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RESUMO

O agente bacteriano Staphylococcus pseudintermedius é um patdgeno oportunista,
responsavel por uma ampla gama de infec¢Bes, principalmente em cdes, incluindo
piodermatite, otite externa, bacteremia, infec¢des do trato urinario e infecces pds-cirdrgicas.
Esta espécie é capaz de sintetizar uma série de toxinas. Essas, porém, ainda ndo foram
caracterizadas detalhadamente e ha divergéncia entre o perfil de toxinas presentes nos
isolados. Para trazer mais informacdes a respeito do potencial patogénico dessa espécie, 33
isolados de S. pseudintermedius provindos de diferentes sitios de infecgdo foram investigados
através de identificacdo molecular quanto a presenca do gene de resisténcia a antimicrobianos
mecA, e para 11 genes codificadores de toxinas: citotoxinas (lukS, IukF), toxina esfoliativa
(siet), enterotoxinas (sea, seb, sec, seccanine, sel, sem e seq) e toxina da sindrome do choque
toxico (tst-1). Os mesmos isolados foram submetidos ao teste de formacgdo de biofilme in
vitro, e ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. Os resultados mostraram que 81 %
dos isolados foram positivos para IukS, 90 % foram positivos para lukF e 87 % positivos para
siet. J& outros genes foram de deteccdo menos frequente, como seq (12 %), sel (9 %) e sem (3
%). Os genes, sea, seb, sec, seccanine e tst-1, ndo foram detectados em nenhum dos isolados
do presente estudo. Os isolados fenotipicamente resistentes a oxacilina foram previamente
descritos como positivos para mecA, e dentre os 14 isolados fenotipicamente suscetiveis a
oxacilina, somente um deles foi positivo para 0 mesmo gene. Referente a resisténcia aos
antimicrobianos, 57,5 % apresentaram o padrdo fenotipico de cepas oxacilina resistentes,
enquanto que 42,4 % foram descritas como sensiveis. JA& o percentual de isolados
multirresistentes foi de 84,8 %. Com excecdo de um isolado, todos os demais foram
classificados como fortes formadores de biofilme. Em concluséo, a alta prevaléncia de genes
codificadores de toxinas, a forte capacidade de formacdo de biofilme e os diversos perfis de
multirresisténcia aos antimicrobianos sugerem o grande potencial patogénico e virulento desta
especie, e também pbde-se observar que existe uma variacdo da presenca de alguns desses

fatores conforme o sitio de infecgdo do isolado.

Palavras-chave: Staphylococcus pseudintermedius, biofilme, MRSP, MSSP, toxinas



ABSTRACT

The bacterial agent Staphylococcus pseudintermedius is a timely pathogen, responsible for a
range of infections, mainly in dogs, including pyodermatitis, external otitis, bacteremia,
urinary tract infections and post-surgery infections. This species is capable of synthesizing a
series of toxins and, besides these not being described in detail so far, there are divergences
between the data published, where the presence of these toxins varies, bringing a greater
need for studies on this topic. To provide more information about the pathogenic potential of
this species, 33 isolates of S. pseudintermedius from different infection sites were screened by
molecular identification for the mecA antimicrobial resistance gene, and for 11 toxin coding
genes: cytotoxins (lukS), lukF), exfoliative toxin (siet), enterotoxins (sea, seb, sec, seccanine,
sel, sem and seq) and toxic shock syndrome toxin (tst-1). The same isolates were submitted to
the in vitro biofilm formation test and the antimicrobial susceptibility test. Results showed
that 81 % of isolates were positive for IukS, 90 % were positive for lukF and 87 % positive for
siet. Other genes were less frequent detection, such as seq (12 %), sel (9 %) and sem (3 %).
The genes, sea, seb, sec, seccanine and tst-1 were not detected in any of the isolates of the
present study. Phenotypically oxacycline-resistant isolates were previously described as
positive for mecA, and of the 14 phenotypically oxacycline-susceptible isolates, only one was
positive for the same gene. Regarding antimicrobial resistance, 57.5 % presented the
phenotypic pattern of resistant oxacillin strains, while 42.4 % were described as sensitive.
The percentage of Multidrug resistant isolates was 84.8 %. With the exception of one isolate,
all others were classified as strong biofilm forming. In conclusion, the high prevalence of
toxin-coding genes, the strong biofilm formation capacity and the diverse antimicrobial
multidrug resistance profiles suggest the great pathogenic and virulent potential of this
species, and it was also observed that there is a variation in the presence of some of these

factors depending on the site of infection of the isolate.

Key-words: Staphylococcus pseudintermedius, biofilm, MRSP, MSSP, toxins
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus pseudintermedius € um agente comensal presente na pele e mucosas
de cdes e gatos, que estd associado principalmente as dermatites e otites, mas também a
bacteremia, infeccdes do trato urinario e infecgbes pos-cirurgicas (BANNOEHR et al., 2012).
Nos ultimos anos, cepas de S. pseudintermedius resistentes a meticilina (MRSP) emergiram
de maneira global, chamando atengéo por sua resisténcia antimicrobiana e perfil de viruléncia
(MENANDRO et al., 2019) trazendo preocupacéo acerca do tratamento das doencas causadas
por esta espécie.

