analise microbioldgica e TSA, que revelou isolamento de P. fluorescens
resistente a acdo da enrofloxacina, tendo-se procedido a alteragdo da antibioterapia para
aplicagao topica de ofloxacina. Este antimicrobiano revelou-se eficaz no tratamento da infegao
durante o acompanhamento clinico, com cicatrizagdo cutanea e recuperagao do bom estado
geral do animal, levando a alta clinica do mesmo.

Os resultados dos TSA dos individuos 1, 2, 3, 6 e 7 permitiram o ajuste da
antibioterapia para um protocolo que se revelou eficaz no tratamento das infegdes.

E importante referir que, tendo em conta o objetivo do presente estudo retrospetivo,
este coloca énfase apenas na antibioterapia aplicada, nao referindo farmacos de outras
classes ou solugdes polivitaminicas incluidos nos protocolos.

Os protocolos de antibioterapia aplicados nos diferentes répteis com isolamento de
Pseudomonas spp., os resultados dos TSA e a adaptagdo dos antibidticos consoante os

resultados destes testes podem ser consultados na tabela 5.
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Tabela 5- Esquematizagao dos protocolos terapéuticos aplicados, dos resultados dos TSA e da adaptagao da terapia consoante estes
resultados ao longo do temponosiD4e 5

Dia 0: Recolha de

D amostra e Resultado TSA Protocolo Resultado 2° Protocolo Resultado 3° Protocolo Resultado
antibioterapia antibioterapia TSA terapéutico TSA terapéutico 4°TSA
empirica
Sensivel a Manutencéo da
1 Enrofloxacina IM . terapia sistémica Alta clinica
enrofloxacina )
com enrofloxacina
Enrofloxacina per Sensibilidade Alteragao para
2 0s P intermédia a terapia per os com Alta clinica
enrofloxacina ciprofloxacina
. . Alteragao para
3 Clozgmi‘iglcol zgf:ntfe Tii; terapia tépica com Alta clinica
P gentamicina
~ Alteracdo para Resistente ou
Alteracdo para RADPRE L a
¢ ; terapia topica sensibilidade Lavagem Auséncia de
. erapia per os com : : . - oo
. Resistente a o . Resistente a com intermédia a cutédnea com multiplicacao
4 Cefazolina IM . doxiciclina e terapia o : i . : . N
cefalexina DI gentamicina oxitetraciclina e todos os iodopovidona; bacteriana;
Opica com A .
entamicina sistémica com antibiéticos Alta clinica
9 enrofloxacina IM testados
Sensivel a Alteracdo para Resistente a Alteracdo para
5 Gentamicina topica gentamicina terapia S|stgm|a com enroﬂo>§acma e terapia toplpa . Alta clinica
mas sem enrofloxacina IM e sensivel a com ofloxacina;
melhoria clinica cefovecina IM cefoperazona
Resistente a Alteragao para
Cefalexina IM e ) terapia per os com .
6 . . cefalexina e e o g Alta clinica
gentamicina topica iy amoxicilina+ acido
gentamicina P
clavulanico
Sulfametoxazol + Resistente a Alteragao para
7 sulfametoxazol terapia per os com Alta clinica

trimetroprim per os

+ trimetroprim

ciprofloxacina
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CAPITULO V - Discussio

1. Caracterizagcdao da amostra

A amostra incluida no presente estudo era composta por um total de 24 répteis, a partir
dos quais foram obtidas 29 amostras que foram enviadas para analise no LMI da FMV -
ULisboa, entre Abril de 2006 e Fevereiro de 2020. Nao foi possivel o isolamento bacteriano a
partir de 2 destas amostras (7%) sendo que uma foi colhida a partir de um réptil sujeito a
antibioterapia prévia. Este valor é inferior ao relatado por Cushing et al. (2011), que justifica a
auséncia de multiplicagdo bacteriana em 17,6% das amostras testadas com a possibilidade
de antibioterapia prévia, erros de colheita e colheita de amostras em zonas do corpo com uma
populacéo bacteriana particularmente elevada, o que podera levar ao consumo de todos os
recursos do meio de cultura e na morte dos microrganismos. A auséncia de multiplicagédo
bacteriana pode indicar a inexisténcia de uma infegéo bacteriana.

Segundo os relatérios das analises bacteriologicas, 59% das amostras foram obtidas
a partir de animais com infe¢cdes monobacterianas e 41% de animais com infegdes
polimicrobianas. No presente estudo, a diversidade bacteriana das amostras foi avaliada
através de métodos bacteriolégicos convencionais muito utilizados globalmente devido ao
baixo custo, consistindo na propagagéo bacteriana em 3 meios distintos e isolamento do(s)
potencial(ais) agente(s) patogénico(s), previamente identificados, em cultura pura. No
entanto, diversos autores tém afirmado que esta abordagem tradicional tem diversas
limitagdes, principalmente devido a reduzida capacidade de determinadas populacdes
bacterianas naturais se multiplicarem num meio artificial restritivo (Fry 2000; Kaeberlein et al.
2002; Rodriguez-Valera 2002). Comparativamente a aplicagdo de métodos moleculares e
genomicos, os métodos standard baseados em cultura detetam apenas 1 a 10% das espécies
bacterianas presentes em grande parte dos nichos ecolégicos (Divers e Stahl 2019). Para
além disso, a selegédo por parte do técnico de laboratério do(s) potencial(ais) agente(s)
patogénico(s) associado(s) a infe¢do no animal podera ser subjetiva e sujeita a erro devido a
inexisténcia de informagdo acerca da microbiota comensal de diversas espécies de répteis
(Cushing et al. 2011). Estes fatores podem afetar negativamente os resultados do estudo ao
contribuirem para uma subavaliagdo dos agentes envolvidos no processo de doencga. No
entanto, os meios convencionais sao, ainda, os recomendados, uma vez que a obtencéo dos
isolados em cultura é essencial para a realizagao do TSA apos identificagao.

