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Resumo

A informacdo disponivel sobre o papel dos geckos leopardo como possiveis
transmissores e portadores de bactérias zoondticas, tanto a nivel nacional como internacional é
limitada. Os objetivos deste estudo foram avaliar a frequéncia de bactérias Gram-negativas

zoonoticas em geckos leopardo saudaveis e caracterizar as suas resisténcias antimicrobianas.

De novembro de 2022 até fevereiro de 2023, foram recolhidas zaragatoas orais (n=49)
e cloacais (n=43) de geckos leopardo saudaveis (n=56) provenientes de diferentes
criadores/tutores na area de Lisboa, Portugal. A identificacdo das bactérias Gram-negativas foi
realizada por VITEK® MS e por reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Os testes de
sensibilidade a antibioticos foram realizados por método de difusdo de disco, seguindo as
guidelines da European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) e da
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Os genes das B-lactamases foram

confirmados por PCR.

Neste estudo, as bactérias Gram-negativas da cavidade oral e cloacal mais frequentes
pertenciam & ordem Enterobacterales, sendo principalmente, Salmonella spp. (22,4% e 60,5%,
respetivamente) e Citrobacter freudi (4,1% e 16,3%, respetivamente), na ordem
Pseudomonadales destacam-se Pseudomonas aeruginosa (22,4% e 18,6%, respetivamente)

Diferentes serotipos de Salmonella spp. foram identificadas incluindo ser.
Thyphimurium e ser. Tennessee. Cerca de 20% das Enterobacterales identificadas foram
resistentes as cefalosporinas de terceira-geracdo. Os isolados de C. freudi apresentavam o gene
blacmy. Um isolado de K. pneumoniae era multirresistente e apresentava 0s genes blactx-m-

1group, Dlasnv € blatem.

Os resultados deste estudo demonstraram que os geckos leopardo podem transportar e
transmitir bactérias zoonéticas e multirresistentes para humanos e animais de outras espécies,
e por esse motivo, deve se ter sempre cuidados e precaugcdes quando em contacto com estes

animais.



Palavras-chave: flora oral, flora cloacal, bactéria multirresistente, gecko leopardo, gram-

negativa

Abstract

Limited information is available on the role of leopard geckos as possible transmitters
and carriers of zoonotic bacteria, both nationally and internationally. This study aimed to assess
the frequency of zoonotic gram-negative bacteria of healthy Leopard geckos and characterize

antimicrobial resistance.

From November 2022 until February 2023, oral cavity (n=49) and cloacal (n=43) swab
samples from healthy leopard Geckos (n=56) were collected from different breeders/owners
from Lisbon area, Portugal. Gram-negative bacteria identification was performed by VITEK®
MS and by Polymerase chain reaction. Antimicrobial susceptibility testing was performed by
disc diffusion method following the European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) and Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines. -

lactamase genes were confirmed by PCR.

In this study, the most frequent Gram-negative bacteria from oral cavity and cloacal
samples belong to the order Enterobacterales, in particular Salmonella spp. (22,4% and 60,5%,
respectively) and Citrobacter freudi (4.1% and 16.3%, respectively), in the Pseudomonadales
order, Pseudomonas aeruginosa stands out (22.4% and 18.6%, respectively).

Different serovars of Salmonella spp. were identified, including ser. Thyphimurium
and ser. Tennessee. About 20% of the Enterobacterales identified were resistant to third
generation cephalosporins. C. freudi isolates harbored the blacmy gene. One K. pneumoniae

isolate was MDR and harboured the blacTtx-m-1group, blasnv and blatem genes.

The results of this study showed that Leopard geckos may act as carriers of zoonotic
and multresistant bacteria for humans and other animal species, therefore caution should be

exercised in the handling and contact with these animals.



Keywords: oral flora, cloacal flora, multiresistant bacteria, leopard gecko, gram-negative

Lista de Abreviaturas

AmpC - Cefalosporinases

APEC - E. coli patogénica para aves

AEIC - E. coli invasiva aderente

AK - Amicacina

AMC - Amoxicilina/acido clavulanico

AMP — Ampicilina

Bp — pares de base

CP — Carbapenemases

C3G - Cefalosporinas de terceira geracao
C1G - Cefalosporinas de primeira geragédo
CIM - Método da determinagdo da concentracdo inibitéria minima
CAZ - Ceftazidima

CIP -Ciprofloxacina

CN - Gentamicina

CTX - Cefotaxima

CSLI —“Clinical and Laboratory Standards Institute”
DAEC - E. coli difusamente aderente

ESBLs - Beta-lactamases de espectro alargado
Et al. - E outros, da locugao latina “et alli”
EPEC - E. coli enteropatogénica

ETEC - E. coli enterotoxigénica

EHEC - E. coli enterohemorragica

EIEC - E. coli enteroinvasiva



EAEC - E. coli enteroagregativa

EXPEC - Estirpes patogénicas extraintestinais de E. coli

EnPEC - E. coli endometrial patogénica

EUCAST — “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”
FEP - Cefepime

FOX - Cefoxitina

IPEC - Estirpes patogénicas intestinais de E. coli

LEV - Levofloxacina

MDR - Bactérias multi-resistentes

MDD - Método de difusdo em disco

NMEC - E. coli associada a meningite neonatal

PCR - Reacdo em cadeia da polimerase, do inglés Polimerase chain reaction
PRL - Piperacilina

R — Resistente

Rpm — Rotag¢des por minuto

SePEC - E. coli septicémica

SAR - Salmonelose associada a répteis

SAREE - Salmonelose associada a repteis de estimacao exéticos
Spp — espécies, da locugdo latina “species pluralis”

Subsp. — Subespécie

TSA - Teste de sensibilidade a antibi6ticos

TZP - Piperacilina/tazobactan

UVB - radiacgéo ultravioleta B

UPEC - E. coli uropatogenicas

pHg/mL — micrograma por mililitro

MM — micrémetro

pL — microlitro



Indice

INAICE A TADEIAS ......cvoevveeece ettt et es s nessaneensssanennans 10
TNOICE 08 FIGUIAS ...ttt e et e et en s et ss s et aneneasanes 11
(O T [ 1 Tor: Wo (oI 1] 7 Vo T [ IR RSP 13
INEFOAUGED. ...ttt bbbttt b bbb bt et et se e bt e bt bt st s et e s e e eneeneas 19
Y Fo Y =T T U= 011 (o o USSR 33
=TT 1 =T [0TSR 41
DISCUSSAO ...ttt sttt ettt et st st et e et et e st et eb e st e s te st e s en e ene e st ebeebesbeseeabe st eneeneeneebesseabeseetenseneeneenens 52
[©0] o Tod 1117 o SOOI 58
BIBIIOGIATIA ...ttt b e ettt e 59



Indice de tabelas

Tabela 1: Oligonucleotidos iniciadores, utilizados na técnica de PCR para identificacdo de
Pseudomonas spp. € PSeudomonas aerugiNOSa. .........oueueeneeritetee ettt eearannaeanens 35

Tabela 2: Oligonucledtidos iniciadores, utilizados na técnica de PCR para identifica¢do de

algumas espécies de Enterobacterales...........oovviiiiiiiiiiiiiiiiiii e 36

Tabela 3: Oligonucledtidos iniciadores, utilizados no método de PCR para detecdo dos genes
que codificam para as B-lactamases de espetro alargado (ESBLs), cefalosporinases (AmpC) e

carbapenemases nos isolados de Enterobacterales...............ooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaan, 40

Tabela 4: Bactérias Gram-negativas nas amostras da cavidade oral (n=49) e cloaca (n=43) de

GECKOS LEOPAITO. ...\ttt et e e e 42
Tabela 5: Serotipos de Salmonella spp. identificados na cavidade oral (n=11) e cloaca (n=24)
de GECKOS [80PAITO. ... ..ttt e 43
Tabela 6: Enterobacterales resistentes as C3G nos isolados de Geckos Leopardo............... 48

Tabela 7: Resisténcia aos antibidticos para os isolados de Pseudomonas aeruginosa e

pseudomonas spp. nos Geckos Leopardo na cavidade oralenacloaca............................ 50

10



Indice de figuras

Figura 1. Representacgdo grafica da distribuicdo das consultas de mamiferos por espécie, na
ClINICE AL PEtS TIreS. .. et 14

Figura 2. Representacao grafica distribuicdo das consultas de aves por espécie, na clinica All
POt THTS . ettt 14

Figura 3. Representacdo grafica da distribuicdo das consultas de répteis por espécie, na
(o Lo W N = K I 5 T PP 15

Figura 4. Representacgdo gréfica da distribuicdo das cirurgias por espécie, na clinica All Pets

Figura 5. Representacdo grafica da distribuicdo de animais internados por espécie, no

hospital Animales eXOtiCOS 24N. ... ... 17

Figura 6. Representacdo grafica da distribuicdo de cirurgias por espécie, no hospital

ANIMAIES EXOLICOS 24N . .o e 17

Figura 7. Representacdo grafica da distribuicdo de consultas por espécie, no hospital

ANIMAIES EXOLICOS 24N . . oo 18

Figura 8. Representacédo grafica da distribuicdo de ecografias por espécie, no hospital

ANIMAIES EXOLICOS 24N. . ..o e e e, 18

Figura 9 Fotografias de dois exemplares de Geckos Leopardo de diferentes mutacdes que
PArtiCiparam N0 ESTUAOD. ...ttt e e 21
Figura 10: Recolha de amostras para este estudo: 1-Cavidade cloacal, 2-Cavidade oral...... 33

Figura 11: Representacdo grafica das bactérias Gram-negativas nas amostras da cavidade oral

ecloacade Geckos Leopardo. ..........oouirieii i 42

Figura 12: Representacdo gréfica dos serotipos de Salmonella spp. identificados na cavidade

oral e cloacade Geckos Leopardo. .........c.ouiiniiriir i 44

Figura 13: Representacdo grafica da resisténcia aos antibioticos para os isolados de Salmonella

spp. nos Geckos Leopardo na cavidade oral (n=11) e na cloaca (n=27)............cccevvennn... 45

11



Figura 14: Representacdo grafica da resisténcia aos antibioticos para os isolados de citrobacter

freudi nos Geckos Leopardo na cavidade oral (n=2) e nacloaca (N=7).................cceeuenn... 46

Figura 15: Representacdo grafica da resisténcia aos antibioticos para os isolados de Klebsiella

aerogenes nos Geckos Leopardo na cavidade oral (n=1) enacloaca(nN=4)....................... 47

12



Casuistica do Estagio

A presente dissertacdo foi escrita de modo a concluir o Mestrado Integrado em
Medicina Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Luséfona —

Centro Universitario de Lisboa.

O estagio foi divido pelo autor por duas institui¢des diferentes, uma dentro e outra fora
do pais, perfazendo um total de oito meses, ambos no ambito da clinica e cirurgia de animais
exoticos, vulgo novos animais de companhia. A primeira parte foi realizada em Portugal, na
All Pets - Clinica Veterinéria de Tires, entre 3 de outubro de 2022 e 3 de mar¢o de 2023, sob a
orientacdo do Dr. Rui Patricio. A segunda parte foi realizada em Espanha, no hospital Animales
Exoticos 24h, entre 13 de marc¢o de 2023 e 9 de junho do mesmo ano, sob a orientacdo do Dr.

Javier Fernandez.

As atividades desenvolvidas em cada um dos locais serdo apresentadas

individualmente.
All Pets - Clinica Veterinaria de Tires

Durante os 5 meses na All Pets - Clinica Veterinaria de Tires foram acompanhadas
maioritariamente consultas e cirurgias de animais exdticos, mas também de animais de
companhia. A clinica possui uma sala de espera/rece¢do, dois consultérios, uma sala de
refei¢bes para o staff, uma sala de radiologia, uma sala de cirurgia, uma sala de internamento,

uma sala de internamento de doencas infectocontagiosas e uma sala de banhos e tosquias.

Na clinica o autor assistiu e auxiliou em consultas e cirurgias de diversas areas bem
como na realizacdo de exames complementares, tratamento e acompanhamento de animais que
se encontravam internados. No total foram assistidas 470 consultas (Figuras 1 a 3) e 47 cirurgias

(Figura 4), de diferentes espécies.

Apbs cada consulta/cirurgia, o caso, duvidas ou ideias eram discutidas com o Médico
Veterinario responsavel, como por exemplo possiveis diagndsticos diferenciais, tratamentos ou
diferentes exames complementares. No ambito deste estagio foram também assistidos
webinares de diversos temas, e 0s conhecimentos adquiridos foram sendo postos a prova com
questdes e situagdes reais. Foi permitida a administracdo de farmacos, preparacdo dos animais
para cirurgia, realizacéo de esfregagos, necropsias, participacdo na cirurgia como circulante ou

13



ajudante de cirurgido, colheita de diversas amostras com zaragatoa bem como correto maneio
e contencdo das espécies observadas.

CONSULTAS MAMIFEROS

Porquinho aforeo; 1 Petauro; 1
India; 43

Furdo; 18
Coelho; 129

Hamster; 15

Chinchilas; 12

Ratazanas; 8

Gato; 20

Cao; 57

Figura 1. Representacdo grafica da distribuicdo das consultas de mamiferos por espécie, na All
Pets Tires.

CONSULTAS AVES

Patos; 2Galmhas; 4

Pavao; 1
Aves de Rapina; 1

Outros pequenos :afpag'zlo
psitacideos; 4 (Psitacideo
Grande); 42

Caturras; 23

Canarios; 7

Piriquitos; 40

Figura 2. Representacdo grafica distribuicdo das consultas de aves por espécie, na All Pets
Tires.
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CONSULTAS REPTEIS

Camaledes; 3

Dragdes Barbudos;

5 Tartaruga semi-

aquatica; 12

Geckos Leopardo;
5

Tartaruga
Terrestre; 7

Figura 3. Representagdo grafica da distribuicdo das consultas de répteis por espécie, na All

Pets Tires.