Além de sua capacidade de formacdo de biofilme, S. pseudintermedius é capaz de
produzir uma variedade de fatores de viruléncia incluindo enzimas como coagulase,
termonuclease e proteases; proteinas de superficie como o fator aglutinante e proteina A; e
toxinas como citotoxinas, toxina esfoliativa e enterotoxinas (BANNOEHR; GUARDABASSI,
2012). No entanto, a maioria dos fatores de viruléncia do S. pseudintermedius, principalmente
no que diz respeito a sintese de toxinas, ainda ndo foi caracterizada em detalhes, trazendo a
necessidade de se buscar uma maior elucidacdo sobre a patogénese deste agente.

Portanto, devido a importancia deste agente e a caréncia de informacdes sobre a
viruléncia da espécie, o objetivo deste trabalho de conclusdo de curso foi promover uma
revisdo bibliogréafica acerca dos fatores de patogenicidade de S. pseudintermedius, incluindo
sintese de toxinas e producdo de biofilme, bem como trazer um panorama a respeito da
existéncia de cepas de S. pseudintermedius resistentes a meticilina. Também, foi realizado um
trabalho de pesquisa onde buscou-se determinar o potencial patogénico de isolados de S.
pseudintermedius através da identificacdo molecular de genes codificadores de toxinas,
investigacdo do potencial de formagdo de biofilme e perfil de resisténcia aos antimicrobianos,
para, por fim, correlacionar as caracteristicas encontradas e trazer mais informac@es sobre o

tema.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Staphylococcus pseudintermedius

Por mais de 30 anos, os isolados de Staphylococcus pseudintermedius foram
nomeados como Staphylococcus intermedius, sendo este considerado o agente comumente
isolado de afeccOes de pele e tecidos moles em cdes (BANNOEHR et al., 2012). No entanto,
foi constatada diversidade genotipica e genotipica nessa espécie, sugerindo que a mesma
poderia sofrer nova classificacdo (HAJEK, 1976; DEVRIESE et al., 2005). Atualmente ja se
sabe que isolados fenotipicamente identificados como S. intermedius séo diferenciados em
quatro espécies distintas, S. intermedius, S. pseudintermedius, Staphylococcus delphini e,
recentemente descrito, Staphylococcus cornubiensis, onde, juntos, sdo inseridos no grupo
Staphylococcus intermedius (SIG, do inglés Staphylococcus intermedius group)
(BANNOEHR et al., 2007; SASAKI et al., 2007; MURRAY et al., 2018). Desde a
reclassificacdo, quando algum membro do SIG é isolado , é considerada essencial a realizacéo
de confirmacgdo molecular, ou por espectrometria de massas, para a identificacdo da espécie.

Em cdes saudaveis, S. pseudintermedius constitui a microbiota da pele e regides
mucocutaneas e, como agente oportunista, € o0 patdgeno bacteriano isolado mais
frequentemente em amostras clinicas caninas (BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012). Esta
espécie estd, principalmente, associada a piodermatite, otite externa, bacteremia, infeccdes do
trato urinario e infec¢des pos-cirdrgicas.

O diagnostico de infeccBes por S. pseudintermedius é realizado a partir de variadas
espécimes clinicas, como suabes de lesdes de pele, amostra de urina, suabe de ouvido, boca
ou juncGes muco cutaneas. Esse agente é tradicionalmente identificado no laboratério pela
observacdo da morfologia das colbnias, testes de padrdes fenotipicos, seguidos de
confirmacdo molecular. As colénias sdo de tamanho médio, elevadas, ndo pigmentadas e
exibem grande e incompleta area de B-hemdlise e pequena e completa area de a-hemolise,
isoladamente ou em combinacdo (dupla hemolise), em &gar sangue bovino ou ovino
(BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012). Os resultados dos testes fenotipicos para identificar
S. pseudintermedius e diferencid-lo de outras espécies estafilococicas isoladas de cées
incluem coagulase positiva, producdo de acetoina negativa, reacdo negativa para o teste de
pirrolidonil arilamidase, positividade para o teste de [-galactosidase, suscetibilidade a
polimixina B, e resultado positivo quando submetido ao teste de producéo de &cido a partir de
D-manitol (CHUANG et al., 2010; BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012;). Ainda, ensaios
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moleculares sdo hoje amplamente empregados para a confirmacdo da identidade de S.
pseudintermedius, trazendo como vantagem a alta especificidade e rapidez ao diagnostico.
Mais recentemente, o emprego da espectrometria de massas (MALDI-TOF) tem permitido a
identificacdo rapida e precisa de micro-organismos, incluindo S. pseudintermedius.

O padrdo de susceptibilidade aos antimicrobianos de cepas patogénicas de S.
pseudintermedius varia com o historico clinico do paciente. E, nos ultimos anos, tém sido
observada a selecdo de cepas com um alto perfil de resisténcia a drogas que séo tidas como de
eleicdo para o tratamento desta bactéria, como amoxicilina/acido clavulanico, cefalexina,
clindamicina, doxiciclina, fluoroquinolonas, cloranfenicol, aminoglicosideos e rifampicina
(HILLIER et al., 2014). Além disso, a disseminacdo mundial de cepas resistentes a meticilina
(MRSP, do inglés Meticillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius) complica o
tratamento dessas infecgdes, tornando-as causas mais comuns de infeccdo de sitio cirurgico
em ambiente veterinario (SINGH et al., 2013).