De acordo com a origem anatémica das amostras analisadas, 62% eram de origem
cutanea, 28% de origem oral e 10% de origem ocular. Num estudo retrospetivo semelhante

levado a cabo por Cushing et al. (2011), num laboratério do Reino Unido, as amostras mais
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prevalentes também eram de origem cutadnea, oral e, ainda, respiratoria, com uma
preponderancia de 24%, 22% e 22%, respetivamente; foram ainda descritas amostras com
origem em abcessos (14%), ocular (7,5%), interna (4%), articular (1,5%), 6ssea (1%) e
desconhecida (4%). Isto pode dever-se ao facto deste laboratério ser independente e
especializado no diagnéstico de amostras provenientes de animais exéticos, o que contribui
para a amostra ser bastante superior (N=251) e mais diversificada.

A populagéo em estudo era composta por 19 queldnios (79%), 3 saurios (13%) e 2
ofidios (8%). Estes valores s&o muito variaveis entre estudos (Ebani et al. 2008; Cushing et
al. 2011) podendo ser afetados por fatores como a natureza independente ou ndo do
laboratoério e, por isso, da quantidade e variedade de amostras recebidas, a preferéncia por
manter animais exoticos como animais de estimacio no pais onde é conduzido o estudo e,
também, a predilecdo por determinadas espécies de répteis nessas mesmas zonas. Um
estudo revelou que o principal motivo para a adogédo de um réptil como animal de estimagao
é a singularidade destes animais (Klaphake e Smith 2002).

A totalidade dos répteis em estudo eram inteiros no momento de apresentagdo a
consulta. No caso desta classe de animais, a reprodugédo em cativeiro € encorajada com o
intuito de diminuir a pressdo da importagdo de espécies selvagens (Mader 1996) e a
esterilizacdo é, geralmente, apenas recomendada na presencga de disturbios reprodutivos
(Divers e Stahl 2019). Um inquérito realizado por Klaphake e Smith (2002) numa clinica
veterinaria com atendimento exclusivo a animais exéticos no Utah concluiu que somente 0,9%
dos tutores tinham interesse em esterilizar os seus animais, sendo que nenhum destes era
tutor de répteis; concluiu, ainda, que cerca de 68% dos tutores tinham um orgamento maximo
que pretendiam gastar em despesas médico-veterinarias, o que pode resultar numa baixa
prevaléncia desta cirurgia por motivos eletivos.

Apo6s andlise das fichas clinicas, concluiu-se que praticamente metade (46%) destes
animais se apresentou a consulta no HEV no periodo da primavera, 25% apresentou-se no
periodo do verdo, 21% no outono e apenas 8% no inverno, sendo que pode ter havido
influéncia da sazonalidade nos resultados. Diversas atividades essenciais para a
sobrevivéncia dos répteis estdo intimamente ligadas @ manutengdo de uma temperatura
corporal correta (Cowles e Bogert 1944) e a criagao de microclimas adequados dentro das
instalagbes permite aos animais a regulacdo da sua temperatura corporal e das perdas
cutaneas de agua (Divers e Stahl 2019). Como tal, a auséncia de uma fonte de calor nas
instalagdes ira afetar a resposta imunitaria do animal (Elkand e Cooper 1980), sendo este
efeito mais notdério nos meses de inverno, em que a temperatura ambiente é, obviamente,
mais baixa (Divers e Stahl 2019). Para além disso, sdo observadas variagdes sazonais no
timo dos répteis, que sofre regressdo durante o inverno (Jaffredo et al. 2006), o que em

conjunto com um mau maneio, podera tornar estes animais mais suscetiveis ao
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desenvolvimento de infe¢gdes neste periodo (Divers e Stahl 2019). No entanto, a menor taxa
de analises bacterioldgicas realizadas a partir de répteis nos meses frios pode indicar uma
menor afluéncia destes animais ao HEV, o que seria de esperar, uma vez que corresponde
ao seu periodo de hibernagao e, portanto, de inatividade. Por sua vez, o pico de analises
realizadas na primavera podera ser justificado pelo despertar dos animais do estado de
hibernagdo, em que se acredita ocorrer o aumento da sua temperatura corporal e
consequente aumento exponencial da multiplicagdo de agentes infeciosos e parasitarios. Esta
multiplicacdo pode ocorrer a um ritmo superior ao do aumento da resposta imunitaria do réptil
(Divers e Stahl 2019), tornando-o mais vulneravel ao desenvolvimento de doencas e exibi¢céo

de alteracbes comportamentais e sinais clinicos que poderao ser um estimulo iatrotrépico.