CIRURGIAS

Canario; 2

Piriquito; 4

Coelho; 21

Porquinho da
India; 8

Hamster; 1

Chinchila; 3 Cao; 1

Ratazanas; 3 Gato; 1

Figura 4. Representacdo grafica da distribui¢do das cirurgias por espécie, na All Pets Tires.
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Hospital Animales Exoticos 24h

A segunda parte do estagio teve a duracdo de 3 meses, no Hospital Animales Exoticos
24h em Madrid Espanha, um hospital dedicado exclusivamente a medicina e cirurgia de animais
exoticos. O hospital possui uma sala de espera, trés consultérios, um laboratério, uma sala de
banhos e tosquias, duas salas de cirurgia, uma sala de preparacdo cirdrgica, um internamento
de herbivoros, um internamento de carnivoros, um internamento de doencas infetocontagiosas,
uma sala de internamento de animais de maior dimensé&o, uma sala de radiologia, uma sala para

o staff descansar, uma sala de reunides e dois espagos para hotel de animais.

A semelhanca do primeiro estagio o autor assistiu e auxiliou em consultas e cirurgias
de diversas areas bem como na realizacdo de exames complementares, tratamento e
acompanhamento de animais que se encontravam internados (total de 624 animais internados,
Figura 5). No total foram assistidas 118 cirurgias (Figura 6) e 857 consultas (Figura 7), de
diferentes espécies. Também foi possivel acompanhar 138 ecografias de casos do local e

referenciados (Figura 8), por uma especialista.

As consultas e cirurgias eram dindmicas sempre com questdes e intervencdes da parte
do autor e de outros estagiarios, foi dada a oportunidade de participar em formacdes e de colocar
em préatica autonomamente diversos atos médico-veterinarios, diariamente, como colocacéo de
vias, recolha de sangue, vacinacdo, sedacdo, entubacao, necropsias, colheita de amostras por

zaragatoa, esfregacos, coprologias, administracdo de farmacos e alimentacdo por sonda.

Também foi possivel participar em cirurgias como circulante ou ajudante de cirurgido

e acompanhar como veterinario secundario, o veterinario principal a consultas ao domicilio.
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Dragdao Barbudo; 5

NTERNAMENTO

amaledo; 5 Cobra; 6 Peixe; 2

Tartaruga
terrestre; 23 —~—=
Tartaruga semi-
aquatica; 17

[

Geckolechianus; 1

Coelhos; 163

Porquinho da

Galinha; 25
Pequeno India; 65
Psitacideo; 39
Grande Psitacideo;
30 Pato; 8 Suricata; 5
Ganso; 2 Hamster; 22

Porco;12_ g Petauro; 12

Canarios; 15

Chinchila; 8

9 Ourigo; 3

Furao; 4

Piriquito; 7 Ovelha; 2

Figura 5. Representacdo grafica da distribuicdo de animais internados por espécie, no hospital
Animales exoticos 24h.

Tartaruga ClRU RG'A

Dragao Barbudo; 1
terrestre; 2 & !

Varano; 3  Chameleon gecko; 1

Tartaruga semi-

aquatica; 7 Cobra; 1

Gecko Leopardo; 1

Pombo; 3 Coelhos; 39

Pequeno
Psitacideo; 13

Grande Psitacideo;

1
Canarios; 6
Caturra; 1

Piriquito;Z/

Porco; 1

Porquinho da
India; 12

. Hamster; 6
Chinchila; 1/ Ratazana; 5 - Furao; 8

Figura 6. Representagdo grafica da distribui¢do de cirurgias por espécie, no hospital Animales
exoticos 24h.
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CONSULTAS

Kinkaju; 2-Peixe; 3 Egernia;

Primatas; 4

Dendrobates; 3

Camaleio; 9 Cabra; 2

Cobra; 8
Dragdo Barbudo;

11
Tartaruga
terrestre; 39

Porquinho da

Coelhos; 156 )
India; 62

Suricata; 13
Tartaruga semi-
aquatica; 44
Hamster; 33

Galinha; 30
Pequeno
Petauro; 6
Psitacideo; 103
Ourigo; 6
Grande Psitacideo; .
65 Furdo; 50
Pato; 5
Ganso; 1
Canarios; 26 Ovelha; 2\Porco; 6 Chinchila; 14

Piriquito; 39

Figura 7. Representacdo grafica da distribuicéo de consultas por espécie, no hospital Animales
exoticos 24h.

ECOGRAFIAS

Varano; 4 chyckwalla; 1

—\

Galinha; 4

Tartaruga <omi-Dragdo Barbudo; 1

aquatica; 1
Peixe; 2
Pequeno
Psitacideo; 3

Grande Psitacideo;
3  Caturra; 3

Coelhos; 45

Piriquito; 5

/

Ratazana; 8

Furao; 18
Porquinho da
India; 19

Ourigo; 2

Petauro; 4 Hamster; 9

Figura 8. Representacdo grafica da distribuicdo de ecografias por espécie, no hospital
Animales exoticos 24h.
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Introducéo

Os estudos que envolvem a caracterizagdo de patdgenos em répteis até a data sdo muito
escassos, existindo um nimero muito reduzido de publicagdes em relacdo a caracterizagdo dos
Varios patogénios que estes animais podem conter na sua microbiota. E um risco ndo s6 para
0s animais como também para 0s humanos que possam contactar com os mesmos (Bjelland et
al., 2020). O contacto entre os animais de estimacdo e humanos pode levar a transmissoes
interespecificas, quer de uma direcéo quer de outra, de bactérias resistentes a antibioticos, no
entanto a informacao disponivel e existente em relacdo a estes patogénios em Geckos leopardo
é muito limitada, por isso é fundamental aumentar o conhecimento e informacao, de um ponto
de vista “One Health”, relativamente a transmissao e presenca dos mesmos, principalmente de
bacterias multirresistentes (MDR), de modo a combater as resisténcias antimicrobianas. Existe
cada vez mais um aumento da preocupacdo, a nivel global, com o uso incorreto de antibioticos,
assim sendo, reunides internacionais acerca deste topico apoiam uma abordagem “One Health”
ao problema. Esta abordagem é definida como multissetorial, colaborativa e que atua a nivel
transdisciplinar, local, regional, nacional e global, de forma a atingir uma sé satde e bem-estar
de animais, pessoas, plantas e ambiente partilhado por todos, reconhecendo as suas relacdes e

interacdes entre si (One Health Commission, 2018).

Nesta abordagem tanto a medicina humana como veterinaria sdo responsaveis por
preservar a eficacia dos antibioticos existentes (McEwen & Collignon, 2018). Nos ultimos anos
foi aumentando a preocupacdo dos animais de companhia (cdo e gato) terem um papel como
reservatorios de resisténcias a antibidticos (Belas et al., 2020; Belas et al. 2021), no entanto
pouco ou nada foi discutido acerca dos classificados como “novos animais de companhia”. Este
aumento das resisténcias em animais torna-se um desafio para a medicina veterinaria, uma vez
que limita as opgdes terapéuticas e, como demonstram diversos estudos, existe a possibilidade
de transmissdo de algumas estirpes de bactérias de animais de companhia para humanos e vice-
versa (Belas et al., 2022). Apareceram também Staphylococcus spp. resistentes a meticilina e
Enterobacterales produtoras de beta-lactamases de espectro alargado (ESBLS), de
cefalosporinases (AmpC) e de carbapenemases (CP), existindo cada vez mais casos de animais
de companhia com infecdes de pele e tecidos moles, bem como colonizacdo de animais

saudaveis, pelas mesmas (Belas et al., 2022).

Considerando o ambiente partilhado entre humanos e animais de companhia, as suas

interacdes e 0 aumento da frequéncia de aparecimento de bactérias multirresistentes tanto em
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humanos como em animais, novas oportunidades sdo criadas para transferéncias
interespecificas de genes ou bactérias resistentes, através de contacto direto ou indireto (Belas
et al., 2020).

Apesar de tudo, as informacGes sobre bactérias multirresistentes em animais exaéticos
sdo escassas, 0 que deve ser um facto a ter em consideracdo, pois a procura por este tipo de
animais tem vindo a aumentar muito nos ultimos anos (Casey et al., 2015). Por esta razdo é
urgente obter informacao sobre o papel destes animais na transmissao deste tipo de bactérias.
Entre os repteis mantidos como animal de estimacao, um dos mais populares é o gecko leopardo
(Kubiak, 2021), no entanto podem transportar uma grande variedade de patogénios, trazendo
riscos ndo sé para o animal, como para a cole¢do e também para os humanos em contacto com

0 mesmo (Bjelland et al., 2020).

Repteis como animais de estimacao

Com o aumento da procura por animais exéticos como animais de companhia, a
popularidade dos repteis tem aumentado muito nos ultimos anos (Amaral et al., 2021). Entre
0S animais exaticos, destaca-se uma espécie em particular, o gecko leopardo (Eublepharis
macularius), de acordo com Valdez (2021) o gecko leopardo é atualmente o terceiro animal
com maior procura em termos de comercio de répteis, e é de longe a espécie de gecko mais
popular em cativeiro, quer para tutores iniciantes ou mais experientes (Kubiak, 2021). Isto deve-
se a vasta gama de coloracOes e variedades que apresentam, ao facto de serem animais que
requerem pouco cuidado, a sua natureza ddcil e facilidade em reproduzir (Kubiak, 2021).

Na pratica clinica é a segunda espécie de reptil mais vista, com cerca de 13% dos casos
(Boyer, 2013; Kubiak, 2021).

Caracterizacéo da espeécie gecko leopardo (Eublepharis macularius)

O gecko leopardo pertence a Classe Reptilia, Ordem Squamata, Familia Gekkonidae
do Género Eublepharis, sendo o Unico género da familia com palpebras méveis (Divers & Stahl,
2019). Os animais desta espécie podem atingir entre 20 e 25 cm e pesam de 45 a 110 gramas
em adultos, sendo os machos geralmente maiores (Kubiak, 2021). Sdo nativos de zonas
desérticas da Asia, mais concretamente do norte da India, Paquistdo e Afeganistio, podendo

chegar na natureza aos 8 a 10 anos de idade, no entanto, em cativeiro, existem registos de varios
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animais com 20 anos (Khan, 2009). Sdo animais noturnos e crepusculares que durante o dia se

escondem em buracos ou debaixo de rochas (Boyer, 2013).

Figura 9. Dois exemplares de geckos leopardo de diferentes mutagcfes que participaram no

estudo (Fotos do autor).

Alimentacao de geckos leopardo

Quanto a alimentacdo, os geckos leopardo sao insetivoros e com o avangar da idade
tornam-se predadores oportunistas, alimentando-se na natureza de escaravelhos, gafanhotos,
aranhas, escorpides, centopeias e até de geckos mais pequenos ou ratos recém-nascidos (Khan,
2009; Bohme et al., 2011).

Em cativeiro, as crias recém-nascidos, com 4/5 dias de idade (ap6s a primeira muda
de pele) comecam a alimentar-se de pequenos grilos (Boyer, 2013). Em adultos alimentam-se
de uma maior variedade de insetos, como por exemplo gafanhotos, grilos, baratas, tenébrios,
larvas do mel e bichos-da-seda (Kubiak, 2021). Estes insetos devem ser alimentados com fruta
e vegetais frescos polvilhados previamente com suplemento de célcio antes de serem oferecidos
aos animais, de modo a aumentar o seu valor nutricional (Boyer, 2013). Em alternativa a
polvilhar a fruta e os vegetais frescos com calcio, pode-se colocar um recipiente com célcio no
terrario (Kubiak, 2021).

Conservacdo da espécie gecko leopardo

De acordo com a lista "IUCN Red List of Threatened Species* o estado de conservagao
do gecko leopardo no seu habitat natural € pouco preocupante (Papenfuss et al., 2021) apesar
de ser predado por diversos animais selvagens, como raposas, chacais, mangustos, corujas,
milhafres, varanideos, outros lagartos e cobras (Papenfuss et al., 2021), a maior ameaca desta

espécie € 0 homem, uma vez que existe uma crenca popular em algumas zonas do mundo, como
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no Paquistdo, Afeganistdo, Nepal e india, de que se trata de um reptil venenoso, acabando por

ser morto pelos locais (Khan, 2009).

Reproducédo da espécie gecko leopardo

A época de reproducdo desta espécie vai de janeiro a setembro. As fémeas colocam
um par de ovos a cada 3 a 4 semanas, perfazendo um total de 4 até 10 posturas por época, sendo
a maioria das vezes 6, podendo as fémeas guardar o sémen dos machos durante 1 ano (Boyer,
2013). O periodo de gestacdo sdo 21 a 28 dias e 0 tempo de incubagdo dos ovos varia entre 0s
45 e 0s 60 dias, dependendo da temperatura (Kubiak, 2021).

O sexo é determinado pela temperatura de incubacéo, nascendo fémeas entre os 25° e
26°C, 0s machos entre 0s 32° e 33° C e ambos o0s sexos entre 27° e 31° C (Divers & Stahl, 2019).

Os machos maduros sdo maiores que as fémeas e tém o desenvolvimento visivel de
poros pre-femorais craniais a abertura cloacal, também apresentam 2 inchagos caudais a esta
abertura correspondentes aos hemipenis (Stevens et al., 2008). As fémeas e 0s juvenis nédo
apresentam estes poros tdo desenvolvidos e a base da cauda caudal a abertura cloacal € lisa
(Kubiak, 2021).

