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Resumo

Aflora oral e cloacal dos répteis esta associada a presenca de bactérias patogénicas
oportunistas e zoondticas. Com o aumento de répteis como animais de estimagio, em
especial, o dragao barbudo (Pogona vitticeps), sendo o réptil mais popular do mercado, ocorre
também o aumento da possibilidade de transmissao de doencgas para o ser humano através

do contato, com especial atengao as bactérias multirresistentes.

Pretendeu-se, com este estudo, identificar possiveis bactérias zoondticas como
Salmonella spp., Pseudomonas spp. e bactérias resistentes as cefalosporinas de terceira
geracao da cavidade oral e cloacal dos dragdes barbudos saudaveis através de amostras

obtidas por zaragatoas estéreis.

Neste estudo foram identificadas um total de sete espécies de bactérias, tais como,
Salmonella enterica enterica ser. pomona, Salmonella enterica diarizonae, Salmonella
enterica enterica ser. kentucky, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp. e duas

bactérias multirresistentes como Escherichia coli e Klebsiella aerogenes.

O presente estudo evidenciou informacgao crucial a respeito da microbiota de dragdes
barbudos, revelando a presenga significativa de bactérias potencialmente zoonéticas, com
especial atengao as bactérias multirresistentes. O resultado ressalta a importancia de uma
abordagem cautelosa por parte dos tutores. A coexisténcia de bactérias com potencial
zoonotico sugere que a interagdo proxima com dragdes barbudos pode representar um risco
para a saude humana, especialmente quando se considera a resisténcia antimicrobiana, uma

preocupacao crescente na saude publica.

Palavras-chave: Pogona vitticeps, bactérias multirresistentes, zoondticas, flora oral, flora

cloacal



Abstract

The oral and cloacal flora of reptiles is associated with the presence of opportunistic
pathogenic and zoonotic bacteria. With the increasing popularity of reptiles as pets, particularly
the bearded dragon (Pogona vitticeps), which is the most popular reptile in the market, there
is also an increase in the possibility of disease transmission to humans through contact, with

special attention to multidrug-resistant bacteria.

This study aimed to identify potential zoonotic bacteria such as Salmonella spp.,
Pseudomonas spp., and bacteria resistant to third generation cephalosporins from the oral and

cloacal cavities of healthy bearded dragons through samples taken with sterile swabs.

In the study, a total of seven bacterial species were identified, including Salmonella
enterica enterica ser. pomona, Salmonella enterica diarizonae, Salmonella enterica enterica
ser. kentucky, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp., and two multidrug-resistant

bacteria, Escherichia coli and Klebsiella aerogenes.

This study has provided crucial information about the microbiota of bearded dragons,
revealing the significant presence of potentially zoonotic bacteria, with particular attention to
multidrug-resistant bacteria. The findings underscore the importance of a cautious approach
by caretakers. The coexistence of bacteria with zoonotic potential suggests that close
interaction with bearded dragons may pose a risk to human health, especially considering

antimicrobial resistance, a growing concern in public health.

Keywords: Pogona vitticeps, multidrug-resistant bacteria, zoonotic, oral flora, cloacal flora
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Capitulo | - Casuistica de estagio

O autor realizou o estagio curricular de Medicina Veterinaria entre setembro 2022 e
janeiro de 2023 no Badoca Safari Park com a equipa da European Wildlife Service (EWS),
que presta servicos tanto no jardim zoolégico como em propriedades privadas. A equipa desta
empresa era constituida pela Dra. Graga Oliveira e pela Dra. Maria Isabel Pereira. Durante o
estagio, foi possivel acompanhar as duas médicas veterinarias de forma a aprofundar o
conhecimento sobre a medicina selvagem e de que forma a medicina pode ajudar os animais
no Zoo. As areas em maior evidéncia na medicina de animais de zoo no Badoca Safari Park
sdo a anestesiologia, profilaxia, exames coproldgicos e o tratamento de feridas por trauma.

Durante o estagio, foi possivel ter contato e acompanhar mamiferos, aves e répteis (Figura

1).

Durante o estagio foi possivel assistir a intervencbes cirurgicas, vacinacdes e
desparasitacbes como forma de profilaxia, monitorizacdo e manutencdo de anestesias,
administracido de farmacos, realizacao de necrépsias, recolha de sangue, observacgao de crias

recém-nascidas e a sua adaptacdo ao meio envolvente, entre outras atividades (Figura 2).

Além do acompanhamento da equipa de médicos veterinarios, também foi possivel
0 acompanhamento dos tratadores de animais do parque, de forma a conhecer melhor a
alimentacdo de cada animal, o comportamento de cada espécie e de cada animal

individualmente, treinos e enriquecimentos ambientais.

Animais acompanhados

= Mamiferos = Aves = Répteis

Figura 1. Representacéo grafica da casuistica de animais acompanhados durante o estagio no Badoca Safari
Park
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Procedimentos Veterinarios

os

= Cirurgia = Anestesia = Vacinagéo
Desparasitacdo = Necropsia = Recolha de Sangue
= Exame Coprolégico = Check-up

Figura 2. Representagéo grafica dos procedimentos veterinarios efetuados durante o estagio no Badoca Safari
Park

O autor realizou outro estagio curricular, no ambito da conclusdo do Mestrado
Integrado de Medicina Veterinaria, realizado entre margo de 2023 e junho de 2023 na clinica
veterinaria All Pets Tires, sob orientagdo do Dr. Rui Patricio. Durante o periodo de estagio,
realizou-se a observagao e acompanhamento das consultas do Dr. Rui Patricio de diferentes
espécies como mamiferos exoticos, aves, répteis e esporadicamente cdo e gato (Figuras 3-
6), assim como, em outras areas como anestesia e cirurgia. Foi possivel auxiliar o Dr. Rui
Patricio nas consultas, processar amostras de sangue no laboratério, realizar a visualizagao
no microscopio de amostras de sangue ou de fezes, caso fosse necessario, administrar
vacinas e medicagdes, auxiliar na preparagao cirdrgica e na cirurgia como circulante ou como

auxiliar na anestesia e ainda realizar exames completares como radiografia.

Animais em consulta

= Mamiferos =Aves = Répteis

Figura 3. Casuistica de animais acompanhados em consulta durante o estagio na clinica All Pets Tires
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Casuistica de aves

= Medicina Preventiva = Patologia médica - Patologia cirdrgica

Figura 4. Representagédo grafica da casuistica de aves observada durante o estagio na clinica All Pets

Tires

Casuistica de mamiferos

= Medicina Preventiva = Patologia médica = Patologia cirtrgica

Figura 5. Representacgéo grafica da casuistica de mamiferos observada durante o estagio na clinica All Pets

Tires
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Casuistica de répteis

= Medicina Preventiva = Patologia médica ~ Patologia cirdrgica

Figura 6. Representagao grafica da casuistica de répteis observada durante o estagio na clinica All Pets
Tires
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Capitulo Il - Introducgao

Entre as espécies exdticas, os répteis sdo um grupo popular (Rom et al., 2018).
Podem ser obtidos através de criagcdo em cativeiro, mas também podem ser capturados no
seu habitat natural. A microbiota dos répteis pode incluir uma variedade de agentes
patogénicos, incluindo parasitas e bactérias, trazendo riscos nao sé para o préprio animal,
mas também para os seres humanos e outros animais que entram em contacto com eles
(Ras-Norynska & Sokol, 2015; Ebani, 2017; Rom et al., 2018). Os répteis podem servir de
reservatdrio de bactérias patogénicas e podem transmiti-las por contacto, mordeduras e

arranhdes (Babalola & Balogun, 2013; Zancolli et al., 2015).

Com o aumento da procura de dragdes barbudos (Pogona vitticeps) na ultima década
como animais de estimagao, ha também um aumento do seu contacto com os seres humanos
e a possibilidade de transmissdo de bactérias com genes de resisténcia aos antibidticos.
Contudo, até a data para nosso conhecimento a informagédo disponivel sobre agentes
zoonoticos, patogénicos, bactérias resistentes a antibidticos, especialmente bactérias
resistentes as cefalosporinas de terceira geragao (C3G) e aos carbapenemos e é limitada nos
dragdes barbudos (Pogona vitticeps). Assim, existe uma forte necessidade em conhecer o
papel dos dragdes barbudos na disseminacéo de agentes patogénicos, para uma abordagem
One-Health de modo a combater a disseminagao de agentes zoondéticos e da resisténcia

antimicrobiana.

1. Répteis como animais de estimagao

Os répteis como animais de estimagdao aumentaram significativamente nas ultimas
duas décadas, com um aumento de 37% nos Estados Unidos de 2006 a 2016 (AVMA Pet
Ownership and Demographics Sourcebook, 2017). A popularidade dos répteis como animais
de estimagdo pode ser atribuida a sua natureza relativamente silenciosa e para
entretenimento através da observagao. Além disso, eles geralmente ocupam menos espago

em comparagao com outros animais de estimacao, como o cdo e o gato (Varela et al., 2022).

No entanto, é importante destacar que os répteis sdo ectodérmicos e dependem de
ambientes com requisitos especificos de iluminagao, temperatura e humidade (Varela et al.,
2022). Questbes como desnutrigdo, queimaduras térmicas e ingestdo de materiais nao
digeriveis, como substrato, podem levar a uma variedade de problemas de saude em répteis
(Varela et al., 2022).
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Além disso, o transporte do criador para o revendedor ou para o proprietario final,
pode induzir stress que afeta negativamente a saude dos répteis. Essas fontes de stress,
entre outras, podem aumentar a disseminagao de agentes zoondéticos, como a Salmonella
spp. que nos reptéis saudaveis faz parte da flora gastrointestinal (Varela et al., 2022). Este
fendmeno representa um desafio significativo para os profissionais de veterinaria que

trabalham com répteis.

Atualmente um dos répteis mais procurado no mercado de animais de estimacgéao é
o dragao-barbudo (Figura 7). Apesar de existirem varias espécies disponiveis para venda,
de todas as espécies de origem do deserto australiano, a mais comum é o dragao-barbudo
central ou do interior (Pogona vitticeps) (Figura 7). Na década de 60 ocorreu a proibi¢cao da
venda e exportagdo da fauna selvagem australiana, contudo os exemplares dos dragdes
barbudos continuaram a ser comercializados por contrabando entre as décadas de 70 e 90
(Valdez, 2021)

0.9 @ Atual [ Passado [ Futuro
0.8
0.7
0.6
0.5

0.4

0.3

0.2

Proporcao de respondentes

Répteis populares no comércio de animais de estimagéo

Figura 7 — Répteis mais populares no comércio. (Adaptado de Valdez, 2021).
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Segundo um estudo realizado por Valdez (2021), o dragao-barbudo é uma das espécies com
mais procura e mais pesquisado entre 2005 e 2020 (Figura 8). O dragdo barbudo é uma
escolha popular devido a sua aparéncia atraente, personalidade doécil, tamanho médio e
temperamento tranquilo. Além disso, sdo animais muito atrativos para familias e criangas, pois
sao relativamente faceis de manusear, tém uma dieta omnivora e sao relativamente ativos
durante o dia. Devido a relativa facilidade de cuidado e décadas de selecido cuidadosa em
cativeiro, agora existem diversas variagdes genéticas disponiveis, como padrdes de cores o

que aumenta o seu apelo tanto para iniciantes quanto para colecionadores (Valdez, 2021).

100
ww= Dragdo barbudo == Pitdo bola Gecko leopardo Camaledo
90 == Gecko de crista Lampropeltis === |guana verde === Tartaruga de orelhas vermelhas
Jibdia constritora === Cobra do milho
80
'
N

70

60

50

40

Interesse relativo
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Figura 8 — Os 10 répteis mais pesquisados no Google. (Adaptado de Valdez, 2021).
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1.1 Flora bacteriana residente em répteis

Na cavidade oral de répteis, € comum identificar bactérias como, Pseudomonas
spp, Serratia spp., Aeromonas spp. € Providencia spp., enquanto Escherichia coli é
frequentemente encontrada no trato intestinal dos répteis, juntamente com espécies de
Pseudomonas spp. (Hsieh & Babl, 1999; Blaylock, 2001; Dickinson et al., 2001).

A pesquisa da flora bacteriana residente presente na cavidade oral dos répteis pode
ser de grande relevancia em caso de mordidas, seja entre dois répteis ou entre o seu tutor,
uma vez que a composi¢ao bacteriana da ferida provavelmente se refletira da flora oral do
animal (Kelsey et al., 1997), o que pode fornecer informacgdes relevantes para o tratamento
a seguir. Hsieh e Babl (1999) relataram uma infe¢ao humana por Serratia marcescens apoés

uma mordida de réptil.