2. Isolamento e identificagao de Pseudomonas spp.

Verificou-se uma frequéncia de isolamento de Pseudomonas spp. de 35%, sendo que
este € um valor semelhante ao verificado por Ebani et al. (2008), num estudo realizado em
répteis saudaveis em cativeiro (37%). Esta bactéria ja foi identificada em diversas amostras
provenientes de diferentes espécies de répteis sem sinais de doenga, o que parece sugerir
que esta espécie faz parte da microbiota comensal destes animais (Taddei et al. 2010; Di
lanni et al. 2015). Noutro estudo, Colinon et al. (2010) verificaram que 96% das amostras a
partir das quais houve isolamento de P. aeruginosa tinham origem fecal ou na cloaca, tendo
sido possivel isolar esta espécie a partir de amostras colhidas a partir do mesmo individuo em
periodos de tempo distintos, o que sugere a sua capacidade de adaptacdo as condigdes do
trato gastrointestinal de ofidios em cativeiro. Apesar de estarem presentes em individuos
saudaveis, sendo agentes oportunistas, estdo envolvidos em diversas doengas em répteis
(Ebani e Fratini 2005).

A partir das amostras analisadas, foi possivel identificar 5 espécies diferentes de
Pseudomonas, sendo que relativamente a amostra 5 apenas foi possivel a identificagdo do
isolado obtido até ao género bacteriano. As frequéncias de isolamento das diferentes espécies
foram de 10% para P. aeruginosa, 7% para P. fluorescens e P. luteola e 3% para P.
oryzihabitans e P. alcaligenes. Estes valores sdo muito variaveis entre os diversos estudos
disponiveis, mas num estudo que englobava répteis com sinais de doencga e apresentados a
consulta em CAMV realizado por Cushing et al. (2010), foi obtida uma frequéncia de
isolamento de P. aeruginosa semelhante (7,94%).

O isolamento e identificagdo das espécies foram realizados, ao longo dos anos,
recorrendo a métodos bacterioldgicos baseados na proliferagdo bacteriana em 3 meios
distintos, seguidos do isolamento do(s) potencial(ais) agente(s) patogénico(s) em cultura pura

e, por fim, na identificagdo bacteriana através da inoculagédo de galerias de identificagdo
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bioquimica. Estes métodos tém algumas limitagbes inerentes, ja enunciadas anteriormente,
sendo também importante referir que as galerias de identificagao bioquimica utilizadas no LMI
foram desenvolvidas com o objetivo de identificar isolados de origem humana, o que podera
influenciar os resultados obtidos. De facto, nos individuos a partir dos quais foi realizada
colheita repetida de amostras ao longo do acompanhamento clinico no HEV verificou-se o
isolamento de diferentes espécies de Pseudomonas. No individiduo 4 foi identificada
Pseudomonas luteola a partir das primeiras duas amostras e Pseudomonas oryzihabitans a
partir da terceira amostra; no individuo 5, foi possivel isolar Pseudomonas sp. a partir da
primeira amostra e Pseudomonas fluorescens a partir da segunda. Assim sendo, poderia ter
sido realizada a caraterizagao genética destes isolados, ndo s6 para confirmar a identificagao
de espécie obtida através das galerias APl NE, mas também para confirmar se se poderia
tratar da mesma estirpe, havendo assim persisténcia apds o tratamento, ou se a estirpe
isolada seria resultado de uma nova infegao.

Pseudomonas spp. foi 0 género isolado mais frequentemente em amostras orais (38%)
e oculares (67%), sendo o segundo mais comum em amostras cutaneas (15%). A instalagao
e as condigbes higiénico-sanitarias em que estes animais se encontram sao fatores
determinantes na saude de répteis em cativeiro. Em animais doentes com um estilo de vida
aquatico, anfibio ou terrestre, existe uma predominancia de bactérias de Gram-negativo
aerdbias em zonas do corpo em contacto direto com o ambiente exterior, provavelmente
devido ao contacto com as fezes dos animais ou com a presenca destas bactérias no
ambiente (Elkan e Cooper 1980; Taddei et al. 2010; Di lanni et al. 2015). Assim, o isolamento
mais frequente de Pseudomonas spp. a partir de répteis com acesso a ambiente aquatico
(57%) seria, portanto, expectavel uma vez que estes animais estdo muitas vezes expostos a
pequenos volumes de agua propicios a proliferagao desta espécie bacteriana (Di lanni et al.
2015). A manutencgao de répteis em alojamentos individuais, arejados e com exposigao solar
que permita a termorregulagéo € necessaria para a garantia da saude do animal (Ferreira
Junior et al. 2009).