Semelhante ao que ocorre em Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
a resisténcia de MRSP é influenciada por varios fatores, mas o principal determinante é o
gene mecA que codifica uma proteina de ligacdo a penicilina modificada (PBP). A PBP
modificada de MRSP tem uma baixa afinidade por betalactdmicos e, como antibi6ticos
betalactamicos se ligam a PBP de S. pseudintermedius para prevenir a sintese da membrana
celular pela bactéria, a baixa afinidade ndo permite uma forte ligacdo e, portanto, a sintese da
membrana celular ndo é impedida por estes antimicrobianos (BROWN; REYNOLDS, 1980).
O gene mecA é localizado no cromossomo de S. pseudintermedius em uma estrutura genética
denominada "cassete cromossémico estafilococico” (SCCmec). O elemento SCCmec pode ser
transferido entre diferentes espécies de Staphylococcus (KATAYAMA; ITO; HIRAMATSU,
2000).

No passado, de maneira geral, os isolados de S. pseudintermedius eram suscetiveis a
antibioticos betalactamicos (PELLERIN et al., 1997; VAN DUIJKEREN et al., 2004), porém,
com o passar do tempo tornaram-se mais frequentes os relatos de cepas resistentes a essas
drogas. A emergéncia de cepas MRSP tem sido relatada desde 2006 (WEESE; VAN
DUIJKEREN, 2010), ainda que seja dificil definir o inicio desse surgimento com absoluta
exatid&o.

A prevaléncia da colonizacdo de cepas MRSP tem sido estudada em varias populacfes
de cées, chegando a taxas de 1,5 — 31,6 % em cées na comunidade ou atendidos em hospitais
veterinarios, 0 — 21 % em cdes com infec¢des de pele (WEESE; VAN DUIJKEREN, 2010;
MENANDRO et al., 2019) e 30 — 38 % em cdes atendidos em clinicas veterinarias (SASAKI
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et al., 2007; NISA et al., 2019). Ja em gatos, a prevaléncia de cepas MRSP foi de 4 % em
animais saudaveis enquanto que nenhum isolado foi encontrado nos animais com infecgdes de
pele (ABRAHAM et al., 2007).

Atualmente, a colonizacéo e infeccdo por MRSP em humanos ja nao é considerada tdo
rara (PAUL et al., 2011; VAN DUIJKEREN et al., 2011; WALTHER et al., 2012; LOZANO
et al., 2017), e a potencial transferéncia de novos elementos SCCmec de MRSP para outras
especies estafilococicas, como S. aureus, e a subsequente disseminacdo clonal de um novo
clone de MRSA podem trazer riscos para a saude humana (VAN DUIJKEREN et al., 2004).

A patogenia de S. pseudintermedius estd associada a sua capacidade de adesdo as
células epiteliais do hospedeiro, invasdo do tecido, evasdo do sistema imune e disseminacao
(HILL; IMALI, 2016). Geneticamente, esta bactéria pode apresentar diferentes perfis génicos,
com potenciais virulentos variaveis, sendo que a expressao destes fatores dependera da
interacdo com o hospedeiro, bem como da capacidade de resposta imunoldgica do mesmo. A
patogenia de S. pseudintermedius tem grande semelhanca com S. aureus, no entanto, alguns
genes envolvidos nos processos parecem ser distintos, além de que, mesmo 0s genes

ortdlogos compartilham um baixo grau de similaridade genética.

2.2 Fatores de viruléncia de Staphylococcus pseudintermedius

S. pseudintermedius é capaz de sintetizar uma série de fatores de viruléncia para

garantir sua adesdo, invasdo, evasdo do sistema imune e disseminacdo (Quadro 1).

Quadro 1 - Fatores de viruléncia de Staphylococcus pseudintermedius e sua acdo sobre 0s

tecidos do hospedeiro

Determinantes da viruléncia Acdo sobre os tecidos do hospedeiro

1. Polissacarideo capsular Antifagocitica

2. Composi¢ao da superficie celular
Peptidoglicano Piogénico, quimioatrativo

Acido teicoico Induzem liberagéo de citocinas

3. Proteinas da superficie celular

Proteina A Interage com a regido Fc da 1gG
Proteina de ligacdo ao fibrinogénio Liga-se ao fibrinogénio
Proteina de ligacdo a fibrinonectina Liga-se a fibrinonectina

Proteina de ligacdo a laminina Liga-se a laminina
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Proteina de ligacao ao colageno
Proteina de ligacdo a vitronectina

Liga-se ao colageno

Liga-se & vitronectina

4. Toxinas extracelulares

a, B, y, 0 toxinas

Leucocidina |

Tox. Sind. Choque Tox.(TST-1)

Enterotoxinas

Toxina Esfoliativa

Citotdxica para tecidos e leucécitos

Destroi leucocitos (leucocida)

Liga-se as moléculas do MHC da classe Il
Induz sintese de citocinas: maltiplas disfuncdes
organicas

Emética e diarreica ou somente diarreica

Lisa a ligacdo da célula com estrato granuloso

5. Enzimas
Coagulase
Catalase

Lipase
Proteases

Fosfolipase

Estafiloquinase

Hialuronidase

Nuclease

Catalisa a conversdo de fibrinogénio em fibrina
Transformacéo de peroxido de hidrogénio em
oxigénio e gua

Degrada os lipidios

Degrada proteinas, incluindo proteinas de defesa
do hospedeiro

Degrada fosfolipidios

Converte plasminogénio em plasmina
fibrinolitica

Degrada o 4cido hialurdnico

Cliva DNA ou RNA

Fonte: proprio autor.