Geckos leopardo em cativeiro

O habitat do geckos leopardo € classificado como terrestre e desértico. Estes animais
devem ser mantidos em terrarios horizontais de vidro, plastico ou madeira com no minimo
60cmx60cmx30cm para um animal e 90cmx60cmx30cm para um par de animais. Estes
terrarios devem conter aberturas que permitam a circulacdo de ar e uma correta ventilagdo. O
terrario deve ter ainda duas zonas: uma zona humida (que durante a noite atinja os 20°C) e uma
zona seca (que durante o dia atinja os 32°C) (Kubiak, 2021). As temperaturas indicadas podem
ser atingidas pela colocagdo de ldampadas de aquecimento, tapetes de aquecimento colocados
por baixo do terrario e/ou cabos de aguecimento colocados no interior do terrario e ligados a
um termostato (Boyer, 2013). Para além disto, o terrario deve ser decorado (ndo em demasia)
de forma a estimular o animal. Devem ser colocados pelo menos dois esconderijos, um na zona
seca e um na zona humida. Os esconderijos humidos sdo importantes na altura da muda da pele,
ajudando o animal a evitar problemas com a mesma (Kubiak, 2021). Para além do referido,
uma taga com agua deve estar sempre ad libium nesta zona do terrario, apesar deles raramente
a utilizarem pois absorvem a maior parte da agua que necessitam da alimentacéo, a 4gua deve

ser mudada diariamente de forma prevenir o crescimento de algas e bactérias (Boyer, 2013).
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Para este tipo de réptil a areia desértica e rochas sdo o substrato mais idéntico com o
do seu ambiente natural, no entanto apesar da areia ser biologicamente inerte e de permitir
facilmente a remocéo de fezes, aumenta o risco de empactacGes intestinais se for ingerida
juntamente com a comida (Kubiak, 2021). Para reduzir este risco podem-se fornecer os
alimentos fora do terrario ou em tacas especificas para o efeito, ou optar-se por outros substratos

como o papel de cozinha ou a fibra de coco (Boyer, 2013).

A lampada de radiag&o ultravioleta B (Iampada de UVB) € algo que deve estar incluida
no terrario também, uma vez, 0s niveis de vitamina D circulantes no sangue séo

significativamente maiores com a exposicdo a radiacdo UVB (Gould et al., 2018).
Higiene e prevencao do ambiente do gecko leopardo

Para os répteis num contexto de cativeiro e em prética clinica a desinfecdo e limpeza
regular do terrario sdo essenciais para a obtencdo de um ambiente saudavel, ajudando a reduzir
cargas de patogénios e transmissdo de doencas e infecBes pds-operatdrias (Divers & Stahl,
2019).

A manutencdo da higiene difere das necessidades em causa, por exemplo um terrario
de um tutor particular difere da necessidade de um criador ou de uma loja de animais. Para cada
caso especifico o médico veterinario deve aconselhar o tutor com instrucGes especificas de

acordo com as suas necessidades (Divers & Stahl, 2019).

As definicBes de limpeza, desinfecdo e esterilizacdo ndo sdo as mesmas, ainda que
muitas vezes confundidas. A limpeza refere-se ao ato fisico de remover matéria organica e
detritos sélidos (sujidade, fezes, fluidos corporais, entre outros) e deve sempre preceder a

desinfecdo e esterilizagédo para eliminar microrganismos infeciosos.

A desinfecdo apesar de reduzir a carga de microrganismos, ndo os elimina
completamente. Uma superficie desinfetada pode ainda conter um baixo nivel de
microrganismos patogenicos quer para o animal, quer para 0 Homem. No entanto h& poucos
desinfetantes que funcionam efetivamente na presenca de detritos organicos (sangue, fezes e
urina), assim, é importante uma limpeza completa com um detergente neutro, seguida de um
enxaguamento completo com agua quente antes da desinfecdo. A limpeza deve ser realizada
num local apropriado, longe das zonas de preparacao de alimentos e devem ser usadas luvas
descartaveis. Os desinfetantes devem ser misturados seguindo as instrucdes do fabricante, pois

uma concentracdo muito diluida é ineficaz e uma muito forte pode ser toxica para o animal
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(Divers & Stahl, 2019). Para além disto, alguns terrarios com materiais de plastico e borracha
podem reter produtos quimicos, no caso de os desinfetantes ndo serem bem enxaguados e
lavados, podem ser libertados de volta no ambiente, agua ou substrato do terrario, causando
efeitos potencialmente toxicos para o animal. (Stoskopf et al., 2001).

O amoniaco e a lixivia sdo desinfetantes excelentes e baratos. O amoniaco pode ser
usado sem diluicdo e a lixivia deve ser diluida numa concentracéo de trabalho de 1% a 5%.
Ambas as solucdes sdo adequadas para matar 0s microrganismos mais comuns, sendo o tempo
de contato fundamental para a eficacia. Os objetos do terrario devem ficar de molho por um
periodo de 5 a 30 minutos, dependendo microrganismo em questdo e do desinfetante usado.
(Divers & Stahl, 2019).

Os substratos e os materiais porosos que ndo podem ser limpos de forma eficaz (papel,
aparas de madeiras, terra, fibra de coco e madeira), devem ser descartados e substituidos quando

estiverem sujos (Divers & Stahl, 2019).

Para além do exposto, uma boa higiene das maos é extremamente importante para
evitar a disseminacao de microrganismos entre 0s proprios animais e entre animais € humanos
(Nakamura et al., 2012; Loveday et al., 2014). Desinfetantes para as méaos a base de alcool
continuam a ser a escolha inicial para a higiene das maos na medicina humana, a menos que as
maos estejam visivelmente contaminadas com material organico, onde sab&o liquido e dgua sao
mais recomendados (Loveday et al.,, 2014). Por sua vez, a esterilizacdo, elimina o0s
microrganismos, podendo ser usada a exposi¢ao ao vapor em altas pressoes e certos produtos
quimicos (como gas 6xido de etileno, perdxido ou formalina) (Divers & Stahl, 2019).

Caracterizacdo da flora bacteriana residente com impacto zoonético

Enterobacterales

Enterobacterales ¢ uma ordem de bactérias Gram-negativas composta por sete
familias, tendo trés delas mais relevancia do ponto de vista clinico. Estas trés sdo
Enterobactereacea, que incluem bactérias dos géneros Salmonella, Shigella, Escherichia,
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, entre outros; Yersiniaceae, que incluem Yersinia e
Serratia; e por ultimo Morganellaceae, como por exemplo Morganella, Proteus e Providencia.
Embora as Enterobacterales estejam geralmente relacionadas como bactérias patogénicas,
muitas delas também fazem parte da flora comensal (Adeolu et al., 2016).
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Salmonella spp

As bactérias do genero Salmonella spp. sdo anaerobias facultativas, Gram-negativas,
em forma de bastonete, sendo os repteis conhecidos como portadores assintomaticos nas suas

mucosas gastrointestinais (Bjelland et al., 2020).

A salmonelose em repteis causa infegOes gastrointestinais, onde os animais se tornam
portadores durante toda a vida, excretando intermitentemente a bactéria. Uma grande variedade
de sinais clinicos e um grande desenvolvimento de patologias podem ser observados, incluindo
anorexia, letargia, paresia, caquexia, dispneia, celomite, abscessos/granulomas, dermatite,
choque hipovolémico e morte. Na necropsia as lesdes podem incluir dermatite necrotica, focos
inflamatdrios e necréticos em Orgdos parenquimatosos, edema na submucosa intestinal,
infiltracdo celular inflamatéria do pulméo, enterite ulcerativa com formacdo de
pseudomembrana, osteomielite espinhal com lesbes necroticas, ooforite cronica, degeneracéo
folicular, hemorragias e exsudatos pericardicos. Salmonella entérica da subespécie arizonae
apresenta alto tropismo para tecido 6sseo, causando osteomielite espinhal subaguda, crénica e
progressiva. Devido a malformacGes espinhais, os répteis afetados apresentam locomocao
anormal. Para confirmar o diagnostico deve ser realizado uma cultura com agar seletivo e meio
de enriquecimento, no entanto a reacdo de cadeia de polimerase (PCR) tem maior sensibilidade
e especificidade do que as culturas, devendo também ser realizada a eletroforese em gel de
campo pulsado nos isolados para confirmac&o. E muito importante que o hospedeiro demonstre
uma resposta patolégica antes de iniciar quaisquer tratamentos, para diferenciar entre situaces
de bactérias comensais e causadoras de doenca. Ndo é recomendado testar um réptil
clinicamente saudavel para tentar declard-lo “livre de salmonela” pois existe uma alta

probabilidade de falsos negativos devido a excrecdo intermitente (Divers & Stahl, 2019).

No entanto sinais de doenca sO6 se manifestam quando o animal se encontra
imunodeprimido, desnutrido, quando estdo presentes erros no maneio e cria, casos de stress ou
doengas concomitantes, apesar da taxa de excrecdo infe¢cdo ser comum entre animais que
coabitam (Divers & Stahl, 2019).

Em humanos existem muitos relatos de casos de infe¢des por salmonela associadas a
repteis por todo o mundo. Na Noruega, a ocorréncia de salmonelose em humanos é baixa em
comparagdo com outros paises, com cerca de 1000 casos relatados anualmente, no entanto, em

agosto de 2017, foi legalizada a posse de animais de estimacdo de 19 espécies diferentes de
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répteis, incluindo cobras, lagartos e quelonios, sendo que antes disso a permissao para manter
répteis era dada quase exclusivamente a zooldgicos e aquarios, sendo proibidos estes animais
se fossem de propriedade privada. Até a data apenas um Unico caso de salmonelose associada
a répteis foi relatado na Noruega, no entanto esta nova legislacdo tem levado a um aumento de
preocupacdes no que toca ao aumento da ocorréncia de salmonelose. O risco de SAR em
humanos depende de varios fatores, como a prevaléncia, a predominancia da estirpe, a
patogenicidade, a exposi¢do e a imunocompeténcia do ser humano. (Bjelland et al., 2020)
podendo causar sintomas gastrointestinais, incluindo diarreias agudas, vomitos, febre, dor
abdominal e desidratacdo. Outro estudo que avaliou a presenca de Salmonella spp em 110
geckos tokay, identificou uma prevaléncia de 31% a 73% dentro de 3 grupos com 17 estirpes
diferentes (Smith et al. 2012).

As infecBes por Salmonella spp. sdo um sério problema mundial, tanto a nivel
epidemioldgico como a nivel econdmico, num contexto de seguranca alimentar e saude publica.
As infecBes por esta bactéria estdo entre as patologias alimentares mais comuns em humanos
na unido europeia, com um total de 88715 casos reportados em 2014, dos quais 34.4%

resultaram em hospitaliza¢es (Urban-Chmiel et al., 2022).

Em humanos infetados com Salmonella spp., 0 antibiético de eleicdo é uma
cefalosporina de terceira geracdo (por exemplo ceftriaxona), caso ndo tenha efeito ou existam
estirpes resistentes, sdo utilizados carbapenem (por exemplo meropen) e flouroquinolonas (por
exemplo ciprofloxacina) em casos de tratamentos mais prolongados (4 semanas ou mais)
(Urban-Chmiel et al., 2022).

No caso dos repteis com infecdes com sintomatologia por esta bactéria, o
procedimento padrdo é a utilizagdo de aminoglicosideos (como a amicacina ou a gentamicina),
seguidamente de cefalosporinas de terceira geragdo (por exemplo a ceftazidima e o ceftiofur)
(Divers & Stahl, 2019)

Dado o potencial zoondtico e 0 aumento de detecdo de estirpes associadas aos repteis,
seria aconselhado como precaucéo a realizacdo de uma triagem a todos os repteis “pet”, no
entanto sendo a eliminacdo intermitente e rara, complica a dete¢cdo e o tratamento com
antibioticos sem sintomatologia ndo é aconselhado. E mais pratico informar os tutores que 0s
seus répteis podem ser portadores de salmonela podendo eliminar a mesma intermitentemente
nas fezes, e que por isso devem ser conscientes e ter os devidos cuidados de higiene do que

fazer testagens de rotina (Kubiak, 2021).

26



Num estudo de 2012, realizado por Smith e colaboradores, seis isolados de salmonella
(6,8%) apresentaram resisténcia a mais do que um antibidtico. Todos os isolados de Salmonella
enterica ser. Adelaide eram resistentes a acido nalidixico e sulfisoxazol, um isolado de
Salmonella entérica subsp. Arizonae era resistente a ampicilina e sulfisoxazol, e outro da mesma

subsp. era resistente a estreptomicina e também sulfametaxazol (Smith et al., 2012).

Os mecanismos de resisténcia da Salmonella spp. a antibiéticos podem ser
classificados como modificacdes da acdo ou destruicdo do agente antimicrobiano, ou como
remocdes ativas do antibiotico da célula (efluxo). A resisténcia adquirida nesta bactéria também
pode resultar de uma mutacdo estrutural ou regulatéria em genes nos cromossomas e/ou
aquisicdo de novas sequéncias genéticas transportadas para os elementos moveis (Urban-
Chmiel et al., 2022).

A presenca de apenas um destes mecanismos de resisténcia ndo garante, no entanto, a
sobrevivéncia da bactéria, sendo por isso bastante comum a ocorréncia de mais do que um
mecanismo de resisténcia. No caso da Salmonella spp. é mais comumente observado a
resisténcia a aminoglicosideos, B-lactdmicos, cloranfenicol, quinolonas, tetraciclinas,

sulfonamidas, trimetropim e também a colistina (Urban-Chmiel et al., 2022).

Escherichia coli

A Escherichia coli (E. coli) é uma bactéria Gram-negativa muito comum da microbiota
intestinal natural tanto de humanos como de animais. Dentro das diferentes estirpes, além das
comensais, também existem estirpes patogénicas intestinais de E. coli (IPEC) e estirpes

patogénicas extraintestinais de E. coli (EXPEC) (Toombs-Ruane et al., 2020).

As bactérias IPEC estdo associadas a infegdes do trato gastrointestinal e podem ser
diferenciadas de acordo com a sua patogenicidade: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC), E. coli invasiva aderente (AIEC) e E. coli difusamente aderente
(DAEC) (Urban-Chmiel et al., 2022).

As EXPEC causam infecOes extraintestinais, e neste grupo podemos incluir: E. coli
uropatogénicas (UPEC) associadas a infe¢des do trato urinario em humanos e animais, E. coli
associada a meningite neonatal (NMEC), E. coli septicémica (SePEC) que causa infecoes

sistémicas em humanos e animais, E. coli patogénica para aves (APEC) que causa a colibacilose
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aviaria, e uma linhagem ExXPEC potencialmente emergente denominada de E. coli endometrial
patogénica (EnPEC) (Urban-Chmiel et al., 2022).