As amostras a partir das quais foi possivel proceder ao isolamento de Pseudomonas
spp foram associadas a infegbes polimicrobianas (70%) e monobacterianas (30%). Tal como
foi referido anteriormente, devido a utilizagdo de métodos bacterioldgicos baseados em
cultura estes valores devem ser interpretados com prudéncia. No entanto, ja era esperado um
maior numero de infe¢gdes polimicrobianas uma vez que bactérias do género Pseudomonas
sdo altamente adaptaveis e ubiquitarias e expressam mecanismos especificos que lhes
permitem interagir com outras bactérias através da sintese de moléculas sinalizadoras,
denominadas autoindutores, que Ihes permitem formar e sobreviver em comunidades multi-

espécie ao coordenarem a sua atividade em grupo (Tashiro et al. 2013).
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Estas bactérias sdo agentes oportunistas, necessitando de uma quebra prévia do
sistema imunitario do hospedeiro para o desenvolvimento de infegdo (Quinn et al. 2011). Nas
fichas clinicas dos répteis que referem o isolamento de Pseudomonas spp. ndo estavam
descritas quaisquer doencas concomitantes, o que pode indicar que o estado de
imunossupressao dos animais estaria associado a situacdes de stress, a maior causa de
desenvolvimento de infegbes bacterianas nestes animais (Ferreira Junior et al. 2009). Assim
sendo, teria sido importante averiguar em consulta qual o papel do stress na fisiologia das
doencgas diagnosticadas através da avaliagdo de diversos parametros como o comportamento
do animal, alteracdes no funcionamento do sistema nervoso auténomo (SNA), resposta
neuroenddcrina e resposta imune (Martinez Silvestre 2014).

Houve isolamento de Pseudomonas spp. a partir de amostras de 7 répteis, sendo este
grupo constituido por 4 quelénios (57%), 2 saurios (29%) e 1 ofidio (14%). Tal como ja foi
referido, estes valores sdo muito variaveis entre os estudos publicados, podendo ser afetados
pela natureza do laboratdrio responsavel pelos resultados das analises incluidas no estudo
ou pela preferéncia de determinadas espécies de répteis em diferentes areas geograficas.

Apo6s aplicagdo do modelo estatistico de regressao logistica ndo foi encontrada
nenhuma associagao estatisticamente significativa entre o isolamento de Pseudomonas spp.
e a idade, género e espécie dos animais, assim como o tipo de doenga diagnosticado em
contexto de consulta. Estes resultados poderao ter sido afetados pelo fraco poder da amostra
em estudo (N=24).

A idade média de animais com isolamento de Pseudomonas era de 106,9 meses,
cerca de 9 anos, ligeiramente inferior a idade média de 121, 5 meses, cerca de 10 anos, obtida
para a totalidade da amostra em estudo. Em répteis, os efeitos especificos do envelhecimento
no sistema imunitario ndo estdo amplamente descritos e os estudos disponiveis apresentam
resultados ambiguos. Ujvari e Madsen (2011) observaram a diminui¢ao do titulo de anticorpos
humorais com o aumento da idade em pitons de agua (Liasis fuscus) e Plasma et al. (2019)
verificaram a existéncia de imunosenescéncia em lagartos da espécie Crotaphytus
dickersonae. Contrariamente, Zimmermam et al. (2013) n&o relataram alteragbes na
imunidade humoral em tartarugas da Flérida com o aumento da idade. Por outro lado, um
estudo com tartarugas do deserto da espécie Gopherus polyphemus encontrou uma
correlacdo positiva entre a idade dos animais € o numero de espécies bacterianas
observadas, concluindo que existia uma maior diversidade bacteriana em individuos adultos,
quando comparada com individuos jovens (Yuan et al. 2015). Sdo necessarios mais estudos
que visem esclarecer a existéncia ou ndo de uma associacao entre estas variaveis.

Este grupo de animais era constituido por 57% de machos e 43% de fémeas, enquanto
a totalidade da amostra em estudo era constituida por um ndmero mais elevado de fémeas

(54%) que machos (46%). Nao foi observada uma associagao estatisticamente relevante
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entre o isolamento de Pseudomonas spp. e o género dos animais; contudo, sabe-se que este
€ um dos fatores que afeta a resposta imune em répteis devido a influéncia de corticosteréides
enddgenos variaveis entre os géneros, como a testosterona e a hidrocortisona, que sofrem
um aumento duradouro durante o outono/inverno, o que resulta num estado de
imunossupressao dos animais. Assim sendo, a sazonalidade tem efeitos distintos entre os
dois géneros, sendo que os machos apresentam niveis de testosterona mais elevados e
respostas imunes menos vigorosas (Jaffredo et al. 2006).

Observou-se a presenga do género bacteriano em estudo em individuos das espécies
Trachemys scripta, Eublepharis macularius, Chamaleo calyptratus, Mauremys leprosa e
Thamnophis eques scofti e também em tartarugas anfibias. Para efeitos estatisticos e
descritivos, teria sido importante determinar, em consulta, a espécie exata dos individuos
designados nas fichas clinicas como tartarugas anfibias. Dado a pouca disponibilidade de
estudos acerca da microbiota comensal de diversas espécies de répteis, a informacao
disponivel acerca da frequéncia de isolamento de Pseudomonas spp. nestes animais é
também muito escassa e pouco conclusiva, pelo que sao necessarios mais estudos nesta
area.