Os componentes da superficie microbiana que reconhecem as moléculas de adesao da

matriz do hospedeiro (MSCRAMM) estdo diretamente envolvidos no processo de patogénese
do género Staphylococcus (BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012). A Figura 1 ilustra estes

componentes na superficie de S. pseudintermeidius.
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Figura 1 — Diagrama esquematico simplificado ilustrativo dos fatores de viruléncia secretados
e associados a parede celular de Staphylococcus pseudintermedius

Enzimas
Coagulase

Termonuclease
Proteinas CWA Protease
MSCRAMMS incluindo /

SpsD, SpsL, Sps0 7% ll
R 9
o

Proteina A
Fatorde aglutinagio A

\\\ Toxinas secretadas

rt " Citotoxinas (a-,B-hemolisinas, Luk-1)
Toxinas esfoliativas (SIET, EXI [ExpA], ExpB)
Superantigenos (enterotoxinas, TSST-1)

Sistemas regulatérios globais
AGRincluindo
Receptorde AIP —

AlP

Abreviaces: Proteinas CWA, proteinas ancoradas na parede celular; MSCRAMMs, componentes da superficie
microbiana que reconhecem moléculas de matriz adesiva; Sps, proteinas de superficie de S. pseudintermedius;
Agr, gene regulador acessorio; AIP, peptideo autoindutor; Luk-I, leucotoxina bicomponente; SIET, toxina
esfoliativa; EXI, toxina esfoliativa de S. pseudintermedius; ExpA e ExpB, toxina esfoliativa A e B de S.
pseudintermedius e TSST-1, toxina da sindrome do choque téxico 1. Adaptado de BANNOEHR;
GUARDABASSI (2012).

A producdo de exotoxinas é considerada um dos mais importantes fatores de
viruléncia de S. pseudintermedius, sendo por isso, as principais e melhor reconhecidas toxinas

desta espécie bacteriana, descritas detalhadamente a seguir.
2.2.1 Citotoxinas

Importantes citotoxinas produzidas por S. pseudintermedius sao as a-hemolisinas e as
B-hemolisinas. Tipicamente, pela acdo de ambas toxinas, ocorre a denominada hemdlise de
zona dupla em agar sangue ovino, onde observa-se uma hemolise completa (alfa-hemolise)
mais proxima a col6nia bacteriana, enquanto € observada uma hemolise mais externa
incompleta (beta-hemolise), embora a mesma se torne completa a 4 °C (hemdlise quente-frio)
(DEVRIESE et al., 2005). A agao citolitica da toxina B ¢ atribuida a sua capacidade de
degradar a esfingomielina, que é um folheto externo de muitas membranas celulares

eucarioticas.
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S. pseudintermedius também € capaz de produzir uma leucotoxina denominada Luk-I,
semelhante & leucocidina Panton-Valentine produzida por S. aureus. As leucocidinas sdo uma
familia de toxinas potentes secretadas por estafilococos e consistem em componentes S
(lento) e F (rapido) (ABOUELKHAIR et al., 2018). O componente S reconhece um receptor
na célula hospedeira, conferindo uma ligacdo de alta afinidade a superficie celular, onde,
apos, o componente F ¢ recrutado para formar poros octaméricos que penetram na bicamada
lipidica na membrana plasmatica da célula, levando ao influxo e efluxo de ions, apoptose e,
finalmente, morte celular (YOONG; TORRES, 2015).

A leucotoxina Luk-I, codificada por dois genes, lukS e lukF, causa destruicdo de
leucdcitos e necrose tecidual. Estes genes podem ser encontrados em isolados provindos
tanto de cdes saudaveis quanto infectados, como demonstrou um estudo realizado por Garbacz
et al. (2013). A ocorréncia dos genes codificadores de Luk-1 parece ser comum em isolados
de S. pseudintermedius (FUTAGAWA-SAITO et al.,, 2004; RUSCHER, et al., 2010).
Abouelkhair et al. (2018) observam que o efeito citotoxico em leucécitos polimorfonucleares
de caninos ndo ocorre quando essas células sdo submetidas as versdes heterdlogas mutantes
de Luk-l, produzidas através da substituicdo de aminoacidos em pontos selecionados. Os
mesmos autores observam, ainda, que o efeito citotoxico acontece apenas quando as duas
proteinas recombinantes (LukS/F-1) estdo combinadas, e ndo quando se encontram
isoladamente. Por fim, os dados comprovam que o0s anticorpos anti-Luk-1 produzidos em caes
contra proteinas atenuadas reduz o efeito citotoxico da leucocidina canina nativa, 0 que
destaca a importancia do Luk-1 como um componente promissor em uma vacina contra
infeccdes por S. pseudintermedius (ABOUELKHAIR et al., 2018).