A microbiota oral residente nos lagartos-de-crista-mexicanos (Heloderma horridum)
€ composta principalmente por E. coli, Staphylococcus coagulase-negativo e Enterococcus
spp. (Espinosa-Alives et al., 2008). Por outro lado, em cobras-fita (género Thamnophis) as
bactérias mais encontradas sdo Staphylococcus spp. coagulase-negativo, enquanto cobras
chinesas (Naja atra) apresentam Enterococcus faecalis comumente na cavidade oral. Em
outras espécies de ofidios, Proteus spp. € S. maltophilia sao comuns de encontrar

(Espinosa-Alives et al., 2008).

A composicao da flora oral do predador, como a cobra, é influenciada tanto pela
microbiota das presas, como por outros alimentos (Abrahamian & Goldstein, 2011). Essa
influéncia alimentar sugere que a flora bacteriana oral residente das serpentes pode ter
origem fecal, sabendo que as presas frequentemente defecam depois de serem ingeridas
(Goldstein et al., 1979). As bactérias comumente identificadas na cavidade oral incluem
espécies de Clostridium spp., Enterobacterales patogénicas e nao patogénicas, como
Salmonella spp., Morganella morganii, Proteus spp., Providencia spp. e Escherichia coli
(Goldstein et al., 1981; Blaylock, 2001; Ferreira Junior et al., 2009)

1.1.1 Importancia da caracterizagao da flora residente

De entre as espécies exdticas, os répteis sdo um grupo popular e em rapido
crescimento (Rom, et al., 2018). Podem ser obtidos por meio de reprodu¢cao em cativeiro,

mas também capturados na natureza.
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Os répteis abrigam uma variedade de agentes patogénicos e, considerando os
animais capturados na natureza, a sua recolha pode ser imprevisivel e desconhecida,
trazendo riscos ndo apenas para o proprio animal, mas também para os seres humanos e
outros animais que entram em contato com eles (Ras-Norynska & Sokét, 2015; Ebani, 2017;
Rom et al., 2018). Na verdade, os répteis podem servir como reservatorios de bactérias
patogénicas e podem transmiti-las por meio do contato, mordidas e arranhdes (Babalola &
Balogun, 2013; Zancolli et al., 2015).

Normalmente, as bactérias comensais nao provocam doengas em individuos
saudaveis, mas podem causar infecoes graves em hospedeiros com o sistema imunitario
comprometido, portanto, € essencial manter cuidados higiénicos no maneio dos animais.
Além disso, sabe-se que a flora oral e fecal dos répteis esta associada a presenca de
bactérias patogénicas oportunistas e zoonéticas (Babalola & Balogun, 2013; Zancolli et al.,
2015; O’Rourke & Lertpiriyapong, 2015).

Com o aumento da procura por dragdes-barbudos, sendo estes dos répteis mais
comuns como animais de estimacéo, também havera um aumento no contato com seres
humanos e na possibilidade de transmissdo de bactérias, bactérias resistentes e
transferéncia entre espécies de genes de resisténcia. No entanto, as informacdes sobre a
flora oral e fecal e de bactérias patogénicas, como bactérias comensais e bactérias

multirresistentes (MDR), em dragdes-barbudos sao escassas.

O aumento da resisténcia antimicrobiana em animais de estimacao representa um
desafio na medicina veterinaria, pois limita as op¢des terapéuticas, mas também é um
possivel veiculo para a disseminagado de genes de resisténcia antimicrobiana (Bogaerts et
al., 2015). Esse facto deve ser considerado, uma vez que nos ultimos anos a demanda por

esses animais como animais de estimagao aumentou significativamente (Casey et al. 2015).

O uso de antimicrobianos, tanto imprudente quanto indiscriminado, levou ao
aumento da resisténcia antimicrobiana e de bactérias multirresistentes observadas em
animais de estimagdo com diferentes tipos de infegdo, bem como ao aumento da
colonizagdo de animais de estimagdo com bactérias multirresistentes apds um tratamento
clinico bem-sucedido. Além disso, diversos estudos tém demonstrado a possibilidade de
transmissdo de algumas bactérias com genes de resisténcia antimicrobiana entre seres
humanos e animais de estimagao, e vice-versa (Pomba et al., 2017; One Health
Commission, 2018; McEwen & Collignon, 2018; Nigg et al., 2019; Belas et al., 2020). No
geral, é necessario realizar mais pesquisas sobre o papel desses animais exéticos na

disseminacao de agentes patogénicos, incluindo bactérias multirresistentes, de modo a
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adotar uma abordagem de One Health no combate a disseminacdo da resisténcia

antimicrobiana.

1.2 Agentes patogénicos bacterianos transmissiveis aos seres humanos através do
contato com répteis

1.2.1 Salmonella spp.

A doenca zoondtica mais prevalente transmitida por répteis de estimacédo é a
salmonelose (Bosch et al., 2016). Salmonella spp. pode residir no trato gastrointestinal dos
répteis e, em geral, ndo costuma manifestar sinais de doenca nos proprios répteis (Bosch et
al., 2016; Schlossberg, 2016). Os répteis tém a capacidade de eliminar intermitentemente

as bactérias do género Salmonella nas suas fezes (Goupil et al., 2012).

Salmonella spp. € uma bactéria Gram-negativa, anaerodbia facultativa que pertence
a familia enterobactereales tendo estas a forma de bastonetes (bacilos) (Mitchell & Shane,
2001). Os repteis sdo um reservatdrio de uma grande variedade de espécies de Salmonella
spp. Esta presente no trato gastrointestinal de tartarugas, cobras e lagartos saudaveis, no
entanto podem excretar a bactéria se forem expostos a situa¢des de stress (Austin & Wilkins,
1998).

A transmissdo para humanos da-se mediante a via fecal-oral, sendo também
frequente a transmisséao indireta por meio da manipulagéo de objetos que tenham entrado
em contato com contaminagdo (O’Rourke & Lertpiriyapong, 2015). E importante ter
precaugao no uso de antibioticos para tratar infegbes bacterianas, visto que esses agentes
afetam a microbiota intestinal, no qual se engloba também a presenga de Salmonella spp.,
e consequentemente podem surgir resisténcias a antibidticos (Mitchell & Shane, 2001).
Répteis infetados por salmonelas geralmente ndo desenvolvem doenga. No entanto, em
alguns casos, foram observados septicemia, pneumonia, celomite, abscessos, granuloma,

choque hipovolémico, osteomielite e morte (Clancy et al., 2016)

Os répteis podem adquirir estirpes da bactéria de varias maneiras, incluindo a
transmissédo transovarial (quando as bactérias sdo transmitidas do réptil para a sua
descendéncia), o contacto direto com outros répteis infetados e pela contaminagdo do
ambiente (Schroter et al., 2006). Serpentes e répteis carnivoros podem adquirir estirpes de
Salmonella spp. através das fontes alimentares, como animais fornecidos como alimento,

quer estejam vivos ou congelados.
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1.2.2 Escherichia coli

Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo conhecido por ser presen¢ga comum e
inofensiva em animais e em seres humanos, raramente resultando em doencas. No entanto,
esta espécie bacteriana é notavelmente complexa, tendo evoluido para estirpes
patogénicas, apresentando uma diversidade consideravel nas suas caracteristicas e
comportamentos (Ramos et al., 2020). Em répteis é rotineiramente isolada da cavidade oral
de cobras saudaveis, assim como, cobras com estomatite. Muitas vezes é encontrada nas
fontes de agua dos répteis em cativeiro, no entanto, é dificil de interpretar se a agua
contaminada infeta os animais ou se os animais quando estiverem contaminam a agua
(Mehler & Bennett, 2003)

1.2.3 Kilebsiella spp.

Klebsiella spp. sdo bactérias Gram-negativas que tém um papel significativo na
medicina veterinaria. Classificadas como facultativas anaerdbias e oxidase negativas,
apresentam caracteristicas distintas, como serem encapsuladas, ndo-méveis e terem a
capacidade de hidrolisar ureia, fermentar inositol e utilizar citrato. Este género de bactérias
pode ser encontrado em diversos ambientes, incluindo aguas superficiais, esgoto, solo e
material vegetal (Songer & Post, 2005). Além disso, foram isoladas no trato gastrointestinal

de mamiferos e répteis saudaveis (Diaz-Figuerao & Mitchell, 2005).

Embora alguns profissionais de saude animal possam considerar Klebsiella spp.
parte da flora normal, é fundamental notar que quando isoladas em cultura pura ou em
animais clinicamente doentes, essas bactérias devem ser tratadas (Paré et al., 2006). Isso
se deve ao fato de que elas tém o potencial de causar diversas infegdes, como estomatite e
enterite (Diaz-Figuerao & Mitchell, 2006). Essas infegdes podem levar a uma série de
manifestagdes clinicas, incluindo febre, neutropenia, petéquias, equimoses, choque e

edema pulmonar (Songer & Post, 2005).
1.2.4 Proteus spp.

Proteus spp. sdo microrganismos Gram-negativos, possuem a capacidade de
crescer em ambientes com ou sem oxigénio (anaerdbios facultativos), séo heterotréficos, e
tém a capacidade de decompor proteinas. Estes microrganismos tém a potencialidade de
causar infegdbes em humanos, especialmente em individuos com sistemas imunitarios

comprometidos, sendo considerados agentes patogénicos oportunistas (Drzewiecka, 2016).

Animais selvagens e domésticos (incluindo mamiferos, aves, répteis, anfibios,

insetos) servem como hospedeiros de Proteus spp. A natureza exata da relagao entre essas
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bactérias e seus organismos hospedeiro ndo é completamente compreendida, sendo que a
bactéria pode ser comensal ou n&do (Drzewiecka, 2016). Proteus vulgaris é comumente
identificado tanto na cavidade oral quanto na cloaca de anfibios aquaticos (tritdes Lissotriton
vulgaris e ras Pelophylax ridibundus) e em répteis (tartarugas Mauremys rivulata e cobras

Natrix natrix) (Hacioglu & Tosunoglu, 2014).

1.2.5 Aeromonas spp.

Aeromonas spp. sdo bactérias Gram-negativas patogénicas para uma variedade de
organismos, incluindo peixes, anfibios, répteis, caes e humanos. Aeromonas hydrophila € uma
bactéria Gram-negativa frequentemente encontrada em ambientes aquaticos, sendo comum
ser isolada em rios, lagos, agua do mar e animais. Em anfibios, esta bactéria é conhecida por
causar a sindrome da perna vermelha, enquanto em répteis e outras espécies de animais
pode levar a septicemia. Na medicina veterinaria, Aeromonas spp. séo reconhecidas como
agentes etiolégicos de diversas doencgas, e em humanos, n&o apenas causam gastroenterite,
mas também podem resultar em infegdes extraintestinais, como feridas, celulite e septicemia,
especialmente em individuos com sistemas imunolégicos comprometidos. A. hydrophila pode
ser transmitida de répteis para humanos através do contato fisico ou por mordidas quando

partilham o mesmo espago como animais de estimagao (Kwon et al., 2019).
1.2.6 Pseudomonas spp.

As bactérias do género Pseudomonas spp. sdo bacilos Gram-negativos estando
presente no ambiente, atua como um patégeno oportunista tanto para animais como para
seres humanos (Foti et al., 2013). Ha poucos registos de infegbes por Pseudomonas spp.
em queldnios (Jacobson, 1978; Keymer, 1978), sendo a maioria dos casos documentados
em lagartos e serpentes (Jacobson, 1984). Os répteis em cativeiro sdo reservatorios de
Pseudomonas aeruginosa, consequentemente sdo considerados fontes de exposi¢ao
humana através do contato com fezes, mordidas e arranhdes (Foti et al., 2013). As infegcbes
causadas por Pseudomonas spp. podem apresentar diversas formas, desde lesdes na pele
localizadas ou difusas, até lesdes orais e linguais, bem como casos de pneumonia e
septicemia (Jacobson & Garner, 2021). Pseudomonas spp. tém sido associadas a alta
morbidade e mortalidade em animais infetados, devido a sua capacidade de desenvolver

resisténcia a antibioticos (Foti et al., 2013).
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1.2.7 Outros agentes patogénicos

Para além das bactérias zoonoticas existem outros agentes patogénicos, mas
menos frequentes, que podem desencadear infegdes em répteis, como: o virus do Nilo
Ocidental, Mycobacterium spp., Vibrio spp., Chlamydia spp., Burkholderia pseudomallei
(Ebani et al., 2008).