As infegdes por E. coli em animais sdo tratadas com recurso a diversos antibi6ticos,

por exemplo cefalosporinas e fluoroquinolonas (Silva et al., 2022).

Enterobacterales produtoras de p-lactamases de espectro alargado, de cefalosporinases

(ESBLs/AmpC) e carbapenemases

Um dos mecanismos de resisténcia a antibioticos de elevado interesse na ordem das
Enterobacterales é a producdo de enzimas que tém a capacidade de hidrolisar penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos, chamadas de ESBLs. Inicialmente, as bactérias com ESBLS
eram conhecidas apenas como agentes etioldgicos em infecdes hospitalares, contudo sabe-se
agora que sdo também a causa de infecBGes adquiridas nas populacdes e casos de transmissdo
destas bactérias também ocorrem (Urban-Chmiel et al., 2022). O mecanismo envolve a
producdo de uma enzima do grupo metalo-B-lactamase que confere esta resisténcia aos
antibidticos p-lactamicos, incluindo os carbapenemos, sendos estes considerados antibidticos
de ultimo recurso, devido ao seu largo espectro de acdo contra bactérias tanto Gram-positivas

como Gram-negativas (Urban-Chmiel et al., 2022).

As cefalosporinases (AmpC) sdo enzimas clinicamente importantes, codificadas nos
cromossomas de muitas Enterobacterales. Estas enzimas decompdem todas as penicilinas e a
maioria das cefalosporinas (principalmente as de primeira e de segunda geracdo), exceto
cefepima, mas ndo hidrolisam o aztreonam. Estas enzimas néo hidrolisam carbapenemos e ndo
sdo inibidas pelo &cido clavulanico. A expressdo deste tipo de B-lactamase é geralmente
induzivel, mas no caso da E. coli ocorre a um nivel muito baixo e ndo confere resisténcia a -

lactdmicos as estirpes selvagens (Urban-Chmiel et al., 2022).

Segundo um estudo de 2020, realizado por Toombs-Ruane et al em que foi avaliada
presenca de E. coli produtora de ESBLs/AmpC entre humanos e animais no agregado familiar,
foi concluido que a mesma estirpe de E. coli produtora de ESBL/AmpC foi transmitida entre
membros da familia e os animais de companhia, sugerindo que a transmissdo ocorreu atraves

do contato entre pessoas e animais de estimacao (Toombs-Ruane et al., 2020).

Carbapenemases sdo [3-lactamases com capacidades hidroliticas muito versateis, tém

a capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenemos. As
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bactérias que produzem estas B-lactamases sdo um problema de salde publica, uma vez que
podem causar infecbes graves nas quais a atividade das carbapenemases torna muitos dos
antibioticos da classe dos PB-lactamicos ineficazes (Queenan & Bush, 2007; Rincon-Real &
Suérez-Alfonso, 2022).

Pseudomonadales

Pseudomonadales é uma ordem de bactérias Gram —negativas, da qual alguns membros
sdo importantes agentes em infecdes oportunistas com grande importancia em satde humana e
veterinaria. Esta ordem conta com quatro familias, sendo as espécies patogénicas dos géneros

Pseudomonadaceae, Moraxellaceae e Acinetobacteraceae. (Whitby, 2022).
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, conhecida por ter maltiplas
resisténcias antimicrobianas e por ser bastante comum no meio ambiente. E um microrganismo
oportunista que infecta principalmente pacientes com fibrose cistica, queimaduras e organismos
imunocomprometidos. em humanos as infe¢cbes podem envolver qualquer parte do corpo e
causar diversos sintomas, desde infegdes gastrointestinais menores, diarreias, febre, dor de
cabeca a meningite, ceratite bacteriana, endoftalmite e enterocolite necrosante (Wendt et al.,
2017).

A viruléncia de P. aeruginosa esta associada e combinacdo de diversos fatores, entre
eles, os estimulos ambientais, a transmissdo horizontal dos genes e variacdes dentro das ilhas
de patogenicidade, mas também se deve a determinadas caracteristicas conservadas no seu
genoma. Estas caracteristicas incluem a capacidade de secretar exotoxinas, elastase e proteinas
do tipo Il sendo os genes que codificam esses fatores o toxA, lasB e exoS, respetivamente
(Wendt et al., 2017).

Esta bactéria para alem de ser tdo comum no meio ambiente, tanto em agua como em
terra, e em objetos do dia a dia, também é comumente encontrada na cavidade oral e trato
intestinal dos répteis, e como patogénio oportunista pode causar estomatite ulcerativa,
pneumonia, dermatite e septicemia. Ou seja, P. aeruginosa para além de representar perigo para
0s repteis imunocomprometidos, também constitui uma fonte potencial de doencas zoonéticas
e além disso, a matéria fecal de um réptil contendo P. aeruginosa pode contaminar o terrario

onde ele se encontra, e a adaptabilidade desta bactéria permite que prospere em diversos
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ambientes, especialmente aqueles que ndo sdo limpos minuciosamente e regularmente (de
Sousa et al., 2021).

Em 2017, na Coreia foi realizado um estudo em 24 tartarugas de 7 espécies domésticas
diferentes, com o objetivo de identificar e caracterizar a suscetibilidade a antibidticos e a
presenca de fatores de viruléncia de P. aeruginosa. Cerca de 70% (n=17/24) das amostras foram
positivas para P. aeruginosa e 100% dos isolados foram positivos para os genes toxA e lasB e
53% ao gene exoS. No teste de suscetibilidade a antibidticos (TSA) todas as amostras foram
resistentes a amoxicilina, colistina, estreptomicina, cefalotina, trimetoprim-sulfametoxazol,
cloranfenicol, imipenem, cefoxitina e acido nalidixico; 82% foram resistentes a gentamicina,
59% a ceftriaxona, 65% a tetraciclina e 59% a amicacina. No entanto, todos os isolados testados

eram suscetiveis as fluoroquinolonas testadas, ciprofloxacina e ofloxacina (Wendt et al., 2017).

Agentes bacterianos ESKAPE

ESKAPE ¢é uma sigla utilizada para caracterizar um grupo composto por seis agentes
bacterianos nosocomiais que apresentam multiplas resisténcias a antibidticos e elevada
viruléncia. Sendo estes Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. O uso indiscriminado
de antibioticos tem provocado o aparecimento de bactérias multirresistentes. Varios estudos
tém vindo a ser desenvolvidos, com o objetivo de desenvolver novas terapéuticas para tratar
agentes bacterianos resistentes a antibioticos, especialmente os agentes bacterianos ESKAPE,
sendo terapias alternativas com o uso de antibidticos em combina¢do ou com adjuvantes como
bacteriofagos, antimicrobianos peptideos, nanoparticulas e terapia de luz fotodinamica (Mulani
etal., 2019).

Problematica da resisténcia aos antibioticos em répteis

As recomendagdes para dosagem, administragdo e via de administracdo de antibidticos
em répteis sdo limitadas, e foram baseadas em sugestbes empiricas derivadas de evidéncias
obtidas por meio de pesquisas com mamiferos domésticos ou “resultados positivos” derivados
de relatos de casos. Estas limitacGes podem ser atribuidas a falta de estudos farmacocinéticos e
farmacodindmicos avaliando especificamente antibidticos em répteis, apesar de nos Gltimos

anos terem sido realizados alguns avancos na area (Divers & Stahl, 2019).

Existem alguns fatores que devem ser considerados ao selecionar um antibiético para

tratar uma infecdo bacteriana: o espetro do antibiético (exemplo, Gram-positivo vs Gram-
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negativo, aerobico vs anaerdbio); a resisténcia ao antibidtico adquirida; o mecanismo de acao;
a distribuicao no tecido; o efeito; as vias metabolicas e excretoras; a dose e volume necessarios
de antibidtico; a via e a frequéncia de administragcdo do antibidtico. O antibi6tico com o espectro
de atividade mais estreito deve ser selecionado para tratar o agente bacteriano para limitar os
danos colaterais a microbiota do animal. Um antibidtico s6 deve ser administrado apos a
confirmacdo da existéncia de uma infecdo, idealmente, apds cultura bacteriana e a realizagédo
do TSA para se selecionar o antibiético preferencial para o caso em questdo. Enquanto se
aguarda pela confirmac&o, o veterinario deve selecionar um antibiético com base nas coloracGes
de Gram, citologia e experiéncia anterior. Embora limitado em sensibilidade, o exame
citoldgico de uma lesdo pode ser usado para determinar se a microflora associada a esta é
homogénea ou heterogénea, essa informacdo pode ser usada para orientar na selecdo do
antibidtico. A maioria das bactérias isoladas nos répteis sdo Gram-negativas, embora também
ocorram infe¢@es por bactérias Gram-positivas (Divers & Stahl, 2019).

Alternativas ao uso de antibiéticos em medicina veterinaria

A maior preocupacdo com o0 método atual de tratamento de infecBes é a pressao
seletiva que os antibidticos exercem sobre as bactérias, 0 que leva ao aparecimento de
resisténcia a antibioticos. Até que sejam encontradas técnicas para administrar um tratamento
gue ndo afete a microbiota comensal, o risco de originar bactérias resistentes a antibioticos vai
sempre existir, e sdo necessarios esfor¢os continuos para diminuir esse risco. De um modo geral
é necessario reduzir a dependéncia do uso de antibi6ticos na medicina veterinaria, incluindo na

area de clinica de exdticos. (Divers & Stahl, 2019).

Na medicina de répteis é bastante comum que o0s veterinarios tratem animais
empiricamente com antibioticos que usaram em outros casos idénticos que ja tenham tido.
Contudo, a prescricdo de antibioticos deve ser apenas realizada nas seguintes situacdes: casos
de trauma ou feridas graves; no tratamento de uma infe¢do bacteriana confirmada; para prevenir
a infecdo nos casos de um animal estar imunocomprometido (Divers & Stahl, 2019). Todos os
médicos veterinarios devem avaliar criticamente as suas praticas de prescricdo e criar politicas
apropriadas de administracdo de antibidticos na sua atividade. (Divers & Stahl, 2019). A
realizacdo de cultura bacteriana e o0 TSA pode auxiliar a decisdo de se administrar ou ndo um

antibiotico. No caso de uma acdo rapida onde ndo se possa esperar pelo TSA, sdo recomendados
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aminoglicosideos (como a gentamicina ou a amicacina) € em casos mais graves, cefalosporinas

de terceira geracdo (como a ceftazidima) (Divers & Stahl, 2019).

Atualmente, existem alternativas aos antibiéticos, como por exemplo o uso de biocidas
(clorexidina, iodopovidona, mel medicinal) para tratamento tépico e a terapia com
bacteriofagos (terapia fagica) que foi estabelecida nestes casos, porque apenas as bactérias alvo
sofrem lise, sendo assim agentes de biocontrole (Divers & Stahl, 2019). Segundo Kwon e
colaboradores (2021), em testes in vitro de degradacdo de um biofilme em pele de réptil e placas
de poliestireno, os tratamentos com bacteriéfagos de baixa e alta concentracdo reduziram a
viabilidade das células bacterianas em aproximadamente 2,5-3 log de unidades formadoras de

coldnias e diminuiram também a biomassa (Kwon et al., 2021).

Objetivos

O principal objetivo deste estudo foi avaliar a flora bacteriana Gram-negativa da
cavidade oral e da cloaca de geckos leopardo (Eublepharis macularius). Para tal realizou-se a
identificacdo de bactérias Gram-negativas isoladas de geckos leopardo saudaveis, caracterizou-
se a suscetibilidade aos antibidticos e caracterizaram-se 0s mecanismos de resisténcia aos
antibidticos p-lactdmicos, nomeadamente a producdo de B-lactamases de espectro alargado
(ESBLs), cefalosporinases e carbapenemases.
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Material e métodos

Caraterizacdo da amostra

As amostras utilizadas no desenvolvimento deste trabalho foram obtidas no &mbito do
Projeto estratégico PATHOGeckos, financiado pela Faculdade de Medicina Veterinaria, da
Universidade Lusdéfona -Centro Universitario de Lisboa — COFAC. Este estudo foi
previamente aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria, da Universidade Lusdfona -Centro Universitéario de Lisboa (Parecer n°20/2022).

Os geckos selecionados para integrar este estudo eram animais aparentemente
saudaveis, apresentavam uma cauda gorda e sem deformacdes visiveis, como por exemplo
0ss0s a sair da pele. Habitavam em terrarios horizontais, em vidro ou plastico, com substrato
de fibra de coco ecoldgica, cuja fonte de aquecimento eram em tapetes de aquecimento
externos, todos sem lampada UV e com agua sempre a disposicdo. A base da alimentacdo de
todos os animais consistia em insetos vivos (tenebrios, baratas dubias, zoophobas, larvas do

mel, grilos e gafanhotos) obtidos comercialmente.

Para a realizac&o deste estudo foram recolhidas amostras de 56 animais através de zaragatoas,
2 para cada animal, uma da cavidade oral e outra da cloaca. Mas no total foram contabilizadas
92 amostras sendo 49 orais e 43 cloacais. Os animais incluidos no estudo foram provenientes

de tutores/criadores da zona de Lisboa com o consentimento dos mesmos.

Figura 10: Recolha de amostras para este estudo: 1-Cavidade cloacal, 2-Cavidade oral (Fotos

do autor).
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Isolamento e identificacdo de bactérias Gram-negativas (Pseudomonadales e

Enterobacterales)

ApOs a rececdo das zaragatoas da cloaca e orais no laboratdrio, o isolamento e
identificacdo das ordens Pseudomonadales e Enterobacterales foi realizado de acordo com os
métodos bacterioldgicos existentes no Laboratorio. Resumidamente, as sementeiras foram
realizadas em meio Columbia + 5% sangue de carneiro (Oxoid, Hampshire, Reino Unido), em
meio MacConkey agar (Biokar Diagnostics, Franca), meio IRIS Salmonella® (Biokar) e
UriSelect™4 Medium (Biorad Laboratories, USA). Para detecdo de Enterobacterales
resistentes C3G e aos CP foi realizada sementeira em meio MacConkey agar suplementado com
1,0 pg/mL cefotaxima (ThermoFisher Scientific, Inglaterra) e 1,5 pg/mL meropeneme
(Tcichemicals, Germany), respetivamente. Ap6s 24-48h de incubacdo verificou-se o
crescimento das colonias bacterianas ndo fermentadoras e fermentadoras. As diferentes
colodnias obtidas foram isoladas em Columbia + 5% sangue de carneiro (Oxoid) e realizado o

teste da Oxidase (PanReac AppliChem, Alemanha).