2.2.2 Toxinas esfoliativas

S. pseudintermedius produz um tipo de toxina esfoliativa que possui papel importante
na patogénese de casos clinicos de otite cronica e piodermatites em caninos, denominada
toxina esfoliativa de S. pseudintermedius (SIET), a qual é codificada pelo gene siet. Terauchi
et al. (2003) ao descreverem a toxina pela primeira vez, comprovam que ao injeta-la em caes,
os sinais clinicos como eritema, esfoliacdo e crostas, semelhantes aos sinais observados na
piodermatite canina, passavam a ser desenvolvidos pelos animais. Garbacz et al. (2013)
identificaram o gene siet em 100 % dos isolados caninos, tanto em isolados de cées
clinicamente doentes quanto em isolados de cdes saudaveis. Esse fato evidencia a provavel

influéncia de fatores externos ambientais e do prdéprio hospedeiro na inducdo da expressdo
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desta toxina. De maneira similar, outros pesquisadores confirmaram a presenca do gene siet
em todas as cepas analisadas nos seus respectivos estudos, independente, inclusive, de serem
cepas suscetiveis a meticilina (MSSP, do inglés Meticillin-susceptible Staphylococcus
pseudintermedius) ou cepas MRSP (RUSCHER et al., 2010; YOON et al., 2010; GHARSA et
al., 2013).

Por outro lado, a relevancia bioldgica da SIET ainda ndo esta totalmente clara, visto
que foi realizado um estudo onde a toxina SIET recombinante de S. pseudintermedius foi
inoculada em trés cdes, sem ser observada qualquer alteracdo clinica ou histopatologica
evidente (I'YORI et al., 2011). Além disso, ndo se sabe exatamente se essa toxina possui
atividade enzimaética semelhante a das toxinas esfoliativas cléassicas, pois a SIET de S.
pseudintermedius ndo compartilha uma sequéncia homdéloga de aminoacidos como as demais
toxinas esfoliativas conhecidas e ja analisadas (I'YORI et al., 2011).

Sabe-se que S. aureus, Staphylococcus hyicus e Staphylococcus chromogenes causam
infeccOes de pele em humanos ou animais, produzindo com alta frequéncia toxinas
esfoliativas (ETs) (FUTAGAWA-SAITO et al., 2009). O agente S. pseudintermedius, sendo
causador de pioderma canino, teve uma toxina esfoliativa, denominada EXI (exfoliative toxin
of pseudintermedius), relatada por Futagawa-Saito et al. (2009), onde foi observado entre 43-
68 % de identidade de sequéncia com as toxinas esfoliativas estafilocdcicas conhecidas para
outras espécies de Staphylococcus. No mesmo estudo, pode-se observar que camundongos
recém-nascidos inoculados com EXI, tanto nativa quanto recombinante, apresentaram lesfes
bolhosas extensas e/ou esfoliacdo cutanea caracteristica. Dos isolados de S. pseudintermedius
de pioderma canina deste estudo, em 23,3 % foi identificada a toxina EXI por hibridizacdo
dot-blot (FUTAGAWA-SAITO et al., 2009). Outro estudo realizado por Gharsa et al. (2013)
identificou o gene exi através do método de PCR em 55 % de isolados de S.
pseudintermedius obtidos através de suabes nasais de caes saudaveis.

As toxinas esfoliativas estafilocdcicas digerem desmogleina (Dsg) 1, uma molécula
desmossdmica de adesdo célula-célula, causando, assim, a divisdo intraepidérmica,
caracteristica de quadros como: i) impetigo bolhoso humano; ii) sindrome da pele escaldada
estafilocdcica e, iii) epidermite exsudativa suina (IYORI et al., 2011). Em um estudo
realizado a fim de descobrir se EXI também afetaria as desmogleinas, lyori et al. (2011)
comprovaram que essa toxina recombinante de S. pseudintermedius afeta especificamente
Dsgl, mas ndo Dsg3, causando uma divisdo epidérmica superficial microscdpica, levando a

guadros similares as demais toxinas esfoliativas estafilocdcicas. Por outro lado, 0 mesmo néo
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foi observado na toxina esfoliativa SIET recombinante, onde ndo houve uma influéncia
visivel da mesma sobre as desmogleinas (I'YORI et al., 2011).

Outra toxina esfoliativa denominada ExpB foi identificada em S. pseudintermedius,
onde sua forma recombinante causou a divisdo intraepidérmica e a degradacdo de Dsg-1 em
trés cées da raca Beagle (I'YORI et al., 2010). No mesmo estudo, 0 gene expB estava presente
em 23 % dos isolados clinicos de casos de pioderma superficial canino, exibindo véarios
fenotipos clinicos, enquanto a ocorréncia em isolados de S. pseudintermedius de caes
saudaveis foi de 6,1 %. Devido a semelhancga no processo patogénico 0s autores propuseram a
renomeacdo de EXI para ExpA, levando em conta a nomenclatura da toxina esfoliativa ExpB
(I'YORI et al., 2010).