Além disso, foi observado que alguns répteis atuam como hospedeiros
amplificadores para determinados arbovirus, incluindo o virus chikungunya (Bosco-Lauth et
al., 2018), West Nile Virus nos crocodilos (Steinman et al., 2003) e o virus da encefalite

equina oriental nas serpentes (White, 2011).

Adicionalmente, répteis importados podem transportar carragas que podem ser
portadoras de doencas que afetam seres humanos. Por exemplo, quatro espécies de
carracas do género Amblyomma que parasitam lagartos e tartarugas foram introduzidas na
Flérida e foram encontradas infetadas com Ehrlichia ruminantium, causadora da doenca
"Heartwater" e Coxiella burnetti, o agente causador da febre Q (Mendoza-Roldan et al.,
2020).

1.3 Antibioterapia em Répteis

As doencas infeciosas, frequentemente desencadeadas por agentes oportunistas,
tendem a afetar hospedeiros imunossuprimidos e sdo as principais causas de doencas e
mortalidade (Stewart,1990; Wheeler et al., 2012) portanto, a terapia antimicrobiana € um
elemento essencial no tratamento médico de répteis afetados por infecbes bacterianas ou
fungicas (Lawrence, 1983; Philips, 1986). No entanto, escolher o agente terapéutico perfeito
em répteis € mais complexo do que em mamiferos devido a variedade de caracteristicas
distintas: anatdémicas, fisioldgicas e comportamentais (Philips, 1986). As informagbes sobre
a eficacia de agentes antimicrobianos em répteis continuam limitados, embora haja estudos
sobre a eficacia de gentamicina (Meredith & Delaney-Johnson, 2010), piperacilina (Beck et
al.,, 1995), carbenicilina (Hilf et al., 1991), ceftazidima (Holz et al., 2002) e enrofloxacina
(Lawrence et al., 1984; Prezant et al., 1994).

Geralmente, as dosagens fornecidas sao extrapoladas da medicina humana ou da
medicina veterinarios dos animais convencionais. Uma das razdes pode ser a falta de um
antibiotico ou classe de antibidticos adequada para a patologia especifica dos répteis, o que
pode frequentemente resultar em uso inadequado de outra classe por longos periodos
(Lawrence, 1983; Philips, 1986).
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Nos répteis, as bactérias comuns, como mencionado anteriormente, sao
consideradas comensais, as infe¢des geralmente envolvem bactérias Gram-negativas
(Raphael et al., 1994; Chung et al., 2017).

O conhecimento sobre resisténcia a antibiéticos € importante para a prevengéo e
controlo de doencas, e, nesse sentido, as espécies de répteis ilustram tépicos relevantes na
medicina de animais exoticos, uma vez que diversas bactérias encontradas em répteis tém

repercussodes zoonaoticas (Ogunleye & Carlson, 2017).

1.3.1 Resisténcia a antibioticos

A resisténcia aos antibidticos representa uma ameacga global a saude publica,
dificultando aos profissionais, tanto na medicina humana quanto na medicina veterinaria, o

tratamento eficaz de infe¢des bacterianas (McEwen & Collignon, 2018).

As [B-lactamases sdo as enzimas de maior preocupacdao em bactérias Gram-
negativas, e entre essas, as B-lactamases de espectro alargado (ESBLs), as as -
lactamases da classe C (AmpC) e as carbapenemases. Essas enzimas possibilitam que as
bactérias resistam aos principais tratamentos terapéuticos disponiveis em contextos clinicos

que envolvam antibiéticos beta-lactadmicos.

As ESBLs tém a capacidade de hidrolisar a maioria dos antibioticos -lactamicos,
incluindo cefalosporinas, penicilinas, aztreonam e outros B-lactamicos, exceto cefamicinas e
carbapenemos. Estes ultimos s6 podem ser bloqueados por inibidores de B-lactamases,
como o acido clavulanico (Lee et al., 2011). Marioritariamente, as ESBLs sao produzidas por
Klebsiella spp. e E. coli, mas também podem ser encontradas em outras bactérias gram-
negativas como Enterobacter spp., Citrobacter spp., Morganella spp., Serratia spp. e
Pseudomonas spp. (Grover et al., 2013). Além disso, as bactérias que produzem ESBLs
frequentemente também s&o resistentes a outras classes de antibidticos, incluindo

aminoglicosideos, fluoroquinolonas e sulfonamidas (Rawat & Nair, 2010).

Similarmente as ESBLs, as 3-lactamases da classe C (AmpC) sdo de elevada
importancia clinica, uma vez que as bactérias que as possuem sao resistentes a penicilinas,
cefalosporinas, cefamicinas e monobactamicos (Bush & Jacoby, 2010). A B-lactamase AmpC
pode ser mediada cromossomicamente ou por plasmideos. As variantes cromossémicas da
B-lactamase AmpC s&o encontradas em bactérias como Serratia spp., Pseudomonas spp.,

Acinetobacter spp., Citrobacter spp. e Enterobacter spp. As variantes mediadas por
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plasmideos sdo comuns em Enterobacteriaceae, incluindo E. coli, K. pneumoniae,
Salmonella spp., Citrobacter freundii e Proteus mirabilis (Philippon et al., 2002; Jacoby,
2009).

Uma questdo crucial é que as bactérias gram-negativas produtoras de AmpC
servem como um reservatorio oculto para as ESBLs. Por conseguinte, a coexisténcia dessas
enzimas torna o tratamento das bactérias gram-negativas mais complexo, pois as [3-

lactamases AmpC podem esconder a identificacdo das ESBLs (Rao et al., 2018).

As carbapenemases emergem como enzimas B-lactamases, cuja codificagdo pode
ocorrer tanto em genes cromossomicos quanto em genes mediados por plasmideos (Halat
& Moubareck, 2020). Estas enzimas destacam-se como as B-lactamases mais potentes, pois
demonstram capacidade em hidrolisar uma vasta gama de [-lactdmicos, incluindo

carbapenemos, cefalosporinas, penicilina e aztreonam (Halat & Moubareck, 2020).

As Enterobactereales, produtoras destas enzimas, tém sido alvo de um foco de
investigacao intensivo desde o seu primeiro registo no inicio da década de 1990 (Yang et
al.,1990). Atualmente, ha uma crescente conscientizacao sobre o impacto das bactérias nao
fermentativas, como Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa, assim como
outras bactérias Gram-negativas que produzem carbapenemases, bem como outras
bactérias Gram-negativas como a Escherichia coli (Halat & Moubareck, 2020). Os principais
desafios relacionados a producido de carbapenemases sdo de natureza clinica, devido a
comprometimento da eficacia dos antibidticos de ultimo recurso usados para tratar infegdes
graves, e epidemioldgica, devido a disseminagao dessas enzimas em varias bactérias em

praticamente todas as regides geograficas (Halat & Moubareck, 2020).

Num estudo realizado por Cristina e colaboradores (2022) foi demonstrado que as
bactérias isoladas dos répteis no estudo exibiram diferentes graus de resisténcia a maioria
dos antimicrobianos, incluindo cefalosporinas (cefalexina, cefuroxima e cefquinoma),
macrolideos (eritromicina), lincosamidas, penicilinas (ampicilina, amoxicilina/acido
clavulanico e amicacina), florfenicol, tetraciclinas (tetraciclina e doxiciclina) e
aminoglicosideos (gentamicina). A resisténcia foi relatada com menos frequéncia para

cloranfenicol, sulfonamidas e quinolonas (Cristina et al., 2022)
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2. Dragodes barbudos (Pogona vitticeps)

Os dragdes barbudos pertencem ao reino Animalia, filo Chordata, classe Reptilia,
ordem Squamata, Familia Agamidae, género Pogona e espécie Pogona vitticeps (Barten &
Simpson, 2019).

2.1. Drago6es barbudos em estado selvagem

Os dragbes barbudos sdo nativos do Este e do centro da Australia. Podem ser
encontrados em diferentes tipos de habitats, tais como desertos semiaridos e florestas secas.
Sao diurnos, ou seja, sao bastante mais ativos durante o dia. (Doneley, 2006)

A sua alimentagao consiste tanto em insetos, pequenos lagartos como ervas, frutas
e flores (Doneley, 2006).

De acordo com alguns estudos, temperatura corporal ideal de um dragao barbudo é
de 35°C e faz com que o seu metabolismo funcione de maneira ideal, no entanto, apenas
ocasionalmente se alcanca essa temperatura no seu habitat natural, o que os obrigou a
adaptar para acomodar essa necessidade fisiolégica apanhando banhos de sol e absorvendo
calor de superficies aquecidas (Doneley, 2006).

E um reptil territorial, sendo a hierarquia determinada através do tamanho do corpo.
Quando se sentem ameacgados, adotam uma postura defensiva achatando o seu corpo,
abrindo a boca e erigcando os seus espinhos na zona do pescogo para parecerem maiores
(Doneley, 2006).

Os dragdes barbudos atingem a maturidade sexual com um a dois anos, quando
estes tiverem um comprimento de adulto, sendo a estagao reprodutiva nos meses de calor
(setembro a margo) na Australia. As fémeas escavam buracos para colocar os seus catorze a
vinte seis ovos. Por norma, os ovos eclodem 50-70 dias depois da postura, mas dependem

das temperaturas ambientais que devem rondar os 29°C (Doneley, 2006).

2.2 Dragdbes barbudos em cativeiro

A expetativa de vida util de um dragédo barbudo comum (Pogona vitticeps) varia entre
de 7 a 12 anos. Varios fatores podem influenciar a longevidade do animal como, alimentagéo
equilibrada, boas condigbes de temperatura e humidade e acesso a cuidados veterinarios
quando for necessario (Kubiak, 2021). O comprimento de um dragao barbudo, incluindo a
cauda, geralmente varia entre 45 e 60 centimetros. Os machos tendem a ser um pouco
maiores do que as fémeas, apresentando dimorfismo sexual neste aspeto, enquanto o peso
varia, em média, entre 230 e 520 gramas (Kubiak, 2021). A presenca visivel de poros femorais
ao longo da zona medial dos membros posteriores e o inchagco nos hemipénis na base da

cauda sao indicativos de um animal macho maduro, embora essas caracteristicas possam ser
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menos evidentes em machos inativos (Figura 9). As fémeas, por outro lado, terdao poros
femorais pouco desenvolvidos, uma abertura cloacal menor e uma base de cauda plana
(Kubiak, 2021).

Figura 9 — Poros femorais de um dragdo barbudo macho. (Barten & Simpson, 2019)

2.21 Reproducao dos dragdes barbudos

Em cativeiro, os dragdes barbudos tém capacidade de se reproduzir durante todo o
ano, embora seja necessario um periodo de diminuigdo da temperatura do terrario e um
aumento da humidade ambiental para estimular o inicio do periodo de acasalamento (Kubiak,
2021). As fémeas recetivas depositam em média de 15 a 25, aproximadamente 2 a 3 semanas

apos a copula (Kubiak, 2021).

Além disso, elas podem produzir podem realizar posturas adicionais em intervalos de
4 a 6 semanas, mesmo sem nova coépula, utilizando o esperma retido do acasalamento
anterior (Stahl, 1999; Boyer, 2015). Essa capacidade reprodutiva continua é observada tanto
em condigbes naturais quanto em cativeiro. Os ovos sao incubados a uma temperatura de
aproximadamente 29°C, num substrato humido, durante um periodo de 55 a 75 dias (Stahl,
1999).

A temperatura de incubagdo desempenha um papel crucial na determinagao do sexo
das crias. Em condi¢des normais, os embrides com gendtipo masculino (ZZ) desenvolvem-se
como machos, enquanto os embrides com gendtipo feminino (ZW) desenvolvem-se como
fémeas (Ezaz et al., 2005). No entanto, se a temperatura de incubacao exceder 32°C, tanto
0s embrides ZZ quanto os ZW desenvolvem-se fenotipicamente como fémeas (Deveson et al.
2017). Inicialmente, as crias podem ser criadas todas juntas ou em pequenos grupos, no
entanto, é importante observar a presenga de diferengas significativas de tamanho, pois os

maiores dragdes barbudos podem canibalizar os mais pequenos (Raiti, 2012).
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2.2.2 Recomendacgdes para o habitat em cativeiro

2.2.2.1 Tamanho e materiais do terrario °

Os dragdes barbudos sio lagartos predominantemente terrestres que ocupam
grandes areas em estado selvagem, sendo estes altamente ativos procurando por alimento,
muitas vezes percorrendo mais de 100 metros diariamente (Thompson and Thompson, 2003;
Wotherspoon, 2007). No entanto, o tamanho recomendado para os recintos de dragbes
barbudos em cativeiro € muito menor. As diretrizes sugerem um tamanho minimo de 183x45
centimetros com uma altura de 60 centimetros (Grenard, 2008) para um Unico dragao adulto
ou um par, ou um espaco minimo de 183x60 centimetros para um grupo de trés a quatro
dragdes adultos. Esses tamanhos recomendados restringem significativamente os
comportamentos naturais e os niveis de atividade dos dragdes barbudos (Kubiak, 2021).
Portanto, é aconselhavel fornecer recintos o mais amplos possivel, permitindo espaco
suficiente para exercicios e busca por alimento. Terrarios de vidro ndo sdo adequados para
dragdes barbudos, pois possuem retencao de calor e ventilagdo deficientes.(Kubiak, 2021).