Extracdo de DNA de bactérias Gram-negativas

Existindo varios métodos para realizar este procedimento, a extracdo de DNA pode ser
dividida em dois procedimentos principais, a lise das células presentes na amostra, através da
rutura das membranas citoplasmaticas, e a separacdo e purificacdo do DNA dos outros

componentes lisados ( Shetty, 2020).

A extraccdo de DNA total foi realizado pelo método de fervura (DTU food Nacional
Institute, 2023). Para tal realizou-se uma suspens&o da cultura da bactéria em estudo em 100
pL de agua MiliQe, centrifugou-se durante 15 minutos a 13000 rpm, seguindo-se da fervura em
agua a 100°C.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em gel de agarose

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica laboratorial que tem como
objetivo amplificar rapidamente milhGes a bilhdes de cdpias de um segmento especifico de
DNA (Poirel et al., 2011). Por sua vez, a eletroforese em gel de agarose é uma técnica
laboratorial relativamente facil de usar, aplicada grande maioria das vezes para avaliar 0 sucesso
da reagdo de PCR. Consiste na separacdo molecular por tamanho, os fragmentos sdo colocados

num gel de agarose com pequenos poros e é criado um campo elétrico passando corrente através
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do gel, as moléculas vado se mover mais depressa ou mais devagar consoante o seu tamanho e
carga elétrica, as com menor peso vao se deslocar mais depressa do que a as com maior peso.
Para visualizacdo dos fragmentos amplificados sdo usados agentes intercalantes, tornando
assim possivel a sua identificacéo através da comparagédo das bandas com os controlos positivos
(Wittmeier & Hummel, 2022).

Confirmacao da espécies bacterianas Gram-negativas por PCR
Pseudomonas spp. e Pseudomonas aeruginosa

Para identificacdo e confirmacdo do género Pseudomonas spp. e P. aeruginosa foi
utilizado um multiplex PCR adaptado de Spilker e colaboradores (2004) e de Padmavathy e
colaboradores (2012). O método foi realizado com um volume final de 25 pyL contendo agua
MiliQ esterilizada, 12,5 pL de Supreme NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYtech, Portugal),
0,5 UM de cada um dos oligonucle6tidos (Tabela 1) e 1,5 uL de DNA. A reacdo realizada em
termociclador (Biometra TOne Series, Analytik jena Alemanha) incluiu uma desnaturagéo
inicial a 95°C durante 5 minutos, a qual se seguiram 35 ciclos de desnaturacdo (30 segundos a
95°C), hibridacdo (30 segundos a 55°C) e extensdo (60 segundos a 72°C), terminando com uma
extensdo final de 10 minutos a 72°C. Foi usado um controlo positivo (DNA de estirpe bacteriana
previamente sequenciada) e um controlo negativo (onde ndo existia DNA)

Tabela 1: Oligonucle6tidos iniciadores, utilizados na técnica de PCR para identificacdo de
Pseudomonas spp. e Pseudomonas aeruginosa

Designacio do oligonucledtido Sequéncia nucleotidica (5°’—3’) Tamanho do Referéncia
iniciador produto de
PCR (bp)
PA _ETA F GCCTTCGAACATCAAGGTGT 207 Padmavathy
PA ETA R CCATGACCACGCTGACC3 et al. (2012)
PA-GS-F GACGGGTGAGTAATGCCTA 618 Spilker et al.
PA-GS-R CACTGGTGTTCCTTCCTATA (2004)

De seguida foi realizada a analise de 5 pL de cada reacdo de PCR através de uma
corrida em gel de agarose (Nzytech, Lisboa, Portugal) 1,5% (p/v) em tampao tris-borato-EDTA
(TBE) durante 60 minutos a 90V, em tina de eletroforese (VWR). Foram adicionados no inicio
da corrida 5 pL de marcador de peso molecular NZYDNA Ladder V 50-1000pb (NZYtech,
Portugal). Os produtos de PCR foram visualizados, apos a unido com um agente intercalante,

utilizando um transluminador ultravioleta (UViewTM Mini Tansilluminator, BioRad, Franca).
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Confirmacado da ordem Enterobacterales

Confirmacdo do género Salmonella spp., e das espécies Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca e Proteus mirabilis

Para confirmacéo do género Salmonella spp, e das espécies E. coli, Klebsiella

pneumoniae, K. oxytoca e Proteus mirabilis foram realizados diferentes PCR.

Os PCR foram realizados com um volume final de 25 pL contendo agua MiliQ
esterilizada, 12,5 pL de Supreme NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYtech, Portugal), 0,5
UM de cada um dos oligonucle6tidos (Tabela 2), e 1,5 UL de DNA. As reac6es foram realizadas
em termociclador (Biometra Tone Series,). Para cada uma das reacdes foi usado um controlo
positivo (estirpe previamente sequenciada) e um controlo negativo (sem DNA). De seguida
realizou-se a eletroforese em gel de agarose e a visualiza¢do dos produtos de PCR como descrito

anteriormente.

Para confirmacdo do género de Salmonella spp. foi utilizado o simplex PCR adaptado
de Malorny e colaboradores (2003). A amplificacdo do gene invA, permite identificar a bactéria
como Salmonella spp. uma vez que é caracteristico deste género (Tabela 2). A reacdo realizada
iniciou-se a desnaturacdo inicial a 94°C durante 2 minutos, a qual se seguiram 30 ciclos de
desnaturacdo (30 segundos a 94°C), hibridacédo (60 segundos a 60°C) e extensdo (60 segundos

a 72°C), terminando com uma extensao final de 5 minutos a 72°C.

Para confirmacdo da espécie E. coli e classificacdo filogenética foi realizado um
multiplex-PCR de acordo com Doumith e colaboradores (2012) onde foi feita a amplificacéo
do gene gadA, o qual é caracteristico da espécie E. coli e através da amplificacdo de outros dois
genes, chuA e yjaA e do fragmento de DNA TspE4.C2 (Tabela 2). A reacdo iniciou-se com uma
desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturacéo (30 segundos
a 94°C), hibridacdo (30 segundos a 65°C) e extensdo (30 segundos a 72°C), terminando com

uma extensao final de 5 minutos a 72°C.

Para confirmac&o das espécies Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis foi realizado
multiplex-PCR de acordo com Padmavathy e colaboradores (2012). Foi realizada a
amplificacdo dos genes fimK e zapA para identificacdo das espécies Klebsilla pneumoniae e
Proteus mirabilis, respetivamente. A reacdo iniciou-se com uma desnaturacdo inicial a 94°C

por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo (45 segundos a 94°C), hibridacdo (60

36



segundos a 54°C) e extensdo (60 segundos a 72°C), terminando com uma extensao final de 10

minutos a 72°C.

Para confirmacdo da espécie Klebsiella oxytoca foi realizado o PCR de acordo com
kovtunovych e colaboradores (2003). Foi realizada a amplificacdo do gene da poligalacturonase
(pheX) caracteristico desta espécie (Tabela 2). A reacdo iniciou-se com uma desnaturacdo
inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo (30 segundos a 95°C),
hibridacdo (30 segundos a 55°C) e extensdo (60 segundos a 72°C), terminando com uma

extensao final de 10 minutos a 72°C.

Tabela 2: Oligonucledtidos iniciadores, utilizados na técnica de PCR para identificagdo de

algumas espécies de Enterobacterales.

Gene Designacio do Sequéncia nucleotidica (5°—3°) Tamanho Referéncia
oligonucle6tido do produto
de PCR
(bp)
invA invAF GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 284 Malorny et
invAF GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA al. 2003
gadA gadAF GATGAAATGGCGTTGGCGCAAG 373
gadAR GGCGGAAGTCCCAGACGATATCC
chuaA chuaAF ATGATCATCGCGGCGTGCTG 281
chuaAR AAACGCGCTCGCGCCTAAT Doumith et
yjaA YjaAF TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT 216 al. 2012
YjaAR ACCTGTGACAAACCGCCCTCA
Fragmento TSPE4.C2F GCGGGTGAGACAGAAACGCG 152
de DNA - TSPE4.C2R TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG
TSPE4.C2
fimK KP_fimK F TGCTCTATCAGGTGAGTCAT 746
KP_fimK R AAAATCGATAGTTTCAGCAT Padmavathy,
zapA PM zapA F ACCGCAGGAAAACATATAGCCC 540 etal. 2012
PM zapA R GCGACTATCTTCCGCATAATCA
pehX KO PEH-C GATACGGAGTATGCCTTTACGGTG Kovtunovych
KO _PEH-D TAGCCTTTATCAAGCGGATACTGG 344 etal.,2003

Identificacdo de outras bactérias Gram-negativas

Para identificagcdo de outras espécies de bactérias Gram-negativas, para as quais nao
foram possiveis identificar pelos PCRs realizados anteriormente, os isolados foram enviados
para Laboratorio externo (Instituto Nacional Dr. Ricardo Jorge, Departamento de Doencas

Infeciosas). A identificacao foi realizada em VITEK® MS (Biomerieux, Franga).
Teste de suscetibilidade a antibidticos (TSA)

O teste de suscetibilidade a antibidticos (TSA) é um procedimento laboratorial que
tem como objetivo a identificacdo do antibidtico mais eficaz para a bactéria em estudo (Bayot
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& Bragg, 2023).0s laboratorios clinicos dispdem atualmente de varios métodos para a
realizacdo dos TSA, sendo o mais comum, o metodo de difusdo em disco (MDD) (Bayot &
Bragg, 2023).

O MDD consiste na colocacéo de discos de papel saturados com os antibioticos sobre
uma placa de MacConkey agar com a bactéria a testar, previamente semeada na superficie do
meio, seguidamente, leva-se a placa a incubar durante 37°C+1°C durante 18h+2h. Apds este
periodo de incubacdo confirma-se a presenca ou auséncia de uma zona de inibi¢do ao redor dos

discos e mede-se o didmetro dos halos obtidos (Horvath et al., 2016).

Para cada isolado obtido e confirmado quanto ao género e espécie, foram testados
quanto a suscetibilidade aos antibidticos pelo MDD. Apds se efetuar a sementeira duma
suspensdo com o grau 0,5 da escala de McFarland, correspondente a uma concentracdo
bacteriana entre 1 - 2 x 108 UFC/mI, em placas de Mieller-Hinton Agar (Biokar) de col6nias
de cultura pura dos varios isolados, foram aplicados os discos de antibidticos (Oxoid,
Hampshire, Reino Unido).

Para os isolados confirmados como Pseudomonas spp. e P. aeruginosa foram
utilizados os seguintes antibidticos (Oxoid, ampshire, Inglaterra): amicacina (30 ug),
ceftazidima (10 pg) cefepime (30 pg), ciprofloxacina (5ug), enrofloxacina (5 ug),
levofloxacina (5 ug), gentamicina (10 pg), imipeneme (10 pg), meropenemo (10 pg),
piperacilina (30 ug), piperaciclina/tazobactam (36 ug) e tobramicina (10 pg).

Para Enterobacterales foram testados os seguintes antibiéticos (Oxoid): ampicilina (10
ug), amoxicilina-acido clavulanico (30 pg), amicacina (30ug), acido nalidixico (30ug),
cefotaxima (5 ug), cefoxitina (30 pg), cefepime (30 pg), ceftazidima (10 pg), cloranfenicol
(30ug), ciprofloxacina (5 pg), ertapeneme (10 ug), gentamicina (10ug), imipeneme (10 ug),
levofloxacina (5 pg), meropenemo (10 ug), piperacilina (30 ug), piperacilina/Tazobactam (36
1g), pefloxacina (5 pg), trimetoprim/sulfametoxazole (25 ug) e tetraciclina (30uQ).

Para rastreio da detecdo da atividade de carbapenamses nas Enterobacterales foi

realizado o teste MAST® CAT-ID (D71C, Mastgroup, Alemanha) com faropenem, seguindo

as instrucdes do fabricante.
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Ap0s a colocacdo dos discos, as placas foram incubadas a 37°C+1°C durante 18hx2h.
Os perfis de suscetibilidade antimicrobiana de cada isolado foram interpretados de acordo com
0 European Committee on Antimicrobial Susceptibility Test (EUCAST, 2023) e CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2020).

A multirresisténcia foi definida como resisténcia a pelo menos trés classes de
antibioticos. As bactérias foram classificadas como multirresistentes (MDR) de acordo com a

classificagdo proposta por Magiorakos e colaboradores.

Pesquisa e detecéo de genes que codificam para ESBLs/AmpC e Carbapenemases

Para os isolados de Enterobacterales com resisténcia as C3G foi realizada a pesquisa
de ESBL e AmpC por diferentes PCRs.

Cada um dos PCRs foi realizado num volume final de 25 pL, contendo agua MilliQ
esterilizada, 12,5 pL de Supreme NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYtech, Portugal), 0,5
UM de cada um dos oligonucleotideos (Tabela 3) e 1,5 puL de DNA alvo. Todas as reacoes
foram realizadas em um termociclador (Biometra TOne Series,). Para cada uma das reagdes
foram utilizados um controlo positivo e um controlo negativo. Ap6s obtencdo dos produtos de

PCR, estes foram submetidos a eletroforese e visualizados conforme descrito anteriormente.

Para detecdo dos genes que codificam para as p-lactamases do tipo TEM foi realizada
com a detecdo de uma sequéncia conservada do gene blarem (Canica et al.1997). A reacdo
iniciou-se com uma desnaturacdo inicial a 94°C por 7 minutos, seguida por 30 ciclos de
desnaturacdo (60 segundos a 94°C), hibridacdo (2 minutos a 56°C) e extensdo (60 segundos a

72°C), finalizando com uma extenséo final de 5 minutos a 72°C.