2.2.3 Toxinas pirogénicas com propriedades de superantigenos

As enterotoxinas estafilocdcicas (SEs) e toxina da sindrome do choque téxico (TSST-
1) sdo membros da familia de toxinas pirogénicas e que possuem Varias variantes antigénicas.
Essas toxinas podem se ligar as moléculas de MHC (principal complexo celular de
histocompatibilidade) 1l fora de seu local de ligagdo ao antigeno, 0 que causa uma
estimulacdo exacerbada de linfocitos T e imunossupressdo. No entanto, diferentemente do
TSST-1, as SEs tém atividades bioldgicas adicionais que induzem émese e diarreia, estando
associadas principalmente a intoxicacdo alimentar estafilococicas (YOON et al., 2010).

As SEs foram classificadas em cinco tipos soroldgicos (SEA, SEB, SEC, SED e SEE)
com base em suas propriedades antigénicas (BERGDOLL, 1989 apud TANABE et al., 2013).
O Comité Internacional de Nomenclatura para Nomenclatura Estafilococica de Super-
antigenos propds que apenas toxinas que demonstrem atividades superantigénicas e eméticas
visualizadas em macacos, como modelo animal, sejam classificadas como SEs (LINA et al.,
2004). O mesmo comité também recomenda que, se a atividade emética nédo for avaliada ou se
a toxina definitivamente ndo possuir essa atividade, ela deve ser designada como um
superantigeno SE1. Assim, até o momento, 11 SEs, denominadas SEA, SEB, SEC, SED,
SEE, SEG, SHE, SEI, SER, SES e SET, e 11 SE1 denominadas SEIJ, SEIK, SEIL, SEIM,
SEIN, SEIO, SEIP, SEIQ, SEIV, SEIU e SEIX foram relatadas em espécies de Staphylococcus
(TANABE et al., 2013).

Para investigar o papel das SEs produzidas por S. pseudintermedius na patogénese da
piodermatite, Tanabe et al. (2013) analisaram isolados de cdes comparando animais saudaveis

com animais doentes. Dos isolados de cdes com piodermatite, 7,6 % produziram SEs (SEA,



17

SEC ou SED) de acordo com o teste de aglutinacdo passiva reversa em latex. J& para os
isolados de cées saudaveis o percentual foi de 10,3 %. Por outro lado, a anélise da presenca
dos genes gque codificam as SEs, através de PCR, demonstrou que 53,7 % dos isolados de cées
com piodermatite e 90,8 % dos isolados de cdes saudaveis possuiam um ou mais desses
genes. Deste modo, os autores indicam que aparentemente as SEs podem ndo ser um fator de
viruléncia direta na piodermatite canina (TANABE et al., 2013).

S. pseudintermedius também produz uma variante de SEC, denominada SECcanine
(EDWARDS et al., 1997). A SECcanine foi identificada por Edwards et al. (1997) sendo uma
enterotoxina do tipo C canino (SECcanine), isolada de cdes com piodermatite. Essa variante é
distinta de outras enterotoxinas estafilocdcicas, mas compartilha sua capacidade de induzir
émese e ativacdo da proliferacdo de células T. Em uma analise comparativa também entre
cdes saudaveis e com piodermatite, Garbacz et al. (2013) identificaram o gene sec (que
codifica a enterotoxina SEC) em alguns isolados de ambos os grupos, e a analise do
sequenciamento desses genes revelou que 0s mesmos eram pertencentes ao grupo SECcanine.
Diferentemente de Tanabe et al. (2013), Garbacz et al. (2013) ndo encontraram sea ou sed em
animais saudaveis ou com piodermatite.

Em uma andlise feita somente em isolados S. pseudintermedius de cdes com casos
clinicos de piodermatite ou otite crénica, foi identificado que 24,3 % dos isolados possuiam
0S genes sec, enquanto que nenhum dos genes sea, seb, sed ou see foram observados (YOON
et al., 2010). Curiosamente, uma analise por sequenciamento dos genes sec amplificados por
Yoon et al. (2010), revelou que, assim como os achados de Garbacz et al. (2013) citados
anteriormente, todos eles pertenciam ao grupo SECcanine.

A comparacédo do perfil de genes de SEs entre isolados MRSP de cées, de humanos e
do meio ambiente ilustra que MRSP de humanos parecem ter maior potencial patogénico do
que os de outras fontes, pois dos 16 genes SEs, 11 (sea, sec, seg, sei, sek, sel, sem, sen, seo,
sep e seq), quatro (sec, sel, sem e seq) e dois (sec e seq) foram detectados em isolados de
MRSP de humanos, cées e meio ambiente, respectivamente (PHUMTHANAKORN et al.,
2018). Destaca-se que 0s genes seb, sed, sej, ser e sem ndo foram detectados
(PHUMTHANAKORN et al., 2018).