Em vez disso, sdo comumente usados recintos de madeira com varias aberturas para
ventilagdo. E importante incorporar areas de refligio com barreiras visuais dentro do terrario.
Os dragdes barbudos s&o frequentemente observados a tomar banhos de sol em estruturas
verticais, tanto na natureza quanto em cativeiro, portanto, uma combinag¢ao de estruturas
verticais e horizontais colocadas sob o local de aquecimento (Figura 10) é benéfica para o
seu bem-estar (Kubiak, 2021).

Para manter dragdes barbudos adultos, é recomendado usar um substrato de areia
fina e oferecer alimento em uma tigela ou superficie de pedra para evitar a ingestao do
substrato. Pequenas quantidades de areia ingeridas por um lagarto saudavel s&o eliminadas
nas fezes sem problemas (Kubiak, 2021). Por outro lado, é importante evitar substratos com
particulas grandes, como casca de milho, cascalho ou areias de calcio que aglomeram, pois

ha o risco de obstrucao intestinal caso seja ingerido (Klaphake, 2010).
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Figura 10 — Dragéo barbudo sob ldmpada para aquecimento. Foto cedida pelo Professor Dr. Rui Patricio

2.2.2.2 Distribuicdo dos animais

Nao é aconselhavel manter varios machos de dragao barbudo juntos, pois pode levar
a conflitos entre eles. No entanto, é possivel manter fémeas em pequenos grupos e um unico
macho pode ser colocado. E importante ressaltar que a reproducdo frequente e o
comportamento agressivo durante o acasalamento podem causar ferimentos ou debilitagéo
nas fémeas e agressbes podem ocorrer. Sinais como a coloragdo preta da barba e o
movimento da cabeca para cima e para baixo sdo frequentemente interpretados como
exibigdes de dominancia, podendo anteceder comportamentos agressivos ou acasalamento,
enquanto o aceno de bracos € um sinal de submissao (Boyer, 2015).

Fémeas juntas com um macho reproduzem-se com facilidade, e mesmo fémeas sem
acesso a um macho podem produzir ovos inférteis. Por isso, &€ recomendado fornecer uma
area com uma camada de areia com uma profundidade entre 15 e 30 centimetros para que

elas possam realizar a postura dos ovos (Kubiak, 2021).
2.2.2.3 Temperatura e iluminagao

Como é uma espécie diurna que procura o calor, uma fonte de calor suspensa deve
ser usada para fornecer um ponto de aquecimento de 35-40°C numa extremidade e criar um
gradiente de temperatura de 27-40°C ao longo do terrario. Isso permite que os dragdes

barbudos escolham areas no terrario com base nos requisitos de temperatura para condi¢gbes
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fisioldgicas no momento. Tamanhos pequenos de habitagdo n&do fornecem gradientes de

temperatura suficientes (Kubiak, 2021).

Durante a noite, € recomendado reduzir as temperaturas do terrario para cerca de
21°C, a fim de imitar as variagbes circadianas naturais (Stahl, 1999). Para fornecer suporte
térmico sem emitir luz visivel, podem ser utilizados um tapete térmico posicionado na lateral
do terrario, uma fonte de calor ceramica ou uma lampada infravermelha.

E de extrema importancia que os dragdes barbudos tenham acesso a uma fonte de luz
ultravioleta (UV), pois ela desempenha um papel fundamental na regulagcao do calcio no
organismo, na promog¢ao da imunocompeténcia e também é essencial para a visdo das cores
dos répteis (Raiti, 2012; Baines, 2018). Portanto, a exposi¢cdo a uma fonte adequada de luz
UV é indispensavel para o bem-estar desses animais. Durante a muda de pele, é benéfico

fornecer um esconderijo humido (Kubiak, 2012).
2.2.3 Dieta dos drag6es barbudos

Dragdes barbudos s&o répteis omnivoros, variando a sua alimentacéo entre vegetais
e insetos, no entanto, ocorre uma mudanga ontogenética da dieta, ou seja, a sua alimentacao
altera-se ao longo da vida (MacMillen et al., 1989).

Os dragbes barbudos juvenis s&o maioritariamente insetivoros e devem ser
alimentados com pequenos insetos uma vez por dia. Em estado adulto tornam-se
predominantemente herbivoros e devem ser alimentados a cada 1 a 2 dias. Os insetos
continuam a fazer parte da dieta dos dragdes barbudos adultos, mas em menor quantidade
(2-3 vezes por semana) (Doneley, 2006).

Em cativeiro, os vegetais como cenouras, endivias, couve kale, acelgas, brécolos
fazem parte da dieta e insetos como grilos, gafanhotos, larvas da farinha e larvas de Zophoba
também devem ser incluidos (Stahl, 1999).

Os insetos apresentam um baixo teor de calcio: fésforo e de vitamina D3, o que pode
predispor a doengas metabdlicas como a doenga 6ssea metabdlica (MBD), o que torna
necessario misturar na sua alimentagdo um suplemento de calcio para garantir o
desenvolvimento adequado dos ossos. (Cannon, 2003).

E importante também disponibilizar uma tigela de 4gua ampla e rasa para que os
dragbes barbudos possam tomar banho e beber agua, embora seja raro que eles utilizem
essa tigela (Kubiak, 2012).
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2.3 Anatomia da cavidade oral e doenga peridontal

O dragéao barbudo (Pogona vitticeps) possui uma dentigdo acrodonte, isto é, possui
uma estrutura dental composta por dentes triangulares compridos que estdo diretamente
fundidos a mandibula e a maxila (Mott et al., 2021), formando assim uma unidade funcional
unica (Dosedelova et al., 2016). Este tipo de denticdo também pode ser encontrado em outros
répteis como camaledes e tuataras (Kieser et al., 2009; Mans, 2013; Pollock, 2018). Os dentes

do dragao barbudo n&o sao substituidos ao longo da sua vida (Cooper, 1970).

Durante o seu desenvolvimento, a polpa dos dentes é substituida por uma matriz
mineralizada que funde os dentes ao osso. Conforme o dragdo barbudo cresce, os novos

dentes vao crescendo caudalmente (Cooper, 1970).

Na denticdo acrodonte, o tecido gengival fixa-se mais abaixo nas areas bucais e
linguais na mandibula e na maxila, ao contrario de outros répteis e mamiferos que se liga na
base do dente (Mans, 2013). As faixas expostas do osso mandibular e o osso maxilar sdo
apenas cobertas por uma fina camada de epitélio estratificado (Reusch, 2009; Wilkinson,

2016), o que predispde a colonizagao bacteriana (Stahl, 2003).

A doencga periodontal é uma condicdo comumente encontrada em lagartos de

denticdo acrodonte, como os dragdes barbudos (Raftery, 2004; Hedley, 2016).

Em 1994 foi descrito pela primeira vez, o primeiro caso de doenca periodontal em
dragdes barbudos, com sinais clinicos semelhantes aos dos animais de estimacdo mais
comuns, como o c&0 e o gato (McCracken & Birch, 1994). E caracterizada por uma inflamag&o
progressiva e irreversivel do ligamento periodontal e do osso alveolar, levando a perda da sua
insercao (Clarke & Camaeron, 1996). Embora a doenga periodontal em estagios precoces
seja semelhante entre as varias espécies, na denticdo acrodonte em estado avangado ocorre

osteomielite e necrose 0ssea, ao invés, de perda dentaria. (Simpson, 2015; Pollock, 2018)

E importante ressaltar que o termo “doencga periodontal” é frequentemente utilizado
para descrever todos os estagios da doencga dental em répteis com denticdo acrodonte (Mans,

2013), no entanto, estes ndo possuem um ligamento periodontal (Dosedelova et al., 2016).

Os estagios iniciais da doenga periodontal sdo caracterizados por manchas nos
dentes e nos ossos mandibular e maxilar expostos, eritema gengival e acumulaggo de calculo
dentario (McCracken & Birch, 1994; Boyer, 2015). A doenca pode progredir para um maior
acumulo de tartaro, retragdo gengival e formagao de bolsas gengivais, nas quais se podem
acumular calculo bacteriano, restos alimentares e material purulento (Raiti, 2012). O estagio

mais avang¢ado da doenga é marcado por osteomielite, o que pode resultar em necrose dos
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ossos mandibulares e maxilares, fraturas, podendo ainda haver a possibilidade de
desenvolvimento de doencga sistémica e septicemia (Stahl, 2003; Raiti, 2012). A doenca é
frequentemente subclinica, ou seja, assintomatica e sé detetada durante o exame oral
(Hedley, 2016).

As causas exatas da doencga periodontal em dragdes barbudos sdo desconhecidas
(Mans, 2013), no entanto existem iniUmeras sugestdes, tais como, traumas na boca
(McCracken & Birch, 1994), dieta rica em frutas (Mehler & Bennett, 2005; Raiti, 2012; Mans,
2013; Hedley, 2016), aumento da idade (Mans, 2013), presenca de doencas concomitantes
ou cuidados inadequados (Reusch, 2009; Mayer & Donnelly, 2013). Todas estas hipéteses

estéo relacionadas com os animais em cativeiro (Mader & Divers, 2013).

Nao ha relatos de dragbes barbudos selvagens a sofrer de doenga periodontal
(McCracken & Birch, 1994), o que faz muitos veterinarios acreditar que uma dieta mais
abrasiva pode ajudar a prevenir a doenca (Reusch, 2009), como alimentagdo com base em
térmitas, formigas, gafanhotos, outros artréopodes, assim como matéria vegetal (Oonincx et
al., 2015). Acredita-se que alimentos mais duros podem ser benéficos para estimular a
mastigacao, removendo fisicamente a placa dos dentes e prevenir a invasao bacteriana dos

0ssos expostos (Mans, 2013)

Tanto agentes patogénicos fungicos (Heatley et al., 2001) quanto bacterianos (Stahl,
2006) tém sido associados a doenga periodontal em animais com denticdo acrodonte, sendo
as bactérias aerdbias Gram-positivas e Gram-negativas, bactérias anaerébias, além de
espiroquetas sdo os mais isolados (Reusch, 2009; Colombo et al., 2017). O tratamento inclui
analgesia e o uso de antibidticos apos cultura e o teste de sensibilidade a antibidticos (TSA)
(Stahl, 2006). A anestesia geral é necessaria para o desbridamento das lesdes, remogao de
tartaro dentario e radiografia do cranio para identificar a presencga ou extensao da osteomielite

nos 0ssos maxilares e mandibulares (Hedley 2016).
3. Objetivos

Este estudo teve como objetivo a pesquisa e identificacdo de bactérias zoondticas,
como Salmonella spp., Pseudomonadales e Enterobacterales resistentes a C3G na flora oral
e cloacal de dragbes barbudos saudaveis (Pogona vitticeps), com uma abordagem One-

Health, contribuindo para informagéo de criadores e tutores deste réptil.
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4. Material e Métodos
4.1. Amostragem do estudo

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina
Veterinaria - Universidade Lusofona - Centro Universitario de Lisboa (processo n°3/2023). O

consentimento dos tutores/criadores foi obtido verbalmente.

A amostragem foi realizada em 20 dragdes barbudos (Pogona vitticeps). A colheita
das amostras foi realizada em um ambiente limpo e seguro para evitar qualquer contaminacao
externa que pudesse comprometer a validade dos resultados. Todas as amostras foram

colhidas na zona metropolitana de Lisboa.

Para garantir a integridade dos dados, foi estabelecido um critério rigoroso para a
inclusdo dos animais no estudo. Cada dragao barbudo participante precisava de estar
aparentemente saudavel e nao ter recebido qualquer forma de antibioterapia nos ultimos seis
meses a um ano. Esse requisito assegurou que as amostras refletissem com precisdo a

condicao natural dos animais, sem interferéncias de tratamentos anteriores.