Para detecdo dos genes que codificam para as B-lactamases do tipo SHV foi realizada
com a detecdo de uma sequéncia conservada do gene blasnv (Rasheed et al,1997). A reacdo
iniciou-se com uma desnaturacdo inicial a 94°C por 7 minutos, seguida por 30 ciclos de
desnaturacédo (30 segundos a 94°C), hibridacéo (60 segundos a 54°C) e extensdo (60 segundos

a 72°C), finalizando com uma extensdo final de 5 minutos a 72°C.

Para detecdo dos genes que codificam para as B-lactamases do tipo CTX-M foi
realizada com a detecdo de uma sequéncia conservada do gene blactx-m (Edelstein, et al. 2003).
Comecando com uma desnaturacdo inicial a 94°C por 7 minutos, seguida por 30 ciclos de
desnaturacdo (60 segundos a 94°C), hibridagéo (2 minutos a 54°C) e extenséo (60 segundos a

72°C), finalizando com uma extens&o final de 5 minutos a 72°C.
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No caso das amostras positivas para o gene blactx-m-1 foi realizada a amplificagéo de
outras regides do gene de modo a identificar o grupo a que pertencia, nomeadamente, grupo 1
(blacTx-m-1) € grupo 9 (blacTx-m-9) de acordo com Woodford e colaboradores (2006). O PCR para
identificacdo do gene niactx-m-1 iniciou-se a desnaturagdo inicial a 94°C durante 7 minutos,
seguida de 30 ciclos de desnaturacdo (1minuto a 94°C), hibridacdo (2 minutos a 58°C) e
extensdo (1 minuto a 72°C), terminando com uma extensdo final de 10 minutos a 72°C. Para
identificacdo do gene blactx-m9 @ desnaturagdo inicial ocorreu a 94°C durante 5 minutos,
seguida de 30 ciclos de desnaturagdo (1 minuto a 94°C), hibridagdo (30 segundos a 59°C) e

extensdo (1 minuto a 72°C), acabando com uma extenséo final de 7 minutos a 72°C.

A identificagdo de genes que codificam para as B-lactamases do tipo AmpC, foi
realizada por multiplex PCR (Pérez-Pérez, Hanson, 2002). Iniciou-se com uma desnaturagdo
inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 25 ciclos de desnaturacdo (30 segundos a 94°C),
hibridacdo (30 segundos a 65°C) e extensdo (60 segundos a 72°C), finalizando com uma

extensdo final de 10 minutos a 72°C.

Tabela 3: Oligonucledtidos iniciadores, utilizados no método de PCR para dete¢dao dos genes
que codificam para as B-lactamases de espetro alargado (ESBLs), cefalosporinases (AmpC) e

carbapenemases nos isolados de Enterobacterales.

Gene Designacao do Sequéncia nucleotidica Tamanho do Referencia
oligonucledtido 5-3) produto de
PCR (bp)
TEM FIN ATTCTTGAAGACGAAAGGGC 1091 Caniga et al.
DEB ATGAGTAAACTTGGTCTGAC 1997
SHV SHVf CGCTTCTTTACTCGCCTTTA 911 Rasheed et al,
SHVr TTAGCGTTGCCAGTGCTC 1997
CTX-M CTX-MF TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 544 Edelstein et
CTX-MR CGATATCGTTGGTGGTGCCATA al. (2003)
CTX-M-1 CTX-M-1F AAAAATCACTGCGCCAGTTC 415
CTX-M-1R AGCTTATTCATCGCCACGTT Woodford et al.
CTX-M-9 CTX-M9F CAAAGAGAGTGCAACGGATG 205 2006
CTX-M-9R ATTGGAAAGCGTTCATCACC
ACC ACCMF AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 346
ACCMR TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
LAT-1; CITMF TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 462
-3, BIL-1, CITMR TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC

CMY-2 to -7, -12

to - . .
Pérez-Pérez

18, -21 to -23 A
DHA DHAMF AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 405 Hanson

DHAMR CCGTACGCATACTGGCTTTGC 2002)
FOX FOXMF AACATGGGGTATCAGGGAGATG 190

FOXMR CAAAGCGCGTAACCGGATTGG
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ACT-1; MIR-1

EBCMF
EBCMR

TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG
CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT

302

MOX; CMY-1, -8,
-11;
-19

MOXMF
MOXMR

GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT
CACATTGACATAGGTGTGGTGC

520
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Resultados

Identificacdo de bactérias Gram-negativas em geckos leopardo saudaveis

Neste estudo foram identificadas diferentes espécies de bactérias Gram-negativas nas
amostras da cavidade oral e nas da cloaca. Entre as Enterobacterales foram identificadas
diferentes espécies na cavidade oral dos animais, entre elas Salmonella spp. (22,4 %, n= 11/49);
Klebsiella oxytoca (2,0%, n=1/49); Klebsiella pneumoniae (4,1%, n=2/49); Klebsiella
aerogenes (2,0%, n=1/49); Citrobacter freudi (4,1%, n=2/49); Pseudocitrobacter faecalis
(2,0%, n=1/49); Proteus mirabilis (2,0%, n=1/49); e Enterobacter cloacae (2,0%, n=1/49)
(Tabela 4; Figura 11). Em relacdo as bactérias da ordem das Pseudomonadales foram
identificadas Pseudomonas aeruginosa (22,4%, n=11/49), Pseudomonas spp. (10,2%, n=5/49)
e Stenotrophomonas maltophila (2,0%, n=1/49) (Tabela 4). Em relacdo a ordem das
Enterobacterales na cloaca foram detetadas as seguintes bactérias: Salmonella spp. (62,8%,
n=27/43); Escherichia coli (2,3%, n=1/43); Klebsiella aerogenes (9,3%, n=4/43); Citrobacter
freudi (16,3%, n=7/43), Proteus mirabilis (2,3%, n=1/43). Em relacdo a ordem das
Pseudomonadales foram identificadas Pseudomonas aeruginosa (18,6%, n=8/43) e outras
Pseudomonas spp (7,0%, n=3/43) (Tabela 4, figura 11).

Tabela 4: Bactérias Gram-negativas nas amostras da cavidade oral (n=49) e cloaca (n=43) de
Geckos Leopardo.

Bactéria Gram-negativa Cavidade oral Cloaca
% (n) % (n)
Salmonella spp. 22,4 (n=11) 62,8 (n=27)
Escherichia coli 0,0 (n=0) 2,3 (n=1)
Klebsiella oxytoca 2,0 (n=1) 0,0 (n=0)
Klebsiella pneumoniae 4,1 (n=2) 0,0 (n=0)
klebsiella aerogenes 2,0 (n=1) 9,3 (n=4)
Cirobacter freudi 4,1 (n=2) 16,3 (n=7)
Pseudocitrobacter faecalis 2,0 (n=1) 0,0 (n=0)
Proteus mirabilis 2,0 (n=1) 2,3(n=1)
Enterobacter cloacae 2,0 (n=1) 0,0 (n=0)
Pseudomonas aeruginosa 22,4 (n=11) 18,6 (n=8)
Pseudomonas spp. 10,2 (n=5) 7,0 (n=3)

Stenotrophomonas maltophila 2,0 (n=1) 0,0 (n=0)
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Figura 11: Representacdo grafica das bactérias Gram-negativas nas amostras da cavidade oral

e cloaca de geckos leopardo.

Em relacdo a Salmonela spp 10,5% (n=4/38) dos animais foram positivos para
salmonela spp. em ambas as amostras. Em relacdo a serotipicacdo de Salmonella spp. esta foi
realizada em 11 isolados da cavidade oral e em 24 isolados da cloaca, em laboratério externo.
Entre os isolados da cloaca os serotipos de Salmonella mais frequente foram: S. enterica
salamae ser. 16:m,t:- (29,2%, n=7), S. enterica enterica ser. Fluntern (29,2%, n=7), S. enterica
salamae ser. 40:g,m,t:- (12,5%, n=3) (Tabela 5). Em relacdo aos isolados da cavidade oral os
serotipos mais frequentes foram igualmente S. enterica salamae ser. 16:m,t:- (27,3%, n=3), S.
enterica enterica ser. Fluntern (18,2%, n=2) e S. enterica salamae ser. 40:g,m,t:- (18,2%, n=2)
(Tabela 5) (Figura 12).

Tabela 5: Serotipos de salmonela spp. identificados na cavidade oral (n=11) e cloaca (n=24)
de Geckos leopardo.

Serotipificacio de salmonela spp Cavidade oral % (n) Cloaca% (n)
S. enterica salamae ser. 16:m,t:- 27,3 (n=3) 29,2 (n=7)
S. enterica enterica ser. Fluntern 18,2 (n=2) 29,2% (n=7)

S. enterica salamae ser. 40:g,m,t:- 18,2 (n=2) 12,5 (n=3)
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S. enterica enterica ser. 0 (n=0) 8,3 (n=2)

Typhimurium
S. enterica salamae ser. 30:1,228:z6 0 (n=0) 8,3 (n=2)
S. enterica enterica ser. Tennessee 0 (n=0) 4,2 (n=1)
S. enterica enterica sef. 9,1 (n=1) 4,2 (n=1)
Senftenberg/Dessau
S. enterica enterica ser. Adelaide 9,1 (n=1) 0, (n=0)
S. enterica salamae ser. 9,1 (n=1) 0 (n=0)
47:b:e,n,x,z15
S.enterica enterica ser. Mpouto ou S. 9,1 (n=1) 4,2 (n=1)

enterica salamae ser. 16:m,t:-

Legenda: ser - serotipo

e [e)] [e]

Serotipos de Salmonella spp. (n)
N

Cavidade oral Cloaca
B S. enterica salamae ser. 16:m,t:-

B S. enterica enterica ser. Fluntern
S. enterica salamae ser. 40:g,m,t:-
S. enterica enterica ser. Typhimurium
M S. enterica salamae ser. 30:1,228:26
M S. enterica enterica ser. Tennessee
MW S. enterica enterica ser. Senftenberg/Dessau
B S. enterica enterica ser. Adelaide
M S. enterica salamae ser. 47:b:e,n,x,z15
B S.enterica enterica ser. Mpouto ou S. enterica salamae ser. 16:m,t:-

o

Figura 12: Representacdo grafica dos serotipos de Salmonella spp. identificados na cavidade
oral e cloaca de geckos leopardo.

Teste de suscetibilidade a antibiéticos e mecanismos de resisténcia aos p-lactimicos

Para os isolados de Salmonella spp. referidos anteriormente foi realizado o teste de
suscetibilidade a antibidticos por difusdo de disco para 19 antibidticos. Entre os isolados da
cavidade oral verificou-se as seguintes resisténcias: ampicilina (9,1%, n=1/11), &cido nalidixico

(18,2%, n=2/11), pefloxacina (18,2%, n=2/11), gentamicina (9,1%, n=1/11) e amicacina
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(81,8%, n=9/11) (Figura 13). Para os isolados da cloaca as resisténcias aos antibioticos foram
as seguintes: piperacilina (37,0 %, n=10/27), piperacilina/tazobactam (33,3%, n=9/27), acido
nalidixico (14,8%, n=4/27), pefloxacina (14,8%, n=4/27), gentamicina (7,4%, n=2/27) e
amicacina (70,4%, n=19/27) (Figura 13). Em nenhum dos isolados de Salmonella spp. foi
detetada multirresisténcia aos antibioticos, apenas resisténcia a algumas flourquinolonas

aminoglicosideos e betalactamicos. Nao sendo verificada resisténcia aos CP nem a C3G.
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Figura 13: Representagdo grafica da resisténcia aos antibidticos para os isolados de Sal/monela

spp. nos geckos leopardo na cavidade oral (n=11) e na cloaca (n=27).

Em relacdo aos isolados de Citrobacter freudi obtidos da cavidade oral (n=2) e da
cloaca (n=7) foram testados 17 antibioticos e verificou-se as seguintess resisténcia: ampicilina
(100%), amoxicilina/acido calvulanico (100%), cefotaxima (100 % e 85,7%, respetivamente),
ceftazidima (50% e 71,4%, respetivamente), cefoxitina (100%), cefepim (0% e 14,2%,
respetivamente), ciprofloxacina (0% e 14,2%, respetivamente), piperacilina (50% e 42,9%,
respetivamente) e piperacilina/tazobactam (50% e 42,9%, respetivamente) Nenhum dos

isolados foi classificado como multirresistente. (Figura 14).
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Figura 14: Representacdo grafica da resisténcia aos antibidticos para os isolados de Citrobacter

freudi nos geckos leopardo na cavidade oral (n=2) e na cloaca (n=7).

Em relacéo aos isolados de klebsiella aerogenes obtidos da cavidade oral (n=1) e da
cloaca (n=4) foram testados 18 antibioticos e verificou-se a seguinte resisténcia: ampicilina
(100%), amoxicilina/acido clavulanico (100%), cefotaxima (0% e 50,0%, respetivamente),
ceftazidima (100% e 50,0%, respetivamente), cefoxitina (100% e 75%, respetivamente),
cefepime (0% e 25,0%, respetivamente), ciprofloxacina (100% e 0%, respetivamente),
gentamicina (100% e 0%, respetivamente), levofloxaxina (100% e 75%, respetivamente),
piperacilina (100% e 75,0%, respetivamente), piperacilina/tazobactam (100% e 0,0%,
respetivamente) (Figura 15). Um dos isolados da cavidade oral era multirresistente,
apresentando resisténcia aos beta-lactamicos, fluoroquinolonas e aminoglicosideos
(gentamicina). Os restantes isolados ndo apresentaram multirresisténcia, mas todos eram

resistentes as C3G.
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Figura 15: Representagdo grafica da resisténcia aos antibioticos para os isolados de Klebsiella

aerogenes nos Geckos Leopardo na cavidade oral (n=1) e na cloaca (n=4).

Em relacdo a Klebsiella oxytoca foi apenas isolada uma bactéria da cavidade oral de

um dos animais, sendo esta resistente apenas a ampicilina (AMPR).