A sindrome do choque toxico estafilococico (TSS) € uma doenca potencialmente letal
caracterizada por febre, erupcdo cutanea, descamacdo, disfuncdo orgéanica e choque. A
sindrome é atribuida em particular a TSST-1, codificada pelo gene tst-1 (SHARMA et al.,
2019). Phumthanakorn et al. (2018) identificaram o gene tst-1 em 21,7 % dos MRSP isolados

em um total de trés sitios distintos (humanos, cdes e meio ambiente). J& em outra andlise feita
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em 74 isolados de S. pseudintermedius provindos de casos de otite ou piodermatite em caes,
nenhum gene tst-1 foi encontrado (YOON et al., 2010).

2.2.4 Outros fatores de viruléncia descritos em Staphylococcus pseudintermedius

Existem outros fatores de viruléncia que permitem a disseminacdo do micro-
organismo no hospedeiro, como coagulase, DNase, proteina A ou lipases (BANNOEHR et
al., 2012), assim como muitos outros apontados no Quadro 1. No estudo de Garbacz et al.
(2013) tanto as cepas de S. pseudintermedius isoladas de cées saudaveis quanto as obtidas de
cdes com piodermatite sintetizaram B-hemolisina, fator de aglutinacdo (CF, do inglés
clumping factor), coagulase, DNase, proteina A e lipase.

O papel do fator CF na patogenicidade de S. pseudintermedius ndo é consenso. De
acordo com Devriese et al. (2005) S. pseudintermedius ndo possui 0 gene que codifica para
CF. Por outro lado, evidéncias apontam para a presenca do referido gene em entre 20 % a 50
% dos isolados (FUTAGAWA-SAITO et al., 2006; GARBACZ et al., 2013).

A proteina estafilococica A (Proteina A) € uma proteina de superficie com quatro ou
cinco dominios que podem se ligar a regido Fc da Imunoglobulina G (IgG) (GARBACZ et
al., 2013). A interacdo entre a proteina A e 1gG faz com que a superficie da célula seja coberta
com moléculas de IgG sem funcdo, ou seja, que ndo podem ser reconhecidas pelo receptor Fc
de neutrdfilos, logo séo impossibilitadas de ativar o sistema complemento pela via cléssica e
ndo produzem uma resposta imune efetora (GARBACZ et al., 2013). Isso explica o efeito
antifagocitico da Proteina A in vitro comprovado, inclusive, em modelos de infeccdo animal
(PALMQVIST et al., 2002). A Proteina A é considerada um dos mais importantes fatores de
viruléncia de S. pseudintermedius, pela sua acdo antifagocitaria.

2.3 Formacao de biofilme por Staphylococcus pseudintermedius

As bactérias podem se apresentar no ambiente ou em seus hospedeiros de duas formas:
célula plancténica (célula livre) ou em biofilme (comunidades celulares). A formacdo de
biofilme € um processo que ocorre onde 0s micro-organismos se aderem e se multiplicam em
superficies, se aglomeram formando micro-col6nias e produzem polimeros extracelulares que
definem o biofilme propriamente dito (MADIGAN et al.,, 2016). Essas substancias
poliméricas extracelulares (EPSs) consistem principalmente de polissacarideos e fornecerao a

matriz ou estrutura para o biofilme. Todo o processo resulta em uma alteracdo fenotipica dos
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organismos em relacdo a taxa de crescimento e transcri¢cdo génica (DONLAN, 2001), e acaba
trazendo algumas vantagens para as bactérias, como: facilidade de comunicacdo, através de
sinalizacdo por quorum sensing; maior capacidade de evasdo da resposta imune do
hospedeiro, bem como resisténcia a acdo de antimicrobianos; e ainda atingem uma melhor

protecéo fisica e quimica pela formacdo da matriz do biofilme (FLEMMING, 2009).

Figura 2 — Microscopia eletronica de varredura da formacdo do biofilme de cepa
Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina em parafusos

ortopédicos em aco inoxidavel 316L

6.08um

Linha pontilhada = 6 pum. Aparecem grandes agregados de cocos e substancia polimérica extracelular produzida
de forma irregular (SINGH et al., 2013).

O modo de crescimento do biofilme confere aos organismos associados um potencial
aumento na resisténcia a antimicrobianos. Esse efeito pode ser intrinseco (ou seja, inerente ao
modo de crescimento do biofilme) ou adquirido (causado pela aquisicdo/troca de genes de
resisténcia) (DONLAN, 2001). Existem pelo menos trés razGes para a resisténcia
antimicrobiana intrinseca dos biofilmes. Em primeiro lugar, 0s agentes antimicrobianos
necessitam difundir-se através da matriz EPS para entrar em contato e inativar 0s organismos
dentro do biofilme, e, através de reagdes quimicas, as EPS retardam essa difusdo, limitando a
acao dos antimicrobianos. Segundo, os organismos associados ao biofilme tém taxas de

crescimento reduzidas, minimizando a taxa de atividade efetiva de antimicrobianos na célula
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e, portanto, afetando a cinética de inativacdo. E, por daltimo, o proprio ambiente
imediatamente ao redor das células dentro de um biofilme pode fornecer condicbes que
protegem ainda mais o organismo (DONLAN, 2001).