Quanto ao tipo de doenga, verificou-se uma predominancia de doenga oftalmolégica
(43%), seguida de doenga dermatoldgica (28,5%) e respiratoria (28,5%) em animais a partir
dos quais foi possivel isolar Pseudomonas spp. Diversas espécies de Pseudomonas estéao
descritas como agentes infeciosos comuns associados a epidermites/dermatites, estomatites,
pneumonias, osteomielites/artrites, otites internas e quadros de septicémia em queldnios. Em
saurios e ofidios estdo associadas a estomatites, abcessos cutaneos, dermatites,
pneumonias, enterites, hepatites, osteomielites, uveites e conjuntivites (Isaza e Jacobson
2013). No entanto, € necessario ter em conta que este género inclui agentes oportunistas e
que pode, portanto, ser responsavel por diversas doengas consoante o 6rgéo ou sistema de

orgaos afetados e a capacidade de resposta do sistema imunitario do hospedeiro.

3. Teste de suscetibilidade a antibiéticos (TSA)

O perfil de suscetibilidade dos isolados identificados como Pseudomonas spp. foi
determinado, entre Abril de 2006 e Fevereiro de 2020, utilizando 23 antibidticos em
combinagdes diferentes. A grande variedade de agentes utilizados ao longo dos anos poder-
se-a dever, principalmente, a adaptagdao do protocolo ao diagnéstico de infe¢des
polimicrobianas, uma vez que € habitual testar os mesmos antibiéticos para avaliar a
suscetibilidade dos diferentes géneros bacterianos presentes na amostra; a adaptagao da
escolha dos antimicrobianos a testar consoante a origem anatémica das amostras; ou, ainda,

a escolha dos farmacos para o TSA pelo clinico do HEV. Esta grande diversidade impossibilita
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a determinacdo do perfil de suscetibilidade dos isolados relativamente a totalidade dos
antibiéticos aplicados.

Contudo, a avaliagao da suscetibilidade a 3 antibitticos foi realizada em todos os
isolados: cefalexina, relativamente a qual 100% dos isolados ndo foram suscetiveis a sua
acao; amoxicilina com acido clavulanico, tendo-se verificado que 20% dos isolados eram
suscetiveis e 80% nao suscetiveis a este antimicrobiano; e gentamicina, antibidtico
relativamente ao qual 60% dos isolados se revelaram suscetiveis e 40% resistentes. Ha
poucos estudos disponiveis que tenham incluido cefalexina no protocolo de TSA para
Pseudomonas spp. em répteis; no entanto, um estudo por Foti et al. (2013) refere uma taxa
de ndo suscetibilidade relativamente a 78,3% dos isolados analisados. Para amoxicilina com
acido clavulanico, Foti et al. (2013) verificaram um valor de nao suscetibilidade inferior (70%),
Tang et al. (2020) obtiveram um valor semelhante (86%), enquanto Ebani et al. (2008)
registaram que 100% dos isolados incluidos no seu estudo ndo eram suscetiveis a agéo desta
combinagdo antibidtica. A gentamicina foi, em todos os estudos, um dos antibidticos com
maiores taxas de suscetibilidade (Ebani et al. 2008; Foti et al. 2013; Tang et al. 2020).

Estas variagbes sdo esperadas entre os diversos estudos devido as diferentes
caracteristicas inerentes dos mesmos. Dois deles correspondiam a estudos experimentais e
o outro a um estudo retrospetivo; a populagdo em estudo variou entre répteis subclinicos, ou
seja, com auséncia de sinais clinicos, e répteis apresentados a consulta num hospital escolar
veterinario; a natureza anatémica das amostras enviadas foi diferente, sendo que cada um
dos estudos se foca ou em amostras de diversas origens, ou unicamente em amostras fecais
ou em amostras orais; a temperatura utilizada nas analises bacteriolégicas também variou
entre os 30°C e os 37°C; por fim, dois dos estudos utilizaram as normas do CLSI para
interpretagdo dos resultados dos TSA, o que estda em concordancia com as utilizadas no
presente estudo, enquanto o outro utiliza as normas publicadas pela Oxoid, o que trara,
inevitavelmente, algum grau de desconformidade na comparagéo dos resultados publicados
por cada um (Ebani et al. 2008; Foti et al. 2013; Tang et al. 2020).

Poderia ainda ter sido calculada a concentragdo minima inibitéria (CMI) dos
antibioticos testados, uma vez que, apesar dos TSA fornecerem informagao importante acerca
da sensibilidade in vitro dos isolados, os resultados nem sempre se refletem in vivo. Por sua
vez, a determinagdao da CMI garante um conhecimento mais objetivo e quantitativo do perfil
de suscetibilidade (Hernandez-Divers et al. 2017).

Da amostra em estudo, é possivel concluir que 67% dos isolados de P. aeruginosa
podem ser classificados como MR e 33% como XR; 50% dos isolados de P. fluorescens
podem ser classificados como MR e 50% como XR e 100% dos isolados de P. luteola podem
ser classificados como XR (Magiorakos et al. 2011). Quanto as restantes espécies bacterianas

presentes em apenas uma amostra, P. oryzihabitans € compativel com a classificagéo de PR,
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Pseudomonas sp. com a de MR e P. alcaligenes ndo compativel com qualquer perfil de
multirresisténcia. Esta categorizagao foi baseada na publicagcdo de Magiorakos et al. (2011);
contudo, foi necessario fazer uma adaptacao das definicoes estabelecidas neste estudo de
2011 dado que nao foi utilizada a totalidade do conjunto de antibidticos sugeridos pelos
autores, o0 que seria de esperar, uma vez que as analises bacterioldgicas levadas a cabo no
LMI pretendem auxiliar a escolha do protocolo terapéutico mais apropriado e nao proceder a
caracterizacao do perfil de multirresisténcia dos isolados.