Em relacdo aos isolados de Klebsiella pneumoniae obtidos da cavidade oral (n=2)
foram testados 18 antibi6ticos e verificou-se a seguinte resisténcia: ampicilina (100%),
amoxicilina/acido clavulanico (100%), cefotaxima (50,0%), ceftazidima (50,0%), cefepime
(50,0%), ciprofloxacina (50,0%), levofloxaxina (50,0%), sulfamethoxazole/trimethoprim
(50,0%), piperacilina (100%), piperacilina/tazobactan (50,0%).

Em relacédo aos isolados de Proteus mirabilis obtidos da cavidade oral (n=1) e da
cloaca (n=1) foram testados 18 antibioticos e verificou-se as seguintes resisténcias: ampicilina
(100%), amoxicilina/acido clavuléanico (100%), aztreonam (100% e 0%, respetivamente),
cefotaxima (0% e 100%, respetivamente), ceftazidima (100%), cefoxitina (100% e 0%,

respetivamente) e piperacilina (0% e 100%, respetivamente).
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Neste estudo foi também identificada Escherichia coli (pertencendo ao grupo

filogenético D), numa amostra da cloaca. Sendo esta suscetivel a todos os antibioticos testados.

Neste estudo foram identificados 28,8% (n=17/59) de Enterobacterales resistentes as
C3G (Tabela 6). Entre elas foram identificados 0s seguintes agentes bacterianos:
Pseudocitrobacter faecalis (n=1); Enterobacter cloacae (n=1); Klebsiella pneumoniae (n=1);
Citrobacter freudi (n=9). Em relacdo a Citrobacter freudi todos os isolados de ambas as
amostras foram resistentes as C3G e nenhum dos isolados foi classificado como
multirresistente. Em todos os isolados de Citrobacter freudi foi identificado o gene blacmy.
Uma K. pneumoniae era resistente as C3G e foram detetados os seguintes determinantes de
resisténcia aos antibioticos blacTx-m-1 grupo, blasrv € blatem. Em relagéo a espécie Enterobacter
cloacae foi apenas isolada uma bactéria obtida na cavidade oral e apresentou o seguinte perfil
de resisténcia: AMPR-AMCR-CTXR-CAZR-FOXR-FEPR-PRLR-TZPR (Tabela 6). Entre as
Enterobacterales resistentes as C3G 58,8% (n=10/17) foram identificadas bactérias produtoras
de ESBLs/AmpC (Tabela 6).

Tabela 6: Enterobacterales resistentes as C3G nos isolados de geckos leopardo.

Identificacdo da Tipo de Enterobacterale Perfil de MDR Genes de
amostra amostra resisténcia aos resisténcia
antibioticos aos
antibioticos
ULHTGA3 Oral Enterobacter AMPR-AMCR- Nio _
cloacae CTXR-CAZR-
FOXR-FEPR-PRLR-
TZPR
ULHTGA4 Oral Klebsiella AMPR-AMCR- N&o blacTx-m-1
pneumoniae CTXR-CAZR-FEPR- grupo, blasny
PRLR-TZPR e b|a'rEM
ULHTGA4 Cloaca Klebsiella AMPR-AMCR- N&o -
aerogenes FOXR- FEPR-PRLR-
TZPR
ULHTGA4 Cloaca Citrobacter freudi ~ AMPR-AMCR- No blacmy
CTXR-CAZR-
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FOXR-PRLR-TZPR-
SXTR

ULHTGAS Cloaca Klebsiella AMPR-AMCR- No -
aerogenes CTXR- CAZR
ULHTGA14 Cloaca Citrobacter freudi ~ AMPR-AMCR- No blacmy
CTXR-CAZR-FOXR
ULHTGA14 Cloaca Klebsiella AMPR-AMCR- No -
aerogenes CTXR-CAZR-
FOXR- PRLR-TZPR
ULHTGA15 Oral Citrobacter freudi  AMPR-AMCR- No blacmy
CTXR-CAZR-
FOXR-PRLR-TZPR-
AKR
ULHTGA17 Oral Pseudocitrobacter ~AMPR-AMCR- N&o -
faecalis CTXR-CAZR-
FOXR-FEPR
ULHTGA22 Cloaca Citrobacter freudi  AMPR-AMCR- N&o blacmy
FOXR
ULHTGA24 Cloaca Citrobacter freudi ~ AMPR-AMCR- No blacmy
CTXR-CAZR-FOXR
ULHTGA27 Oral Klebsiella AMPR-AMCR- Sim -
aerogenes CAZR-FOXR-
PRLR- TZPR- CIPR-
LEVR-CNR
ULHTGA27 Cloaca Klebsiella AMPR-AMCR- N&o -
aerogenes FOXR- PRLR- TZPR
ULHTGA29 Oral Citrobacter freudi  AMPR-AMCR- N&o blacmy
CTXRFOXR
ULHTGA29 Cloaca Citrobacter freudi ~ AMPR-AMCR- No blacmy
CTXR-CAZR-
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FOXR- PRLR CIPR-
LEVR

ULHTGA30 Cloaca Citrobacter freudi ~ AMPR-AMCR- No blacmy
CTXR-CAZR-
FOXR- PRLR- TZPR

ULHRGAS55 Cloaca Citrobacter freudi ~ AMPR-AMCR- No blacmy
CTXR-CAZR-FOXR

Legenda: AK- Amicacina, AMC- Amoxicilina/acido clavulanico, AMP- Ampicilina, CAZ- Ceftazidima, CIP-Ciprofloxacina,
CN- Gentamicina, CTX- Cefotaxima, FEP- Cefepime, Fox-Cefoxitina, LEV- Levofloxacina, PRL- Piperacilina, TZP-
Piperacilina/tazobactan; R-Resistente.

Em termos de resisténcias aos antibioticos para a ordem das Pseudomonadales, foi
possivel verificar que os isolados de Pseudomonas aeruginosa da cavidade oral apresentaram
resisténcia aos seguintes antibioticos: piperacilina (18,2%, n=2), piperacilina/tazobactan (9,1%,
n=1), ceftazidima (27,3%, n=3), enrofloxacina (45,5%, n=>5), amicacina (9,1%, n=1),
tobramicina (18,2%, n=2) e imipenem (9,1%, n=1) (Tabela 7). Quanto aos isolados de
Pseudomonas aeruginosa na cloaca observou-se as seguintes resisténcias: piperacilina (12,5%,
n=1), piperacilina/tazobactan (25,0%, n=2), ceftazidima (25,0%, n=2), cefepime (12,5%, n=1),
enrofloxacina (62,5%, n=>5), gentamicina (25,0%, n=2), tobramicina (12,5%, n=1) e imipeneme

(12,5%, n=1), sendo cinco delas multirresistentes (Tabela 9).

Tabela 7: Resisténcia aos antibidticos para os isolados de Pseudomonas aeruginosa e
Pseudomonas spp. nos Geckos Leopardo na cavidade oral e na cloaca.

Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas spp.
Antibidtico Cavidade oral Cloaca Cavidade oral Cloaca
% (n) % (n) % (n) % (n)
N=11 N=9 N=5 N=2
Piperacilina 18,2 (n=2) 12,5 (n=1) 20,0 (n=1) 0,0 (n=0)
Piperacilina/tazobactan 9,1 (n=1) 25,0 (n=2) 0,0 (n=0) 33,1 (n=1)
Ceftazidima 27,3 (n=3) 25,0 (n=2) 0,0 (n=0) 0,0 (n=0)
Cefepime 0 (n=0) 12,5 (n=1) 0,0 (n=0) 0,0 (n=0)
Enrofloxacina 45,5 (n=5) 62,5 (n=5) 20,0 (n=1) 33,3 (n=1)
Ciprofloxacina 0,0 (n=0) 0,0 (n=0) 0,0 (n=0) 0,0 (n=0)
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Gentamicina 0,0 (n=0) 25,0 (n=2) 0,0 (n=0) 0,0 (n=0)
Amicacina 9,1 (n=1) 0,0 (n=0) 0,0 (n=0) 0,0 (n=0)
Tobramicina 18,2 (n=2) 12,5 (n=1) 0,0 (n=0) 0,0 (n=0)
Imipeneme 9,1 (n=1) 12,5 (n=1) 0,0 (n=0) 0,0 (n=0)
Meropeneme 0,0 (n=0) 0,0 (n=0) 20,0 (n=1) 0,0 (n=0)
MDR 18,2 (n=2) 25,0 (n=2) 20,0 (n=1) 0, 0 (n=0)

Legenda: MDR: Multirresistente.
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Discussao

Neste estudo o principal objetivo foi caracterizar flora Gram-negativa oral e da cloaca
em geckos leopardo, uma vez que a grande maioria das infecdes em repteis ocorrem por este
tipo de bactérias (Divers & Stahl, 2019).

O género de bactéria Gram-negativa com maior frequéncia de isolamento tanto na
cavidade oral como na cloaca de geckos leopardo foi Salmonella spp (22,4%, 60,5%,
respetivamente). Este agente bacteriano é considerado uma componente natural da flora do trato
gastrointestinal na maioria dos répteis. Apresenta uma alta diversidade de subespécies e
estirpes, entre os quais algumas podem causar infecdes em aves, mamiferos, repteis e humanos.
A transmissao desta bactéria de repteis para humanos é definida como salmonelose associada a
répteis (SAR) ou salmonelose associada a repteis de estimacdo exdticos (SAREE) e foi
observada e descrita em muitos paises europeus (Zajac et al., 2020).

Este género representa a bactéria associada a repteis mais conhecida pelo publico. A
infecdo por Salmonella spp. em répteis normalmente comega entericamente e depois transcola-
se através do intestino, ocorrendo entdo a disseminacdo para outros 6rgaos. As lesGes nestes
animais geralmente incluem enterite necrosante, hepatite granulomatosa, osteomielite
proliferativa e osteomielite vertebral (Divers & Stahl, 2019). Para além disso, um dos problemas
dermatol6gicos mais comum nos répteis sao 0s abscessos cutaneos e subcutaneos, muitas vezes
observado como protuberancias da pele. Estes podem ocorrer quando os patogénios sdo
introduzidos no tecido por um tumor, parasitas ou por trauma (por exemplo uma mordida ou
penetracao por corpo estranho), e sdo frequentemente causados por bactérias oportunistas que
podem induzir uma doenca sob certas condi¢cdes e sdo encontrados no corpo dos répteis
saudaveis. Sendo que os poucos estudos sistematicos que tentam descrever e confirmar a fonte
de infecdo e os agentes causadores de abscessos em répteis falam maioritariamente em
Salmonella spp. (Zajac et al., 2020). Num estudo realizado em 2020 na Polonia em geckos
leopardo, todos os abcessos testados foram positivos para esta bactéria (Zajac et al., 2020).
Contudo, a presenca destas bactérias raramente causam doengas nos repteis (Divers & Stahl,
2019), mas as implica¢Ges zoondticas sdo importantes. A salmonelose no ser humano apresenta-
se frequentemente com sinais gastrointestinais, incluindo diarreia aguda, vomitos, febre, dor
abdominal, desidratacédo (Bjelland et al., 2020). Existem casos conhecidos na Europa, mas no
geral os numeros parecem inferiores aos relatados nos Estados Unidos (Bjelland et al., 2020).
Estudos epidemioldgicos mostraram que 14% ou aproximadamente 280000 dos estimados 2

milhGes de casos de salmonelose observados anualmente nos Estados Unidos estavam
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associados a tartarugas domesticas, sendo que pelo menos 22% dos casos necessitavam de
hospitalizacdo, o que demonstra que esta doenca é um grave perigo a saude (Bjelland et al.,
2020). Embora o publico no geral esteja geralmente consciente da relagdo entre tartarugas e
Salmonella spp., ndo esta tdo bem informado sobre a ligagdo com outros répteis, incluindo
lagartos (iguanas verdes, dragdes barbudos, geckos de crista, geckos leopardo, dragdes de agua,
entre outros) e cobras (Jacobson & Garner, 2020).

Em casos de salmonelose com sintomatologia clinica em repteis, a terapia empirica
com aminoglicosideos de primeira linha € o tratamento recomendado a fazer, contudo, devido
ao uso excessivo de antibidticos, existem agora estirpes que sdo resistentes aos
aminoglicosideos e podem ndo ser tdo facilmente trataveis, sendo por isso recomendada a
realizacdo de um TSA previamente (Divers & Stahl, 2019).

Para além de Salmonella spp., uma outra bactéria Gram-negativa encontrada com
elevada frequéncia nas amostras estudadas foi Pseudomonas aeruginosa. Esta bactéria € uma
das espécies mais relevante na medicina de répteis (Divers & Stahl, 2019). Encontra-se
frequentemente em amostras tanto de répteis clinicamente saudaveis e como de doentes.
Contudo, existem relativamente poucos casos descritos de infe¢es por Pseudomonas spp. em
queldnios, contrastando com o que existe descrito em lagartos e cobras (Divers & Stahl, 2019;
Jacobson & Garner, 2020). Nos répteis as infe¢es por Pseudomonas spp. podem-se manifestar
como lesdes locais a lesdes tegumentares difusas, orais, na lingua, pneumonias e septicemias
(Divers & Stahl, 2019; Jacobson & Garner, 2020). Uma estomatite por Pseudomonas spp. pode,
eventualmente, resultar numa pneumonia por esta mesma bactéria, devido a necrose dos tecidos
ou detritos da cavidade oral que sdo inalados. Para além disso € comum estes agentes
bacterianos colonizarem queimaduras de pele (maioritariamente causadas por tapetes ou cabos
de aquecimento térmico (Jacobson & Garner, 2020). Quando este tipo de agente bacteriano é
encontrado numa lesdo de um paciente, deve-se averiguar quais os fatores que possam estar a
comprometer o réptil. Para além disso este tipo de bactéria tem impacto zoonético, uma vez
que o ser humano pode contrair infe¢des por este agente bacteriano por meio do contato direto
apos arranhdes ou mordidas, inalagdo ou ingestéo (Colinon et al., 2010; Divers & Stahl, 2019).
No ser humano, uma infecdo por P. aeruginosa pode causar uma grande variedade de doencas
adquiridas como foliculite, feridas perfurantes que levam a osteomielite, pneumonia, otite
externa e muitas outras. Também é uma causa importante de infecbes nosocomiais, como
pneumonia associada a ventilacdo mecanica e infe¢des do trato urinario associadas a cateteres.