Em cada dragao barbudo selecionado, foram colhidas duas amostras, incluindo uma
amostra oral e uma amostra cloacal, usando zaragatoas com meio de amies. Resultando um

total de quarenta amostras.
4.2. Isolamento e identificagcao de bactérias Gram-negativas

Apds a chegada das amostras de zaragatoas orais e cloacais ao laboratério,
procedeu-se ao isolamento e identificagdo das bactérias pertencentes as ordens
Pseudomonadales e Enterobacterales, seguindo os métodos bacteriolégicos padrdo do
laboratorio. Em resumo, as amostras foram semeadas em diferentes meios de cultura,
incluindo meio Columbia com 5% de sangue de carneiro (Oxoid, Reino Unido), MacConkey
agar (Biokar Diagnostics, Franga), meio IRIS Salmonella® (Biokar) e UriSelect™4 Medium
(Biorad Laboratories, USA). Para detetar Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de
terceira geracdo (C3G) e carbapenemos (CP), as amostras foram semeadas em meio
MacConkey agar suplementado com 1,0 pg/mL de cefotaxima (ThermoFisher Scientific,
Inglaterra) e 1,5 pg/mL de meropenemo (Tcichemicals, Alemanha), respetivamente. Apds 24-
48 horas de incubacdo, foram observados o crescimento de coldnias bacterianas nao
fermentadoras e fermentadoras da lactose. As diferentes coldnias obtidas foram isoladas em
meio Columbia com 5% de sangue de carneiro (Oxoid, Hampshire, Reino Unido) e submetidas

ao teste de oxidase (PanReac AppliChem).
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4.3 Extracao de DNA

A extracdo de DNA total foi realizada utilizando o método de fervura adaptado de
(DTU food Nacional Institute, 2023). Sucintamente, uma suspensao da cultura bacteriana em
questao foi preparada em 100 yL de agua MilliQ e foi submetida a lise pelo calor, mantendo-
a a 100°C durante 15 minutos. O sobrenadante resultante apdés a centrifugacéo foi
armazenado a -20°C para posterior realizagdo do método de reagcao em cadeia de polimerase
(PCR).

4.4 Reacao em cadeia de polimerase (PCR) e Eletroforese em gel de agarose

PCR é um método amplamente utilizado na biologia molecular moderna e
desempenha um papel crucial na pesquisa veterinaria. Desenvolvida por Kary Mullis em 1984,
essa técnica in vitro permite a amplificagao precisa de uma molécula alvo de DNA, tornando-
a facil de ser manipulada e analisada por meio de métodos convencionais de biologia
molecular (Sarosi et al., 1992; Bermingham & Luettich, 2003; Patel et al., 2015; Rajalakshmi,
2017)

A eletroforese em gel de agarose é uma técnica altamente eficaz para separar
fragmentos de DNA de diferentes tamanhos, variando de 100 pares de bases (bp) a 25 mil
pares de bases (kb) (Sambrook & Russell, 2001).

Os fragmentos de DNA ndo possuem uma coloragéo visivel, e, portanto, apds a
conclusao do processo de eletroforese, € necessario utilizar um agente intercalante para

identificar onde esses fragmentos se encontram no gel.
4.5 Confirmagao do género Pseudomonas spp.

Para a identificacdo e confirmagdo do género Pseudomonas spp. € espécie
aeruginosa, foi utilizada uma técnica de PCR multiplex adaptada dos protocolos de Spilker et
al. (2004) e Padmavathy et al. (2012). O procedimento de PCR foi realizado em um volume
final de 25 pL, contendo agua MilliQ esterilizada, 12,5 yL de Supreme NZYTaq Il 2x Green
Master Mix (NZYtech, Portugal), 0,5 yM de cada um dos oligonucleotideos (Tabela 1) e 1,5 uL
de DNA alvo. A reagéo foi conduzida em um termociclador (Biometra TOne Series, Analytik
jena Alemanha), comegando com uma desnaturagao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por
35 ciclos de desnaturagéo (30 segundos a 95°C), hibridacao (30 segundos a 55°C) e extenséo
(60 segundos a 72°C), finalizando com uma extensao final de 10 minutos a 72°C. Controlo

positivo e um controlo negativo foram incluidos em cada reagéo.
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Tabela 1 - Oligonucledtidos iniciadores, utilizados na técnica de PCR para identificagcdo de

Pseudomonas spp. e Pseudomonas aeruginosa.

Designacao do Sequéncia nucleotidica (5’—3’) Tamanho do Referéncia
oligonucleétido produto de PCR
(bp)
PA_ETA_F GCCTTCGAACATCAAGGTGT 207 Padmavathy et
al. (2012)
PA_ETA_R CCATGACCACGCTGACC3
PA-GS-F GACGGGTGAGTAATGCCTA 618 Spilker et al.
(2004)

PA-GS-R CACTGGTGTTCCTTCCTATA

Apods a amplificagdo do DNA, 5 uL de cada reacdo de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose (NZYtech) a 1,5% (p/v) em tampao tris-borato-EDTA (TBE)
durante 60 minutos a 90V, utilizando uma cuba de eletroforese (VWR). Em cada corrida, foram
adicionados 5 pL do marcador de peso molecular NZYDNA Ladder V 50-1000pb (NZYtech).
Os produtos de PCR foram visualizados utilizando um transluminador ultravioleta

(UView™ Mini Tansilluminator, Bio-rad).

4.6 Confirmacgao de géneros e espécies de Enterobacterales dos isolados suspeitos

4.6.1 Confirmacao da espécie Escherichia coli e classificagao filogenética

A confirmacao da espécie E. coli e classificagdo quanto ao seu grupo filogenético foi
obtida através de um PCR multiplex onde é feita a amplificagdo do gene gadA, o qual é
caracteristico desta espécie e através da amplificagdo de outros dois genes, chuA e yjaA e do
fragmento de DNA TspE4.C2 (Doumith, et al., 2012) (Figura 11).
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Figura 11: Arvore dicotémica para determinagao do grupo filogenética de estirpes de E. coli (adaptado de
Clermont et al., 2020)

Cada reacao de PCR foi preparada em um volume final de 25 uL, contendo agua
MilliQ esterilizada, 12,5 L de Supreme NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYtech), 0,5 uM de
cada um dos oligonucleotidos (Tabela 2) e 1,5 uL de DNA alvo. A reagao foi realizada em um
termociclador (Biometra TOne Series, Analytik jena), comegando com uma desnaturacdo
inicial a 94°C por 4 minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturagéo (30 segundos a 94°C),
hibridagdo (30 segundos a 65°C) e extensado (30 segundos a 72°C), finalizando com uma
extensao final de 5 minutos a 72°C. Controlo positivo (estirpe previamente sequenciada) e um
controlo negativo (sem DNA) foram incluidos em cada reac&o. Posteriormente, os produtos
do PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e visualizados conforme descrito

anteriormente.

Tabela 2 - Oligonucleétidos iniciadores, utilizados na técnica de PCR para identificagdo de Escherichia

coli e classificagao filogenética.

Gene/fragmento | Designagdao do | Sequéncia nucleotidica | Tamanho do | Referéncia
de DNA oligonucleétido | (5'—3’) produto de
PCR (bp)
Gene - gadA gadAF GATGAAATGGCGTTGGCG | 373 Doumith et
CAAG al. 2012
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gadAR GGCGGAAGTCCCAGACG
ATATCC
Gene - chuaA chuaAF ATGATCATCGCGGCGTGC | 281
TG
chuaAR AAACGCGCTCGCGCCTAA
T
Gene - YjaA YjaAF TGTTCGCGATCTTGAAAG | 216
CAAACGT
YjaAR ACCTGTGACAAACCGCCC
TCA
Fragmento de DNA | TSPE4.C2F GCGGGTGAGACAGAAAC 152
- TSPE4.C2 GCG
TSPE4.C2R TTGTCGTGAGTTGCGAAC
CCG

4.7 Confirmacgao de género Salmonella spp. por PCR

Para confirmar a presenga do género Salmonella spp., foi aplicado o método de PCR

adaptado do estudo de Malorny et al. (2003) onde é feita a amplificagdo do gene invA, o qual

¢ caracteristico desta bactéria. O PCR foi realizado num volume final de 25 pL, contendo agua
MilliQ esterilizada, 12,5 pyL de Supreme NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYtech), 0,5 uM de

cada um dos oligonucleotideos (Tabela 3) e 1,5 uL de DNA alvo. A reagéo foi conduzida em

um termociclador (Biometra TOne Series, Analytik jena) comegando com uma desnaturagao

inicial a 94°C por 2 minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturagao (30 segundos a 94°C),

hibridagdo (60 segundos a 60°C) e extensao (60 segundos a 72°C), finalizando com uma

extensao final de 5 minutos a 72°C. Controlo positivo (estirpe previamente sequenciadas) e

um controlo negativo (sem DNA) foram incluidos em cada reacdo. Posteriormente, os

produtos de PCR foram submetidos a eletroforese e visualizados conforme descrito

anteriormente.
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Tabela 3 - Oligonucledtidos iniciadores, utilizados na técnica de PCR para identificagdo de Salmonella

Spp.

Gene | Designacgao do Sequéncia nucleotidica (5'—3’) Tamanho | Referencia
oligonucleétido do
produto
de PCR
(bp)
invA invAF GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 284 Malorny et
al. 2003
invAR TCATCGCACCGTCAAAGGAACC

4.7.1 Serotipificagao - Salmonella spp.

Para as amostras que testaram positivo no PCR multiplex para Salmonella spp., a
serotipificacao das coldnias suspeitas foi conduzida de acordo com o Esquema de Kauffmann-
White-Le Minor (Grimont & Weill, 2007) através do método de aglutinacdo. Este processo
envolveu o uso de soros comerciais pela Biorad. E importante notar que a serotipificacdo foi

realizada por um laboratério externo.
4.8 Identificagao de outras espécies de Enterobacterales

A identificagdo de outras as espécies de Enterobacterales foi realizada em VITEK®

MS (Biomerieux, Franga) por Laboratério externo.
4.9 Teste de sensibilidade a antibiéticos (TSA)

O teste de sensibilidade a antibidticos (TSA) é um procedimento laboratorial
conduzido por profissionais de saude para determinar qual tratamento antimicrobiano mais
adequado e eficaz para cada paciente individualmente. Em uma escala mais ampla, esse
teste contribui para a avaliagao dos servicos de tratamento oferecidos por hospitais, clinicas
e programas nacionais dedicados ao controlo e prevengao de doengas infeciosas (Graham et
al., 1985; Sawatzky et al., 2015).

O método de teste de sensibilidade por difusdo em disco (Jorgensen & Turnidge,
2007) é simples e eficaz, sendo meticulosamente padronizado. O procedimento envolve a
aplicagao de uma cultura bacteriana na superficie de uma placa de agar Mueller-Hinton. Em
seguida, discos de papel contendo concentragcbes fixas de antibidticos, disponiveis
comercialmente, sao dispostos sobre o agar inoculado. As placas sado incubadas por um

periodo de 16 a 24 horas a 37°C antes de analisar os resultados obtidos. As zonas de inibigao

37




de crescimento ao redor de cada um dos discos de antibiético sdo cuidadosamente medidas

em milimetros para avaliagao (Jorgensen & Ferraro, 2009).

Para cada isolado obtido e confirmado quanto ao género e espécie estes foram
testados quanto a suscetibilidade antimicrobiana pelo método difusdo de disco. Apds se
efetuar a sementeira de uma suspensdao com o grau 0,5 da escala de McFarland,
correspondente a uma concentragdo bacteriana entre 1 - 2 x 108 UFC/ml, em placas de
Mdueller-Hinton Agar (Biokar) de coldnias de cultura pura dos varios isolados, foram aplicados

os discos de antibioticos (Oxoid).

Para os isolados confirmados como Pseudomonas spp. € P. aeruginosa foram utilizados os
seguintes antibidticos: amicacina (30pg), cefepime (30ug), ceftazidima(10 pg),
ciprofloxacina(5ug), enrofloxacina (5ug), gentamicina (10ug), imipeneme(10 ug),

levofloxacina(5ug), meropeneme(10 pg), piperaciclina(30ug), piperaciclina/tazobactam(30-

6ug).