A informacéao acerca do perfil de multirresisténcia de isolados de Pseudomonas spp.
obtidos a partir de répteis € muito escassa. Em medicina humana, tem sido descrito um
aumento da presenga de BLLE e carbapenemases em P. aeruginosa, associado a um
aumento de isolados classificados como MR, que chegam a atingir prevaléncias entre 15% e
30% em inumeras zonas do mundo. Para além disso, uma proporgdo preocupante destes
isolados séo, também, compativeis com os critérios de XR (Oliver et al. 2015). Um estudo que
se focou na analise de isolados de P. aeruginosa obtidos a partir de doentes com bacteriémia
em Espanha concluiu que 28% eram MR e 52% XR (Oliver et al. 2015), o que reforga a
importancia de investigagao futura deste tema ndo s6 em medicina de répteis, como em todas
as areas da medicina veterinaria, sobretudo em bactérias zoondéticas como Pseudomonas,
com o objetivo de contribuir para a manutencdo da saude das pessoas, dos animais e do
ambiente.

Nos individuos 4 e 5 foi observado um aumento do perfil de resisténcia dos isolados
ao longo dos tratamentos realizados no HEV. Isto pode sugerir o desenvolvimento de
mecanismos envolvidos em processos de resisténcia adquirida e adaptativa. Apenas foram
analisados os resultados dos TSA obtidos para as diferentes espécies de Pseudomonas
identificadas, tendo sido excluidos da base de dados os resultados de quaisquer outras
espécies isoladas a partir de amostras correspondentes a infegdes polimicrobianas. Contudo,
nao pode ser ignorada a possibilidade da transferéncia horizontal de genes associados a
antibiorresisténcia entre diferentes isolados estar na origem deste aumento (Azam e Khan
2019). Tem sido descrita a relagédo entre a ocorréncia de mutagées em genes cromossomais
e a expressdao de mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos como, por exemplo,
aumento da acdo das bombas de efluxo ou mutagdo dos locais alvo na célula bacteriana
envolvidos no mecanismo dos antibidticos e, consequentemente, permeabilidade reduzida a
estes agentes (Azam e Khan 2019). As bactérias deste género tém, também, a capacidade
de alterar o seu estilo de vida e adaptar a expressao de fatores de viruléncia de acordo com
o0 ecossistema em que se encontram (Tummler e Klockgether 2017), devido em grande parte
a elevada presencga de genes regulatérios no seu genoma, em comparagdao com outras

espécies bacterianas (Drenkard 2003).
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4. Protocolos terapéuticos em répteis com diagnéstico de infecao por
Pseudomonas spp.

No presente estudo retrospetivo, observou-se que enquanto se aguardava pelos
resultados das analises bacterioldgicas foram administrados antibioticos, por diversas vias, a
todos os animais a partir dos quais foi possivel isolar Pseudomonas spp. (Anexo |). Encontra-
se descrito que o uso de antimicrobianos deve ter como base uma forte suspeita de infecao
bacteriana primaria ou de envolvimento bacteriano secundario e que diversos fatores devem
ser tidos em conta na escolha do tratamento empirico, principalmente os agentes infeciosos
mais prevalentes em infecdes em répteis e o espetro de agdo dos diversos agentes
antimicrobianos (Ilsaza and Jacobson 2013; Hernandez-Divers et al. 2017; Broens e van
Geijlswijk 2018). E ainda importante o clinico ter conhecimento da farmacocinética especifica
para aquela espécie animal ou, caso ndo existam estudos disponiveis, para uma espécie
semelhante (Gibbons 2014). Esta, também, recomendado reservar a administracao empirica
de antibidticos para casos clinicos em que outra opg¢ao ndo seja viavel, como a aplicacéo de
biocidas topicos, e em que o atraso do inicio da antibioterapia comprometa o bem-estar do
animal (Broens e van Geijlswijk 2018).

Concluiu-se que 71% tratamentos empiricos utilizados nao se revelaram eficazes, uma
vez que os isolados ndo eram suscetiveis a agdo dos antibiéticos administrados. A falta de
estudos e, portanto, de disponibilidade de informagdo sobre protocolos de antibioterapia
nestes animais dificulta a concretizacdo de um plano de antibioterapia eficaz (Tang et al.
2020). E importante referir que este é um grupo de vertebrados muito heterogéneo, com uma
grande diversidade de espécies, com caracteristicas anatomicas e fisiologicas unicas e com
poucas caracteristicas pré-adaptativas a vida em cativeiro e ao contacto com o Homem, o que
faz com que a seguranga durante a contengéao influencie a escolha do farmaco e da via de
administracao (Isaza e Jacobson 2013; Warwick et al. 2013).