Os reservatdrios no ambiente hospitalar incluem agua potavel, torneiras, escovas de dente,
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maquinas de fazer gelo, solucdes desinfetantes, sabonetes, equipamentos de terapia respiratoria
e endoscépios (Wilson & Pandey, 2023).

Neste estudo num dos isolados da cavidade oral foi identificada a bactéria
Pseudocitrobacter faecalis. Esta bactéria gram-negativa da ordem das Enterobacterales foi
descrita pela primeira vez em 2010 e foi encontrada em contexto clinico, num hospital de
medicina humana no Paquistdo (Kampfer et al 2014). Esse mesmo isolado apresentava
resisténcia aos carbapenemos devido & producdo de carbapenemases NDM-1 (Kampfer et al
2014). Em 2022 este agente bacteriano foi encontrado na China na corrente sanguinea de um
paciente humano, sendo esta bactéria produtora de carbapenemases (OXA-181) (Shi et al.,
2022). O aparecimento de uma infecdo da corrente sanguinea adquirida no hospital relacionada
com esta P. faecalis indica a possibilidade destas bactérias e consecutivamente 0s seus genes
de resisténcia terem entrado no hospital através da contaminagdo ambiental ou da cadeia
alimentar (Shi et al., 2022).

Até a data ndo foi encontrada informacdo acerca desta bactéria Gram-negativa em
animais de companhia, incluindo em répteis, nomeadamente em geckos leopardo. Sendo assim

para conhecimento nosso € a primeira descricao nesta espécie de animal.

Uma outra Enterobactereaceae identificada neste estudo foi Proteus mirabilis. Esta
bactéria € comumente encontrada no solo, no esgoto e em fezes de humanos e animais
(Crawford & Daum, 2008). Em humanos, as infe¢bes por Proteus spp. sdo mais frequentes em
criancas e pessoas imunodeprimidas, e estdo associadas a: sepsis, meningite neonatal, infecdo
do trato urinario e pneumonia (Crawford & Daum, 2008). Em répteis estdo descritos varios
casos de infecBes, no entanto esta documentado um caso de uma Corallus enydris que
apresentava lesdes caseosas no figado e no pulmédo das quais a Unica bactéria isolada foi

Proteus spp (Jacobson & Garner, 2020).

Para além das Enterobacterales anteriores mencionadas, foi também identificado
Enterobacter cloacae, Citrobacter freudi, Escherichia coli, Klebsiella spp. A bactéria
Enterobacter cloacae, pode ser encontrada em amostras fecais de humanos e animais, solo,
agua, insetos e alimentos (Buckle, 2015). Para os seres humanos, esta bactéria € problematica
se se encontrarem imunodeprimidos, nesses casos pode causar inflamacgéo da pele e dos olhos,
endocardite, pneumonia, septicemia, infecGes do trato urindrio e de feridas e, em recém-
nascidos meningite (Buckle, 2015). Esta espécie é também propensa a contaminar varios

dispositivos médicos, intravenosos e outros dispositivos hospitalares, contribuindo para
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infecdes da pele/tecidos moles, do trato urinario e intra-abdominais (Belas et al. 2021). Além
disso, E. cloacae tem resisténcias intrinsecas a ampicilina, amoxicilina, cefalosporinas de
primeira geracdo (C1G) e cefoxitina devido a produgdo de AmpC constitutivas (Belas et al.
2021). Para além desta bactéria ja ter sido descrita e caracterizada em humanos e em animais
de companhia, como o cdo ou gato, ja foi descrita em cobras, tartarugas e ovos de tartarugas
(Abba et al., 2016; Ebani, 2023).

Em relacdo ao Citrobacter freudi este estd associado a varias infecdes oportunistas,
como diarreias graves, infecdes do trato urinario, pneumonias, meningites neonatais e abcessos
no cérebro. E uma bactéria patogénica associada a libertagio de toxinas, protedlise, hemolise e
a formacdo de biofilmes (Hossain et al., 2017). E uma bactéria frequente em répteis,
principalmente associada a infecbes em tartarugas. E conhecido como agente etiolégico da
doenca ulcerativa cutanea septicémica, que se caracteriza por anorexia, letargia, necrose e
hemorragias petequiais na parte externa do corpo (Hossain et al., 2017). Um estudo realizado
em 2017 demonstrou que esta bactéria é frequente (87,5%, n=49/56) em amostras fecais de
tartarugas (Trachemys scripta) saudaveis. Esta frequéncia elevada indica que apesar de 0s
animais serem saudaveis estes sdo portadores destas bactérias patogénicas, podendo transmiti-
las das suas fezes para outros animais e para 0s humanos (Hossain et al., 2017). Para além de
patogénico este agente bacteriano ¢ caracterizado por ser produtor de cefalosporinases (p-
lactamase AmpC), tendo assim resisténcias aos B-lactdmicos. Neste estudo os isolados de
Citrobacter freudi apresentaram resisténcias as C3G, o que vai ao encontro de outros trabalhos

realizados anteriormente (Barlow & Hall, 2002).

Neste estudo obteve-se uma baixa frequéncia de E. coli, apenas 2,3% (n=1/43) isolada
da cavidade oral, contudo este isolado € patogénico, pertencendo ao grupo filogenético D. Nos
humanos e nos animais é um habitante do trato gastrointestinal comum. No entanto, num estudo
realizado em 2003 na Australia, referem que é mais provavel isolar E. coli em mamiferos
omnivoros do que com outras dietas(Gordon & Cowling, 2003), contrastando com um estudo
realizado no Brasil que refere que os animais com dieta carnivora, neste caso cobras, foram 0s
gue apresentaram maiores taxas de isolamento desta bactéria (Ramos et al., 2019). Existem
varios estudos sobre E. coli isolada em seres humanos, mamiferos e aves (Gopee et al. 2000;
Nowaczek et al. 2021; Gemeda et al., 2023; Karczmarczyk et al., 2011), contudo a informacéo
disponivel sobre ocorréncia e as caracteristicas fenotipicas e genotipicas de E. coli em répteis

séo escassas (Bruhl-Day et al., 2014; Gopee et al., 2000; Unger et al., 2017). E outros estudos
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de E. coli em geckos leopardo sdo nulos para nosso conhecimento. No entanto, num estudo
realizado por Gopee e colaboradores (2000) foi registado uma elevada frequéncia de E. coli em
Crocodylidae (83,3%), contudo em tartarugas (68,08%) e cobras (37,5-51,1%, dependendo da
familia) a frequéncia diminuiu e em lagartos (33,3%) baixou drasticamente. Contudo, num
outro estudo realizado por Dec e colaboradores (2022) detetaram uma maior frequéncia de E.
coli em répteis herbivoros (66,7%) do que em répteis carnivoros (46,4%) (Dec et al 2022). Em
termos de viruléncia 65% dos isolados estavam associados ao grupo B1 e apenas 6,2% ao grupo
D (Dec. et al. 2022). Apesar da sua dieta e do facto de serem saurios, seria de esperar uma maior

frequéncia de isolamento desta bactéria.

Para além das bactérias descritas anteriormente, um outro género de interesse clinico
é o0 genéro Klebsiella spp., principalmente as espécies K. pneumoniae e K.oxytoca. Klebsiella
spp. encontra-se na natureza, em aguas superficiais, esgotos, solo e material vegetal, no trato
gastrointestinal de mamiferos e répteis saudaveis (Vetere et al 2021). Neste estudo, a frequéncia
de K. pneumoniae e K.oxytoca foi baixa. Contudo, K. pneumoniae tem sido associada a varios
processos infeciosos em animais, incluindo nos repteis (Vetere et al., 2021). Esta bactéria foi
isolada em diferentes espécies (como dragfes barbudos e tartarugas) (Jacobson & Garner, 2020;
Vetere et al., 2021). Os humanos servem como reservatorio primario de Klebsiella pneumoniae,
na comunidade em geral 5% a 38% dos individuos sdo portadores desta bactéria nas fezes e 1%
a 6% na nasofaringe (Ashurst & Dawson, 2023). Os principais meios de infecdo sdo o trato
gastrointestinal do paciente e as médos do pessoal hospitalar. No entanto em humanos
hospitalizados, a taxa de portadores de K. pneumoniae é muito maior do que na comunidade
(taxas até 77% podem ser observadas nas fezes de pessoas hospitalizadas), estando isto
relacionado com o ndmero de antibi6ticos administrados (Ashurst & Dawson, 2023). A K.
pneumoniae é uma das bactérias que agora apresentam uma alta taxa de resisténcia a
antibioticos devido & producéo de ESBLs (Ashurst & Dawson, 2023)

Por sua vez, a K. oxytoca em repteis, quando patogénica, esta associada a encefalites
bacterianas em cobras e saurios, e é descrita como responsavel por abcessos num caso de
septicemia em crocodilos. (Jacobson & Garner, 2020) Em 2020, foi relatado também um caso
de uma pericardite supurativa por K. oxytoca num Chamaeleo calyptratus, sendo este o
primeiro registo desta doenca por parte desta bactéria em toda a ordem Squamata. Em
mamiferos, incluindo humanos, esta bactéria também ocorre como comensal, e caso haja uma

baixa de imunidade, pode ser responsavel por uma variedade de patologias, desde septicemias
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a infecBes nosocomiais que podem levar a surtos hospitalares (Garcés et al., 2020). Em 2016
foi realizado um estudo para identificar a prevaléncia de K. oxytoca em Anolis carolinensis, e
0s autores detetaram que 17% (n=7/42) dos animais incluidos no estudo foram positivos para
K. oxytoca, demonstrando assim que estes animais sdo uma fonte potencial de infe¢do desta
bactéria para humanos (Jackson, 2016). Assim sendo, outros saurios como 0s geckos leopardo,
também se podem tornar fontes de infecBes zoonoticas desta bactéria. O risco de infecdo numa
pessoa saudavel é baixo, no entanto, as pessoas com sistema imunoldgico mais fraco sdo mais
vulnerdveis. Estar hospitalizado também aumenta o risco de uma pessoa desenvolver uma
infecdo por esta bactéria, especialmente se tiver uma ferida aberta, estiver a usar um ventilador
ou se estiver com um cateter intravenoso (Seladi-Schulman, 2023).

Neste estudo a espécie de Klebsiella spp identificada com maior frequéncia foi
Klebsiella aerogenes. Existe pouca informacéo disponivel sobre K. aerogenes em reptéis. Em
medicina humana estdo maioritariamente relacionadas com infe¢fes do trato respiratorio, trato
gastrointestinal, trato urinario e infecdes sanguineas. Em comparacdo com outras espécies de
Enterobacteriaceae, K. aerogenes tem maior probabilidade de causar choque séptico ou até
morte em pacientes humanos, tendo sido também relatado em 2022 o primeiro caso de uma
infecdo lombar causada por K. aerogenes (Gu et al., 2022). Uma destas bactérias era
multirresistente, sendo a Unica bactéria da ordem das Enterobacterales multirresistente neste

estudo, tendo por isso um maior significado e importancia.

Neste estudo foram identificadas 28,8% (Citrobacter freudi (n=9), Enterobacter
cloacae (n=1) e Klebsiella pneumoniae (n=1) Klebsiella aerogenes (n=5)) de Enterobacterales
resistentes as C3G em que 58,8% (n=10/17) foram identificadas bactérias produtoras de
ESBLs/AmpC. Esta producdo de enzimas que tém a capacidade de hidrolisar penicilina,
cefalosporinas e monobactams explica as resisténcias observadas aos antibioticos destes
grupos, sendo ainda uma percentagem significativa, € uma informacdo que ndo deve ser
menosprezada pois estd provada a transmissdo de bactérias com estes genes intraespecifica e
interespeficiamente (Urban-Chmiel et al., 2022; Toombs-Ruane et al., 2020). E problematico
também o facto das resisténcias aos carbapenemos sendo que estes sdo considerados
antibidticos de dltimo recurso contra bactérias tanto gram-positivas como gram-negativas,

devido ao seu largo espectro de atuagdo (Urban-Chmiel et al., 2022).
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Conclusao

Neste estudo, numa perspetiva de “One health”, com uma amostragem de 56 animais,
obtiveram-se resultados que contribuem para um melhor conhecimento sobre a microbiota
Gram-negativa comensal oral e fecal em geckos leopardo saudaveis, bem como a prevaléncia e
epidemiologia dos patogénios, detecdo de bactérias MDR e Enterobacterales produtoras de
ESBLs/AmpC e o seu potencial papel como reservatorios na area de Lisboa.

Os objetivos delineados foram plenamente alcancados, revelando a presenca de
diversas espécies bacterianas diferentes, incluindo Salmonella spp., Escherichia coli, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella aerogenes, Citrobacter freudi, Pseudocitrobacter
faecalis, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
spp., Stenotrophomonas maltophila.

Os resultados obtidos séo os primeiros descritos nestes animais, oferecendo assim uma
grande contribuicdo para a comunidade cientifica, demonstrando que os geckos leopardo, um
dos repteis mais comuns como animal de estimacao e com mais interagdo com os tutores, podem
ser reservatorios de bactérias zoonoticas e multirresistentes.

Assim, ¢ de destacar a importancia de uma correta abordagem “One health”, por parte
dos médicos veterinarios, tutores de animais de estimacdo e profissionais de salde humana no
contacto, maneio e catividade destes animais, e principalmente devem ser adotadas medidas
rigorosas de higiene do lado dos tutores, quebrando assim as possiveis cadeias de transmissao
dessas bactérias para outros animais ou humanos.

No entanto, para completar mais este trabalho, mais dados podem ser trabalhados,
expandindo e aprofundando assim o conhecimento e informacao disponivel sobre esta tematica,
por exemplo, realizar a mesma caracterizagdo da flora microbiana, mas para bactérias gram-

positivas.
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