Para os isolados confirmados como Salmonella spp. e para as outras
Enterobacterales resistentes as C3G foram testados os seguintes antibidticos: amicacina (30
Mg), ampicilina (10 ug), amoxicilina-acido clavulanico (20/10 pg), cefotaxima (5 pg),
ceftazidima (10 pug), cefoxitina (30 pg), trimetoprim/sulfametoxazole(1,25/23,75ug),
cloranfenicol (30ug), tetraciclina (30ug), doxiciclina (30ug), minociclina (30ug), cefepime
(30uQ), ceftazidima(10 ug), acido nalidixico (30ug), ciprofloxacina (5ug), enrofloxacina (5ug),
gentamicina (10ug), imipeneme(10 ug), levofloxacina(5ug), meropeneme (10 ug), ertapeneme
(10 ug), piperaciclina(30ug) e piperaciclina/tazobactam(30/6ug), Fosfomicina (200 ug),
nitrofurantoina (300 pg). Para os isolados de Salmonella spp. foi utilizado o disco de
pefloxacina (5 ug) em vez de ciprofloxacina (5 ug) e entre as tetraciclinas estudadas apenas
foi realizado o disco para a tetraciclina e os discos de fosfomicina e nitrofurantoina nao foram

realizados.

Apods a colocagcdo dos discos, as placas foram incubadas a 37°Cx1°C durante
18h+2h. Os perfis de suscetibilidade antimicrobiana de cada isolado foram interpretados de
acordo com o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Test (EUCAST, 2023) e
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020).

Para classificacdo da bactéria quanto a ser MDR foi utilizada a classificagdo proposta

por Magiorakos e colaboradores (2012).
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410 Pesquisa e detecdo de genes de resisténcia aos B-lactimicos

Para os isolados com resisténcia as C3G foi pesquisada a presenca de ESBL e

AmpC. A detecao de genes foi realizada de através diferentes PCRs.

4.10.1 Detecao de genes que codificam para as B-lactamases de espetro
alargado (ESBLSs)

Para detegdo do gene que codificam para a B-lactamase do tipo TEM foi realizada
com a detegdo de uma sequéncia conservada do gene blaTEM. Foi realizado um PCR
adaptado do protocolo descrito por Canica e colaboradores (1997). O PCR foi realizado num
volume final de 25 pL, contendo agua MilliQ esterilizada, 12,5 yL de Supreme NZYTaq Il 2x
Green Master Mix (NZYtech), 0,5 uM de cada um dos oligonucleotideos (Tabela 4) e 1,5 yL
de DNA alvo. A reacgéao foi conduzida em um termociclador (Biometra TOne Series, Analytik
jena), comec¢ando com uma desnaturagao inicial a 94°C por 7 minutos, seguida por 30 ciclos
de desnaturacdo (60 segundos a 94°C), hibridagdo (2 minutos a 56°C) e extensao (60

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

Para deteg¢do do gene que codificam para a B-lactamase do tipo SHV foi realizada
com a detecdo de uma sequéncia conservada do gene blaSHV. Foi realizado um PCR
adaptado do protocolo descrito por Rasheed e colaboradores (1997). O PCR foi realizado num
volume final de 25 uL, contendo agua MilliQ esterilizada, 12,5 yL de Supreme NZYTaq Il 2x
Green Master Mix (NZYtech), 0,5 uM de cada um dos oligonucleotideos (Tabela 4) e 1,5 L
de DNA alvo. A reacéo foi conduzida em um termociclador (Biometra TOne Series, Analytik
jena), comegando com uma desnaturagao inicial a 94°C por 7 minutos, seguida por 30 ciclos
de desnaturagéo (30 segundos a 94°C), hibridagao (60 segundos a 54°C) e extensao (60

segundos a 72°C), finalizando com uma extensao 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 detegdo de uma sequéncia conservada do gene blacrx-m. Foi realizado um
PCR adaptado do protocolo descrito por Edelstein e colaboradores (2003). O PCR foi
realizado num volume final de 25 pL, contendo agua MilliQ esterilizada, 12,5 pyL de Supreme
NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYtech), 0,5 uM de cada um dos oligonucleotideos (Tabela
4) e 1,5 uL de DNA alvo. A reagao foi conduzida em um termociclador (Biometra TOne Series,
Analytik jena), comegando com uma desnaturagao inicial a 94°C por 7 minutos, seguida por
30 ciclos de desnaturagao (60 segundos a 94°C), hibridacao (2 minutos a 54°C) e extensao

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

Para cada uma das reacdes descritas anteriormente foram utilizados um controlo

positivo e um controlo negativo.
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Posteriormente, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese e visualizados

conforme descrito anteriormente.

Tabela 4 - Oligonucleétidos iniciadores, utilizados na técnica de PCR para detegao dos genes que

codificam para as B-lactamases de espetro alargado (ESBLs) nos isolados de E. coli e Klebsiella

aerogenes.
Gene Designacao do | Sequéncia nucleotidica (5’—3’) Tamanho Referéncia
oligonucleétido do produto
de PCR
(bp)
TEM FIN ATTCTTGAAGACGAAAGGGC 1091 Caniga et al.
1997
DEB ATGAGTAAACTTGGTCTGAC
SHV SHVf CGCTTCTTTACTCGCCTTTA 911 Rasheed et
al, 1997
SHVr TTAGCGTTGCCAGTGCTC
CTX-M CTX-MF TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA | 544 Edelstein et
CTX-MR CGATATCGTTGGTGGTGCCATA al. 2003

4.10.2 Detegcao de genes que codificam para as B-lactamases do tipo AmpC

A identificacdo de genes que codificam para as B-lactamases do tipo AmpC, foi

realizado por PCR multiplex adaptado de Pérez-Pérez e Hanson (2002).

O PCR foi realizado num volume final de 25 pL, contendo agua MilliQ esterilizada,
12,5 yL de Supreme NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYtech), 0,5 uM de cada um dos
oligonucleotidos (Tabela 5) e 1,5 pL de DNA alvo. A reagao foi conduzida em um termociclador
(Biometra TOne Series, Analytik jena), comegando com uma desnaturagao inicial a 94°C por
5 minutos, seguida por 25 ciclos de desnaturagédo (30 segundos a 94°C), hibridagao (30
segundos a 65°C) e extenséo (60 segundos a 72°C), finalizando com uma extenséo final de
10 minutos a 72°C.
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Tabela 5 - Oligonucledtidos iniciadores utilizados na técnica de PCR para detecdo dos genes que

codificam para as B-lactamases do tipo AmpC nos isolados de E. coli e Klebsiella aerogenes.

Gene Designagao do | Sequéncia nucleotidica (5’—3’) Tamanho Referéncia
oligonucleétido do
produto
de PCR
(bp)
ACC ACCMF AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 346
ACCMR TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
LAT-1; -3, | CITMF TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 462
BIL-1, , ,
CITMR TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC Pérez-Pérez
CMY-2 to - &
7,-12 to -
Hanson
18, -21 to -
23 (2002)
DHA DHAMF AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 405
DHAMR CCGTACGCATACTGGCTTTGC
FOX FOXMF AACATGGGGTATCAGGGAGATG 190
FOXMR CAAAGCGCGTAACCGGATTGG
ACT-1; EBCMF TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG 302
MIR-1
EBCMR CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
MOX; CMY- | MOXMF GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 520
1, -8, -11;
MOXMR CACATTGACATAGGTGTGGTGC
-19

Analise estatistica

Na analise estatistica foi utilizado o software GraphPad. Para comparagéo entre as
amostras orais e da cloaca em relagéao a presenga Pseudomonas spp., € de Salmonella spp.

O teste Exato de Fisher foi utilizado com um valor de p< 0,05.
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Capitulo IV
5. Resultados
Caracterizagao da amostra de estudo

A amostra em estudo consistiu em 20 dragdes barbudos saudaveis, de ambos os
sexos, 7 dos animais eram machos e 8 fémeas e com idades compreendidas entre 7 e 60

meses. Em 5 dos animais nao foi possivel saber o sexo e a idade.

Para cada um dos animais foram colhidas duas amostras, uma zaragatoa da

cavidade oral e uma zaragatoa cloacal.
Pesquisa de Salmonella spp. em dragdes barbudos.

Neste estudo, 25% (n=5/20) dos animais foram positivos para Salmonella spp.
(Figura 12), nas amostras da cloaca. Em um dos animais (n=1/20) foi detetada salmonella

spp. ha cavidade oral para além de ter sido detetada na cloaca (Figura 13).

= % Drag®es barbudos positivos para
salmonella spp.

= % Drag0es barbudos negativos para
salmonella spp.

Figura 12: Representagao grafica da frequéncia relativa de dragdes barbudos positivos para Salmonella spp.
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Figura 13: Representagéo grafica da frequéncia relativa de dragdes barbudos positivos para Salmonella spp., na

cavidade oral e na cloaca.

Em relacdo a serotipificacdo da Salmonella spp. esta foi realizada em todos os

isolados de Salmonella spp., contudo em um dos isolados da cloaca, a serotipificacdo nao foi

concreta quanto ao serotipo. Entre os restantes isolados da cloaca os serotipos identificados

foram Salmonella subsp. enterica enterica ser. pomona (n=1), Salmonella subsp. enterica

diarizonae ser. 53:k:e,n,x,z15 (n=1) e Salmonella subsp. enterica ser. kentucky (n=2). Em

relacdo ao serotipo identificado na cavidade oral foi Salmonella enterica ser. kentucky (n=1)
(Figura 14).

Numero de isolados

Figura 14

3

[N

N3o tipavel Salmonella enterica Salmonella enterica Salmonella enterica ser.
enterica ser. Pomona diarizonae ser. Kentucky
53:k:e,n,x,z15

Serotipos de Salmonella spp.

B Cloaca m Cavidade oral

: Representacéo gréfica dos resultados dos serotipos de Salmonella spp. obtidos nas diferentes

amostras dos dragbes barbudos.
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Em termos de analise estatistica ndo foi encontrada significAncia em termos da

presenca de Salmonella spp. na cloaca em relagcao a cavidade oral (p=0.1818).
Teste de sensibilidade a antibiéticos para Salmonella spp.

Para os isolados de Salmonella spp. referidos anteriormente foi realizado o teste de
suscetibilidade a antibidticos por difusao de disco para 19 antibiéticos. Verificou-se que os
seis isolados foram sensiveis para todos as classes de antibidticos estudados. Nao se
observando assim resisténcias aos antibiéticos estudados nos isolados de Salmonella spp.

de dragdes barbudos saudaveis (Tabela 6).

Tabela 6: Sensibilidade para os isolados de Salmonella spp. nos dragdes barbudos nas amostras da

cavidade oral (n=1) e cloaca (n=5).

Antibidtico Cavidade oral %, (n) Cloaca %,( n)
Ampicilina 100, (n=1) 100, (n=5)
Amoxicilina/acido clavulanico 100, (n=1) 100, (n=5)
Ceftazidima 100, (n=1) 100, (n=5)
Cefotaxima 100, (n=1) 100, (n=5)
Cefepime 100, (n=1) 100, (n=5)
Cefoxitina 100, (n=1) 100, (n=5)
Piperacilina 100, (n=1) 100, (n=5)
Piperacilina/tazobactam 100, (n=1) 100, (n=5)
Acido nalidixico 100, (n=1) 100, (n=5)
Pefloxacina 100, (n=1) 100, (n=5)
Levofloxacina 100, (n=1) 100, (n=5)
Imepeneme 100, (n=1) 100, (n=5)
Meropenemo 100, (n=1) 100, (n=5)
Ertapeneme 100, (n=1) 100, (n=5)
Tetraciclina 100, (n=1) 100, (n=5)
Cloranfenicol 100, (n=1) 100, (n=5)
Gentamicina 100, (n=1) 100, (n=5)
Amicacina 100, (n=1) 100, (n=5)
Trimetoprim/sulfametoxazole 100, (n=1) 100, (n=5)

Pesquisa de Enterobacterales produtoras de ESBLs/AmpC

Como referido na seccao de material e métodos foi realizada a pesquisa de
Enterobacterales resistentes as C3G. Neste estudo 10.0% (n=2/20) dos dragdes barbudos
estavam colonizados com Enterobacterales resistentes as C3G (Figura 15). Em um dos
dragdes barbudos foi detetada klebsiella aerogenes resistente as C3G na cavidade oral e na
cloaca. Em outro animal foi identificada E. coli resistente as C3G na cloaca, pertencendo ao

grupo filogenético B1, de acordo com a classificagcdo de Clermont et al. 2020 (Figura 15).
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= Dragdes barbudos positivos = Dragoes barbudos negativos

Figura 15: Representacao grafica da frequéncia relativa de Enterobacterales resistentes as cefalosporinas de
terceira geragéo nos dragdes barbudos.