Os antibidticos utilizados nos protocolos empiricos aplicados nos animais em estudo
foram sulfametoxazol com trimetroprima, gentamicina cefazolina, cefalexina enrofloxacina e
cloranfenicol. De acordo com a politica de administragao antibiética desenvolvida pelo Servigo
de Medicina Zoolégica do Hospital Escolar Veterinario da Universidade de Georgia, Estados
Unidos da América, combinagbes de sulfonamidas e trimetroprima, aminoglicosideos e
cefalosporinas de 12 geragdo sao considerados como primeira linha de tratamento e de
recurso util enquanto se aguarda pelos resultados das analises bacterianas. Por sua vez, de
acordo com o estudo supramencionado, o uso de fluoroquinolonas de 22 geragédo e
cloranfenicol s6 deve ser considerado apos obtengao dos resultados do TSA (Hernandez-
Divers et al. 2017; BSAVA 2020). Os resultados obtidos por Tang el al. (2020) estdo em

concordancia com esta norma, ao concluirem que sulfametoxazol em combinagdo com
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trimetroprima, aminoglicosideos, penicilinas basicas como ampicilina ou tetraciclinas como
doxiciclina eram boas opc¢des para tratamento empirico em répteis com suspeita de infecédo
por bactérias de Gram-negativo. No entanto, o protocolo terapéutico deve ser adaptado a
cada caso e ter em conta a disponibilidade e formulagdes dos diferentes agentes.

A enrofloxacina foi prescrita aos individuos 1 e 2, que apresentavam doenca
respiratoria e oftalmolégica, respetivamente. No caso do primeiro individuo este protocolo
revelou-se eficaz com suscetibilidade do isolado a sua acao e cura clinica do animal. No caso
do segundo animal, o isolado revelou-se ndo suscetivel a sua agdo. De acordo com a literatura
consultada, como farmaco de primeira escolha alternativo poderia ter sido utilizada
gentamicina topica (Isaza e Jacobson 2013; Divers e Stahl 2019; BSAVA 2020). Contudo, em
Portugal ndo ha nenhuma formulagao deste agente licenciada para répteis (MedVet 2015), o
que tornaria necessario extrapolagado da dose a administrar a partir das doses recomendadas
para caes e gatos.

O cloranfenicol foi administrado ao individuo 3, que apresentava doenga oftalmolégica,
sendo que no TSA o isolado se revelou ndo suscetivel a sua agédo. Perante este resultado, o
clinico alterou o protocolo para terapia tépica com gentamicina. Este antibidtico também
poderia ter ser utilizado alternativamente ao cloranfenicol como farmaco de primeira escolha
(Isaza e Jacobson 2013; Divers e Stahl 2019; BSAVA 2020), apesar de ser necessario
proceder a extrapolacdo da dose.

A via de administragédo sistémica foi a mais utilizada (57%), seguida da via topica
(29%) e, por fim, da utilizagdo conjunta de antibioterapia sistémica e tépica (14%). A escolha
da via é um processo muito importante em répteis, visto que estes animais tém diversas
caracteristicas Unicas que influenciam a farmacocinética dos antimicrobianos e,
consequentemente, a resposta ao tratamento (Isaza e Jacobson 2013). No caso do individuo
5, ocorreu a prescricdo empirica de gentamicina tépica e, apds chegada dos resultados do
TSA, concluiu-se que o isolado era sensivel a este agente. No entanto, ndo se observou
melhoria clinica do animal, o que pode ter diversas causas. Os répteis com infegcdes
bacterianas tendem a desenvolver exsudados solidos no interior de lesdes granulomatosas
discretas, o que pode afetar a penetragdo dos antimicrobianos (Isaza e Jacobson 2013).
Sendo animais poiquilotérmicos, a temperatura ambiente em que o réptil € mantido pode
afetar diretamente a farmacocinética dos agentes (Divers e Stahl 2019). Um estudo com
tartarugas da espécie Gopherus polyphemus revelou que a duragao da agéo da amicacina
era muito inferior em tartarugas mantidas a 30°C, quando comparada com as tartarugas
mantidas a 20°C (Caligiuri et al. 1990). Outra causa possivel do insucesso da antibioterapia
aplicada é a falta de cooperagao dos tutores ou o ndo seguimento das recomendagdes do

clinico.
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Esta descrito que, em determinados casos, a terapia local com um biocida ou
antibidtico pode ser igualmente ou até mais eficaz que terapia sistémica (Divers e Stahl 2019).
No caso do individuo 4, diagnosticado com doenga dermatolégica, foi possivel observar um
aumento do perfil de resisténcia dos isolados obtidos a partir de amostras recolhidas ao longo
do tratamento, sendo que o ultimo isolado identificado, P. oryzihabitans, ndo era suscetivel a
todos os antibidticos testados, verificando-se igualmente um agravamento do estado geral do
animal. Deste modo, o clinico recomendou lavagens bidiarias com iodopovidona, o que se
revelou o Unico protocolo eficaz, permitindo cicatrizacdo cutdnea completa, recuperagao do
bom estado geral do animal e auséncia de multiplicagao bacteriana a partir da quarta amostra
cutanea colhida. A descricdo deste caso podera, entao, demonstrar a eficacia da aplicagcao
de biocidas tépicos em afegbes cutdneas em répteis e sugerir a utilizagdo empirica destes

agentes microbianos como uma opgao valida, enquanto se aguarda pelos resultados dos TSA.