Quanto ao perfil de resisténcias observado para K. aerogenes isolada da cavidade
oral, esta apresentou resisténcia aos seguintes antibiéticos: ampicilina, amoxiciclina/acido
clavulanico, cefotaxima, ceftazidima, cefoxitina, cefepima, piperacilina +tazobactam), acido
nalidixico, ciprofloxacina, levofloxacina, gentamicina, amicacina e nitrofurantoina (Tabela 7).
Como esta bactéria é resistente a pelo menos um antibiético em trés classes, é considerada
uma bactéria MDR. Enquanto na amostra cloacal, o isolado de Klebsiella aerogenes
apresentou as seguintes resisténcias aos antibidticos: ampicilina, amoxiciclina/acido
clavulanico, cefotaxima, ceftazidima, cefoxitina, cefepima, piperacilina/tazobactam, acido
nalidixico, ciprofloxacina, levofloxacina e doxiciclina. Sendo esta bactéria considerada MDR.

Nao foram registadas resisténcias aos carbapenemos.

Quanto a caracterizagao genotipica dos isolados de klebsiella aerogenes resistentes
as C3G, estes foram caracterizadas quanto a presengca de ESBL e AmpC. Verificando-se a

presenca dos genes blatem € blapHa em ambos os isolados (Tabela 7).

Quanto ao perfil de resisténcia observado para E. coli obtida da cloaca, esta
apresentou resisténcia aos seguintes antibidticos: ampicilina, amoxiciclina/acido clavulanico,
cefotaxima, cefepima, acido nalidixico, ciprofloxacina, levofloxacina, gentamicina, amicacina
e a trimetoprim/ sulfametoxazol. A resisténcia aos carbapenemos nao foi detetada. A bactéria
apresenta resisténcia a quatro classes de antibidticos, sendo assim considerada uma bactéria
MDR (Tabela 7).
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Quanto a caracterizagao genotipica do isolado de E.coli resistente as C3G, verificou-

se a presenca dos genes blaoxa-1, blatem € blactx-m grupo 1 (Tabela 7).

Tabela 7: Enterobacterales produtoras de ESBLs/AmpC nos isolados de dragbes barbudos.

Identificagdo | Tipo de | Enterobacterales | Perfil de resisténcia | MDR Genes de
animal amostra aos antibiéticos resisténcia
ULHTAD2 Cloaca E. coli AMPR-AMCR-CTXR- | sim blaoxa-1,
CAZ'-FEPR-NAR- blatem,
CIPR-LEVR-CNR- blactx-m-
AKR-STXR grupo 1
ULHTADG6 Cloaca K. aerogenes AMPR*-AMCR-CTXR- | sim blatem,
CAZR-FOXR-  FEPR- blabHa

PRLR-TZPR-NAR-
CIPR-LEVR-DOXR
ULHTADG6 Cavidade oral | K. aerogenes AMPR*-AMCR-CTXR- | sim blatem,
CAZR-FOXR- FEPR- blapha
PRLR-TZPR-NAR-
CIPR-LEVR-CNR-
AKR-FR

Legenda: AK- Amicacina, AMC- Amoxicilina/acido clavulanico, AMP- Ampicilina, CAZ- Ceftazidima, CIP-

Ciprofloxacina, CN- Gentamicina, CTX- Cefotaxima, DOX- Doxiciclina, F- Nitrofurantoina, FEP- Cefepime, FOX-
Cefoxitina, LEV- Levofloxacina, NA- Acido nalidixico, PRL- Piperacilina, STX- Trimetoprim/Sulfametoxazol TZP-
Piperacilina/tazobactan; R Resistente; ! Intermédio * A bactéria do género klebsiella s&o intrinsecamente

resistentes a ampicilina.

Pesquisa de Pseudomonadales

Em relagéo a pesquisa de Pseudomonas spp. nas amostras dos dragdes barbudos,
45% (n=9/20) das amostras cloacais deram positivo para o género Pseudomonas (Figura 16),
sendo que 11,1% (n=1/9) positivo para Pseudomonas spp. € 88,9% (n=8/9) positivo para
Pseudomonas aeruginosa. Por outro lado, 15% (n=3/20) deram positivo para Pseudomonas
em amostras orais, das quais 33,3% (n=1/3) positivo para Pseudomonas spp. e 66,7% (n=2/3)

positivo para Pseudomonas aeruginosa (Tabela 8).
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= Dragdes barbudos positivos

= Dragoes barbudos negativos

Figura 16: Representagao grafica da frequéncia relativa de dragdes barbudos positivos para Pseudomonadales.

Apenas trés P. aeruginosa das amostras cloacais apresentou resisténcia a

antibioticos, entre as quais uma delas apresenta resisténcia a ceftazidima, enquanto as outras

duas apresentaram resisténcia a enrofloxacina (Tabela 8).

Tabela 8: Pseudomonadales nas amostras isoladas dos dragdes barbudos e perfil de resisténcias aos

antibidticos.
Identificagdo do animal | Tipo de amostra Pseudomonadales Perfil de resisténcia
aos antibioticos
ULHTAD3 Cloaca Pseudomonas PRL'-TZP - CAZR
aeruginosa
ULHTAD9 Cloaca Pseudomonas ENR'
aeruginosa
ULHTAD10 Cloaca Pseudomonas spp. PRL'-TZP - ENR!
ULHTAD11 Cloaca Pseudomonas ENRR
aeruginosa
ULHTAD14 Cloaca Pseudomonas ENR!
aeruginosa
ULHTAD15 Cavidade oral Pseudomonas spp. PRL'-TZP'!
ULHTAD15 Cloaca Pseudomonas PRL'-TZP'!
aeruginosa
ULHTAD16 Cloaca Pseudomonas *
aeruginosa
ULHTAD17 Cavidade oral Pseudomonas ENR'
aeruginosa
ULHTAD17 Cloaca Pseudomonas ENRR
aeruginosa
ULHTAD20 Cavidade oral Pseudomonas ENR!
aeruginosa
ULHTAD20 Cloaca Pseudomonas ENR!
aeruginosa

Legenda: CAZ- Ceftazidima; ENR-Enrofloxacina;

Intermédio; R- Resistente; * nenhuma resisténcia.

PRL-Piperacilina; TZP-Piperacilina/tazobactan; '-
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Em termos de analise estatistica ndo foi encontrada significAncia em termos da

presenca de Pseudomonadales na cloaca em relagao a cavidade oral (p=0.0824).
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Capitulo V
6. Discussao

O presente estudo teve como principal objetivo a pesquisa de bactérias zoondticas,
como Salmonella spp, Pseudomonadales e Enterobacterales resistentes as C3G, em

amostras da cavidade oral e cloaca em dragdes barbudos (Pogona vitticeps) saudaveis.

Neste estudo apenas 10% (n=2/20) das amostras foram resistentes as C3G, entre as
quais foi identificada E. coli e K. aerogenes. Em relacdo a Salmonella spp, 25 % dos animais

foram positivos e em relagdo a Pseudomonadales 45% foram positivos.

Segundo o estudo realizado por Cristina e colaboradores (2022) foram analisadas
amostras de répteis, incluindo 166 tartarugas, 98 serpentes e 125 lagartos, sendo que as
bactérias mais frequentemente isoladas incluiram Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, E. coli, Klebsiella oxytoca, Citrobacter spp. e
Proteus spp. Além disso, Streptococcus spp. beta-hemolitico e Staphylococcus aureus foram
encontrados, sendo estas as unicas bactérias Gram positivas identificadas no estudo (Cristina
et al., 2022).

A salmonelose associada a répteis € um problema de saude publica persistente,
particularmente em criangas e individuos imunocomprometidos (Kiebler et al., 2020). Num
estudo realizado por Kiebler e colaboradores nos Estados Unidos em 2020 identificaram que
entre 2012-2014 Salmonella spp. foi a responsavel pelo surto de doencas relacionadas a
exposi¢ao de criangas pequenas a dragdes barbudos como animais de estimagéao (Kiebler et
al., 2020). No entanto, o facto das criangas com menos 2/3 anos estarem raramente em
contato direto com os répteis, indica que a maioria das infecdes neste surto foi contraida de
forma indireta, ou seja, por contato com superficies contaminadas ou roupas, o que leva a
enfatizar a importancia de se aumentar a conscientizagao dos tutores e criadores sobre a
possibilidade de transmissao indireta de Salmonella spp. (Kiebler et al., 2020).

Entre o género Salmonella serotipificadas neste estudo foi identificado o serotipo S.
entérica ser Pomona. Este serotipo € altamente patogénico, e foi inicialmente identificada em
perus (Hinshaw et al., 1944), mais tarde detetado em tartarugas, em outros répteis e seres
humanos (Tauxe et al., 1985; Woodward et al., 1997; Franco et al., 2011). Desde a década de
1980, a S. entérica ser Pomona tornou-se uma séria preocupacao para a saude publica devido
ao aumento dos casos de infegdo em humanos (Tauxe et al., 1985; Bertrand et al., 2008;
Centers for Disease Control and Prevention, 2007). Nas criangas, as infecbes podem ser
extremamente graves, resultando em diarreia hemorragica, febre, colicas e ocasionalmente
morte (Tauxe et al., 1985; CDC, 2007).
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Atualmente, os surtos de S. entérica ser pomona ocorrem especialmente nos
Estados Unidos, sendo que a maioria destas infe¢cdes estdo associadas ao contato com
tartarugas e outros répteis (Woodward et al., 1997; Centers for Disease Control Prevention,
2007; Bertrand et al., 2008). Num estudo realizado por Gong e colaboradores (2014) foram
isoladas colonias de S. entérica ser. pomona em 39.0 %(n=16/41) das tartarugas de orelha
vermelha (Trachemys scripta elegans) presentes em estado selvagem na China. Mais tarde,
em 2017, Sakaguchi e colaboradores isolaram S. entérica ser Pomona de amostras de
intestino e de pulm&o em 6 jacarés numa quinta na Australia, tendo sido encontradas lesdes
através da necropsia, como enterocolite fibrinonecroética, esplenite necrosante, efusao

celémica e edema perivisceral e pulmonar (Sakaguchi et al., 2017).

Para além da S. entérica ser. pomona, neste estudo também foi identificada a
salmonella entérica ser. diarizonae. Esta € uma bactéria frequentemente isolada no meio
ambiente, répteis, ovelhas e humanos. Num estudo realizado por Lukac e colaboradores
(2015), este serotipo foi identificado em 13% (n=26/200) dos répteis do Zoo de Zagreb ou de
particulares. Adicionalmente, num estudo realizado na Alemanha por Schroter e
colaboradores (2004), com o objetivo de avaliar a prevaléncia de Salmonella spp., foram
colhidas amostras fecais de 10 viboras cornudas (Bitis nasicornis) e de 6 viboras de cilios
(Bothriechis schlegeli), sendo que a estirpe S. diarizonae foi isolada em 100% (n=10/10) das

viboras cornudas e 50% (n=3/6) das viboras de cilios.

Ja foram descritos varios estudos em matadouros a nivel mundial a presenca de S.
entérica ser. diarizonae em ovelhas saudaveis, como no Reino Unido (Davies et al., 2001),
Noruega (Sandberg et al., 2002), Suica (Stokar-Regenscheit et al., 2017), Islandia
(Hjartardottir et al., 2002), Suécia (Sorén et al., 2015) e Estados Unidos (Wolf & Schefers;
2017). No entanto, também foram observados sinais clinicos como a rinite proliferativa
cronica, um disturbio do trato respiratdrio superior em ovelhas associado a S. entérica ser.
diarizonae, que foi inicialmente reportada nos Estados Unidos por duas ocasides em 1992
(Meehan et al., 1992) e em 2017 (Wolf & Schefers, 2017) e posteriormente identificada em
Espanha (Lacasta et al., 2012), Suiga (Stokar-Regenscheit et al., 2017).

Ja existem relatos de humanos infetados por S. entérica ser diarizonae através do
contato com répteis, maioritariamente com cobras, em que se acredita que é o maior
reservatorio deste serotipo de Salmonella spp.. Conforme descrito no estudo realizado por
Horvath e colaboradores (2016), um proprietario de cinco cobras de estimagao foi identificado
como portador de S. entérica ser. diarizonae. O paciente apresentou sintomas como febre
intermitente, dor na regido dos seios maxilares e frontais, leve secregéo nasal e problemas

gastrointestinais, incluindo desconforto epigastrico, diarreia e nauseas. Posteriormente, foram
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realizadas culturas fecais tanto no paciente como em trés das cobras, e a mesma bactéria
encontrada no paciente foi isolada nos animais. Notavelmente, o proprietario das cobras néo
seguia praticas adequadas de higiene, tais como lavar as maos apds manipular os repteis,

alimenta-los ou limpar o terrario (Horvath et al., 2016).

Neste estudo também foi identificado o serotipo de S entérica ser. Kentucky. Este
serotipo é frequentemente encontrado nos sistemas gastrointestinais de aves, vacas e outros

animais, e ocasionalmente afeta os seres humanos (Vosik et al., 2018).

O serotipo kentucky é polifilético, com duas linhagens clonais distintas, kentucky-l e
kentucky-1l (Vosik et al., 2018). Os serotipos isolados de kentucky-l estdo mais associados a
frangos de corte, enquanto os isolados pertencentes a kentucky-Il estdo mais comumente
associados a bovinos e a humanos. Contudo esta discriminacao do serotipo ndo é possivel
pelo método de serotipagem, apenas é possivel por Whole Genome Sequence (WGS)
(Richards et al., 2023).

Salmonella enterica ser kentucky é reconhecida como o serotipo de Salmonella mais
prevalente em frangos de corte nos Estados Unidos e em alguns paises europeus, sendo que

ja foram descobertas estirpes com resisténcia a ciprofloxacina (Hello et al., 2011)

De acordo com o estudo conduzido por Zajac e colaboradores (2013), foi identificada
a presenca da Salmonella entérica ser kentucky em 24 répteis, principalmente em amostras
fecais, na Polonia. Essas amostras foram associadas a mesma estirpe de Salmonella entérica
ser kentucky encontrada anteriormente em carne de peru, carne de aves e ragado de aves,
conforme descrito por Wasyl e Hoszowski em 2012. A analise revelou uma semelhanca

filogenética de 67,3% entre os serotipos (Zajac et al., 2013).

No estudo realizado por Wasyl e Hoszowski (2012), foi isolada uma estirpe de S.
entérica ser kentucky multirresistente que apresentava resisténcia a ampicilina, cefotaxima,
ceftazidima, tendo sido identificado o gene blactxm. Sendo ainda resistente as quinolonas,

tetraciclina, aminoglicosideos e sulfametoxazol.

Assim é fundamental que todos os envolvidos como médicos, veterinarios e as
pessoas da industria de animais de estimagéo colaborem para informar as familias sobre o
risco de infegdo por Salmonella spp proveniente de répteis. Além disso, € necessario que a
industria de répteis de estimacao explore os pontos criticos de biosseguranga no processo de
reproducdo de reépteis, incluindo dos dragbes barbudos, o que ajudara a reduzir a

contaminacéao geral por Salmonella spp. nestas espécies de animais (Kiebler et al., 2020).
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E. coli € uma bactéria que pode ser encontrada no sistema gastrointestinal de
répteis, mamiferos e aves. A presencga desta bactéria é geralmente considerada comensal na
microbiota intestinal, no entanto esta pode causar doenca se o animal se encontrar
imunocomprometido. Neste estudo realizado, foi isolada E. coli numa amostra cloacal, em
semelhanga com Ramos e colaboradores em 2019, que realizaram um estudo em 76
amostras de fezes através de zaragatoas cloacais de répteis no Brasil, onde a E. coli foi
identificada em 68,4% (n=52/76) dos animais incluidos no estudo, sendo que 50.0% (n=38/76)

foram em serpentes, 9,2% (n=7/76) de lagartos e 9,1 % (n=7/76). em tartarugas.

Ksiazczyk e colaboradores (2021) realizaram um estudo onde foram colhidas 120
amostras de fezes de répteis do zoo de Breslavia, em que em 20% (n=24/120) foram positivas
para E. coli. Posteriormente, Dec e colaboradores em 2022 estudaram 67 amostras de fezes
de varias espécies de cobras (n=31), lagartos (n=18) e tartarugas (n=18) em que
47.8%(n=32/76) amostras deram positivo para E. coli, sendo que desses 18 lagartos eram 6
dragdes barbudos, de onde 83% amostras foram positivas (n=5/6). A maioria dos isolados de
E. coli (71,97%, n=23/32) demonstraram sensibilidade a todos os agentes antibidticos
testados. Entre os isolados remanescentes, observou-se que a resisténcia a estreptomicina
(21,87%, n=7/32) foi o fendtipo de resisténcia mais comum encontrado. S6 uma estirpe se

definiu como multirresistente (Dec et al., 2022).

Klebsiella aerogenes, anteriormente designada de Enterobacter aerogenes € uma
bactéria oportunista Gram-negativa, continuamente encontrada em répteis, animais de
companhia convencionais como o cdo € em humanos. Assim como observado no estudo
conduzido por Jho e colaboradores (2011), que identificaram num total de 36 amostras orais
e cloacais de 18 pitons da Birmania (Python molurus bivittatus), a presenga de Klebsiella
aerogenes numa amostra oral (Jho et al., 2011), o presente estudo revelou a presenga de K.

aerogenes em amostras orais e cloacais.

Adicionalmente, no estudo de Martins e colaboradores (2017) foi identificada a
espécie de Klebsiella aerogenes numa ferida na pele de uma Boa Constrictor (Boa constrictor
amarali), encontrando-se também desidratada e com as mucosas palidas (Martins et al.,
2017). Foi também realizado um estudo em cées por Zhang e colaboradores (2018) com o
objetivo de descobrir a prevaléncia de enterobacterales resistentes a cefalosporinas de
terceira geracéo (cefotaxima, ceftazidima ou cefpodoxima) em amostras clinicas e fecais de
cées no Canad4, tendo sido isoladas em 0.01% (n=7/506) amostras clinicas colonias de

Klebsiella aerogenes.

Ja em 2023 num relato de caso de medicina humana realizado por Mazumder e

colaboradores foi isolada Klebsiella aerogenes responsavel por uma infegao do trato urinario
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resistente a aminoglicosideos, B-lactdmicos (penicilina), B-lactdmicos (cefalosporinas),

anfenicais, fluoroquinolonas, tetraciclinas e glicilciclinas.

Klebsiella aerogenes é encontrada em amostras clinicas humanas, incluindo do trato
respiratorio, urinario, sangue e gastrointestinal (Langley et al., 2001). A epidemiologia dessa
espécie é notavel na Europa, especialmente a partir de 1993, quando comecgaram a surgir

surtos de infegbes hospitalares, principalmente na Europa Ocidental (Jalaluddin et al., 1998).

Uma outra bactéria com impacto zoonodtico encontrada neste estudo foi
Pseudomonas aeruginosa. Esta descrito que esta bactéria € normalmente encontrada em
répteis em cativeiro, conhecidos por serem um reservatério deste microrganismo e fontes de
exposicao humana através de contato fecal, mordeduras ou arranhdes (Ebani et al., 2008).
As infe¢des causadas por Pseudomonas aeruginosa em seres humanos tém sido associadas
a diversas doencgas, afetando o trato respiratério, sistema cardiovascular, sistema
gastrointestinal, sistema nervoso central, trato urinario, ouvidos, olhos, pele, ossos e
articulagdes (Talbot et al., 2006). Em ambientes de cuidados intensivos, esta bactéria &
responsavel por infecbes potencialmente fatais em individuos com sistemas imunitarios
comprometidos, especialmente em pacientes com cancro submetidos a quimioterapia ou em

pacientes com fibrose quistica (Rossolini & Mantengoli, 2005; Talbot et al., 2006).

No estudo de Foti e colaboradores (2013), foram colhidas um total de 65 zaragatoas
orais em 15 diferentes espécies de répteis saudaveis, no qual um total de 46 amostras (70,8%)
foram identificadas como pertencente a espécie P. aeruginosa. Desses 65 animais, foram
colhidas 4 zaragatoas em dragdes barbudos em que 2 deles deram positivo (50%). Ainda
foram testados varios antibiéticos e foi observado que as taxas mais elevadas de resisténcia
foram para imipenem + cilastatina (100%), penicilina G (95,6%) e sulfametoxazol (93,5%),
seguidas por eritromicina e vancomicina (91,3%), doxiciclina (85,3%) e tetraciclina (80,4%),
cefalexina, cefalotina e rifampicina (78,3%), ampicilina (71,7%) e acido nalidixico (69,6%) (Foti
et al., 2013).

Em outro estudo realizado por Sala e colaboradores (2019) foram colhidas 419
amostras de zaragatoas cloacais de cobras da familia Boidae (38), Colubridae (48) e
Pythonidae (326), sendo a prevaléncia de P. aeruginosa de 251 (59,9%) e destas 251
amostras 89 (35.5%) sdo multirresistentes (Sala et al., 2019). Xiong e colaboradores (2022)
isolaram P. aeruginosa numa Ulcera na pele de um lagarto crocodilo chinés (Shinisaurus

crocodilurus) (Xiong et al., 2022).
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Pseudomonas aeruginosa foi isolada da cavidade oral e pulmbes de duas jiboias
(Boa constrictor) e de uma piton indiana (Python molurus) que sofriam de estomatite e

pneumonia (Aleksandrov e Petkov, 1985).

Num estudo realizado no Jardim Zoolégico de Lisboa, isolaram Pseudomonas
aeruginosa em um Varano do nilo (Varanus niloticus) que se encontrava anorético e prostrado.
Realizaram a necrépsia, em que na analise macroscopica da cavidade celdmica registou-se
congestao pulmonar, bem como um estdbmago e ileo ligeiramente espessado e
hepatomegalia. A analise histopatoldgica revelou enterite fibrinonecrética grave com multiplos
agregados bacterianos. Os pulmdes apresentavam edema e pneumonia exsudativa, bem

como multiplos agregados bacterianos (Seixas et al., 2014).

Uma das limitagdes deste estudo foi o niumero de animais utilizados, ndo se
verificando assim uma associacao da presencga de Salmonella spp. e Pseudomonas spp. em
amostras da cloaca. Em estudos futuros, sera importante aumentar o tamanho da amostra,
para permitir a detecdo de possiveis fatores de risco. Para além disso sera importante e
interessante incluir amostras do alimento e amostras ambientais, de modo a compreender a

origem destes agentes zoonoticos.

Até a data e para nosso conhecimento € o primeiro estudo realizado em dragdes
barbudos com detecdo de Enterobacterales resistentes as C3G e produtoras de ESBLs e
AmpC. Para além disso é também primeiro estudo com a detecado de salmonella entérica ser.
Kentuchy e de salmonella entérica ser. Pomona em dragdes barbudos. Os resultados obtidos
neste estudo sao relevantes para um contexto One-health e para a pratica clinica de Medicina

Veterinaria em répteis.

Em outros estudos realizados em répteis, para além da Salmonella spp., a
Escherichia coli e a Klebsiella aerogenes sao detetadas com alguma frequéncia. No entanto,
neste estudo, apenas E. coli e K. aerogenes resistentes as C3G foram investigados. Tendo
sido identificados os genes verificou-se a presencga dos genes blaoxa-1, blatem € blacTx-m grupo 1-

Assim nao foi possivel perceber a frequéncia relativa destas bactérias nos dragdes barbudos.

Em termos futuros seria importante caracterizar a microbiota residente da cavidade

oral e da cloaca, realizar a sua caracterizagao fenotipica, genotipica e patogenicidade.
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Capitulo VI
7. Conclusao

O propésito deste estudo, com uma amostragem de 20 dragdes barbudos saudaveis,
foi identificar Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de terceira geracao, Salmonella
spp. € Pseudomonadales presentes nas cavidades oral e cloacal. Os objetivos delineados
foram plenamente alcancados, revelando a presenca de sete espécies bacterianas distintas,
incluindo Salmonella enterica enterica ser. Pomona, Salmonella enterica Diarizonae,
Salmonella enterica enterica ser. Kentucky, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp.,

assim como duas bactérias multirresistentes, E. coli e Klebsiella aerogenes.

Os resultados obtidos oferecem uma contribuicao vital para a compreensdo dos
potenciais riscos zoonoticos associados a interacédo proxima com estes répteis de estimacéo,
bem como para a disseminagdo de bactérias multirresistentes. Este estudo ressalta a
importancia de uma abordagem holistica na gestdo da saude, envolvendo médicos

veterindrios, profissionais de saude humana e tutores de animais de estimacgéo.

Destaca-se, sobretudo, a necessidade permanente de ado¢ao de medidas rigorosas
de higiene por parte dos tutores, visando diminuir o risco de transmissao dessas bactérias

para individuos imunocomprometidos.

Entretanto, mais informacao deve ser recolhida e que ha espago para a expansao do
conhecimento. Por exemplo, a realizacdo de estudos com amostragens mais amplas para
uma compreensao mais abrangente. Ou por outro lado, uma investigagao mais aprofundada
sobre a composigdo bacteriana, seja resistente ou néo, na flora oral e cloacal de dragdes

barbudos.
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