5. Limitagoes do presente estudo retrospetivo transversal

As principais limitagBes deste estudo prendem-se com a sua natureza retrospetiva,
que teve por base a andlise da base de dados do LMI e, posteriormente, das fichas clinicas
dos animais incluidos no estudo, o que resultou numa populacdo de 24 répteis. Assim, nao
foi possivel a observagao direta dos animais e o contacto com os tutores para recolha de
quaisquer informacgdes adicionais, ausentes no historial clinico consultado. Esta populagéo
corresponde a um baixo poder de amostra em estatistica inferencial, o que justifica o caracter
maioritariamente descritivo deste trabalho.

O elevado intervalo de tempo abrangido, de cerca de 14 anos, pode afetar os
resultados uma que vez tera ocorrido, indubitavelmente, atualizagdo quer dos conhecimentos
herpetoldgicos, quer da medicina dos animais exoticos. Para além disso, a grande diversidade
de antibidticos utilizados para identificar o perfil de suscetibilidade dos isolados obtidos a partir
dos répteis impossibilita a determinacio do perfil de suscetibilidade relativamente a totalidade
dos antibidticos aplicados.

Os resultados poderao ainda ser afetados por variagdes individuais no diagnéstico e

tratamento dos répteis, visto que foram avaliados por clinicos diferentes.
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CAPITULO VI - Conclusiao

A reduzida literatura existente ndo s6 sobre a prevaléncia de infegcdes por
Pseudomonas spp. em répteis e as suas caracteristicas, mas também sobre a microbiota
comensal de diversas espécies destes animais, torna clara a necessidade de mais estudos
acerca da interacdo entre seres procariotas e a classe Reptilia.

Nao foi observada uma associagéo estatisticamente significativa entre o isolamento
deste género bacteriano e caracteristicas dos répteis, como idade, género e espécie. O
mesmo foi verificado com o tipo de doenga diagnosticado em consulta. Estes resultados
poderao ter sido afetados pelo fraco poder da amostra (N=24).

Este estudo contribui para a expansado do conhecimento deste tema na realidade de
Lisboa, cidade base do Hospital Escolar Veterinario da FMV-ULisboa. Os perfis de
multirresisténcia obtidos sdo preocupantes, uma vez que os isolados se revelaram nao
suscetiveis a agao de diversos antibidticos utilizados frequentemente na medicina de répteis.
Assim sendo, é essencial, numa perspetiva futura, a padronizagao especifica dos protocolos
dos testes de sensibilidade a antibidticos para amostras colhidas a partir de répteis, de
maneira a poder tirar conclusbées alargadas a totalidade dos antimicrobianos testados e
garantir que os agentes usados estdo adaptados a realidade clinica quotidiana. O calculo da
concentracdo minima inibitéria para quantificacdo da suscetibilidade antimicrobiana é,
também, recomendada.

Os resultados supramencionados alertam também para a imprescindibilidade da
criacdo de uma politica de administracdo de antibiéticos em répteis, com uma hierarquizagao
dos agentes, de maneira a garantir uma prescricao segura e universal.

A eficacia do tratamento de uma infegdo cutanea grave causada por Pseudomonas
sp. ndo suscetivel a todos os antibiéticos utilizados, através da aplicagao de um antisséptico
topico, pode sugerir que esta abordagem seja valida noutros casos clinicos e uma opgao
adequada para tratamento empirico enquanto se aguarda pelos resultados do TSA ou do

calculo da CMI.
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Anexo | - Fluxograma criado pela

decisdo da presenca de antibidticos
no protocolo terapéutico




Anexo Il — Descrigao do exame fisico dos 7 animais a partir dos quais foram obtidos isolados de Pseudomonas spp.

. . Estimulo . o Antibioterapia empirica
ID Espécie animal . . Exame fisico da primeira consulta no HEV
iatrotrépico
Expulsao de secrecao de aparéncia purulenta da Enrofloxacina IM
) . cavidade oral; Diagndstico de pneumonia apos
1 Trachemys scripta Anorexia _ . L
interpretacdo de exame radiografico efetuado em
contexto de consulta.
Eublepharis _ Depressao do olho direito e presenca de uma pelicula Enrofloxacina per os
2 ) Oftalmolégico ]
macularius esbranquicada.
Presenga de um nddulo no olho esquerdo; animal Cloranfenicol topico
3 | Chamaeleo calyptratus Oftalmolégico aparenta estar invisual e adota comportamentos de
automutilacdo da cauda.
Ulceras cutaneas grave disseminadas nos quatro Cefazolina IM
4 Tartaruga anfibia Dermatolégico membros; sem alteragdes na palpacao celémica; boa
condic¢ao corporal; hidratacdo normal.
Presencga de diversos abcessos cutaneos de pequenas Gentamicina topica
5 Tartaruga anfibia Dermatolégico dimensbes (<1cm) a nivel periocular; boa condigao
corporal; hidratagdo normal.
o Exoftalmia unilateral esquerda com panoftalmite e Cefalexina IM e gentamicina topica
6 Mauremys leprosa Oftalmolégico . .
blefarite; drenagem de exsudado fétido.
Thamnothis eques o . o Sulfametoxazol + trimetroprima per os
7 Respiratorio Dificuldades respiratorias;

scotti
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