Sobre a resisténcia adquirida, pesquisas mostram que o0s elementos moveis
(plasmideos ou outros elementos) podem ser trocados em biofilmes sob vérias condicdes,
inclusive havendo estudos que mostram uma maior taxa de transferéncia horizontal de
plasmideos entre organismos pertencentes ao biofilme comparados as culturas liquidas dos
mesmos organismos (EHLERS; BOUWER, 1999 apud DONLAN, 2001).

A formagdo de biofilme é reconhecida como um importante fator de viruléncia em
varias espécies de Staphylococcus (JAIN; AGARWAL, 2009). Como foi citado
anteriormente, um fator chave para o sucesso da formacéo do biofilme, depois da adesdo dos
microrganismos a superficie, é a secre¢cdo de EPS. Em estafilococos, esse componente
extracelular que forma a matriz, também chamado de ades&o intracelular de polissacarideo
(PIA), € codificado, pelo menos em parte, por um operon denominado ica (GERKE et al.,
1998). Por mais que existam estudos demonstrando uma correlacdo positiva entre a expressao
de alguns genes ica com o0 aumento da atividade de PIA (GERKE et al., 1998), também foram
reportadas formacgdo de biofilme independente de ica (FITZPATRICK; HUMPHREYS;
O'GARA, 2005) e um aumento na producéo de biofilme nem sempre correlacionada com ica
(HAN; YANG; PARK, 2015).

O papel do operon ica na capacidade de formacéo de biofilme por S. pseudintermedius
ainda € desconhecido. S. pseudintermedius é considerado um potente produtor de biofilme em
condigdes in vitro e in situ. No entanto, sdo observadas variacdes de intensidade de producéo
entre diferentes isolados de S. pseudintermedius (GARBACZ et al., 2013; SINGH et al.,
2013; STEFANETTI et al., 2017; CHAN et al., 2019). No que diz respeito a comparacéo
guanto a formacédo de biofilme entre cepas MRSP e MSSP, alguns estudos ja realizados nédo
observam diferencas significativas na producao de biofilme entre ambas (SINGH et al., 2013;
DIRIBE et al., 2015; HAN; YANG; PARK, 2015; STEFANETTI et al., 2017). Além disso,
também ndo sdo observadas diferencas significativas na capacidade de producdo de biofilme
entre isolados obtidos de cées infectados e dos obtidos de cdes saudaveis (GARBACZ et al.,
2013).

As consequéncias clinicas da producdo de biofilme foram analisadas por Arima et al.
(2018), onde pbde-se observar que os biofilmes produzidos por isolados clinicos de S.
pseudintermedius de cdes e gatos foram capazes de secretar proteinas resistentes ao calor.

Estas proteinas induziram reacgdes inflamatdrias in vitro através da sinalizacdo de receptores
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“Toll-like”, os quais pertencem a uma via de sinalizacdo que atua regulando a expressao de
citocinas inflamatorias em macré6fagos (SHINTANI et al., 2013, apud ARIMA et al., 2018).
A expressdo destas proteinas variou dependendo da intensidade de producdo de biofilme,
sendo que quanto maior foi a intensidade da producdo de biofilme, maior foi a sintese de
proteinas pro inflamatdrias. Agregando a informacédo de que os isolados fortes produtores de
biofilme apresentam uma resisténcia maior aos antibioticos do que a dos fracos produtores de
biofilme (SAHAL; BILKAY, 2014), pode-se concluir que as infeccGes causadas por S.
pseudintermedius intensos produtores de biofilme provavelmente serdo de dificil tratamento,
ndo s pela resisténcia aos antibioticos como também pela maior inducéo de inflamacéo do

tecido hospedeiro.
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3. ARTIGO CIENTIFICO

Neste item é apresentado o manuscrito intitulado “Staphylococcus pseudintermedius
com grande potencial toxigénico e habilidade em formar biofilme”, o qual apresenta os

resultados obtidos no projeto.

Staphylococcus pseudintermedius com grande potencial toxigénico e habilidade em

formar biofilme

RESUMO

Staphylococcus pseudintermedius € um patdgeno oportunista, responsavel por uma ampla
gama de infeccBes principalmente em cdes. Acredita-se que esta espécie seja capaz de
sintetizar uma série de exotoxinas, mas, até o0 momento, grande parte dos seus fatores de
viruléncia ndo foi descrita detalhadamente. Para contribuir com o entendimento do perfil de
viruléncia e potencial patogénico desta espécie, 33 isolados de S. pseudintermedius provindos
de diferentes sitios de infec¢do foram investigados através de identificagdo molecular do gene
mecA, e de 11 genes codificadores de toxinas, incluindo citotoxinas (lukS, lukF), toxina
esfoliativa (siet), enterotoxinas (sea, seb, sec, seccanine, sel, sem e seq) e toxina da sindrome
do choque toxico (tst-1). Os mesmos isolados foram submetidos ao teste de formacdo de
biofilme in vitro, e ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos in vitro. A pesquisa de
genes codificadores de toxinas demonstrou que IukF (90 %), siet (87 %) e lukS (81 %) foram
os mais frequentes. Ja outros genes foram de deteccdo menos frequente, como seq (12 %), sel
(9 %) e sem (3 %). Os isolados fenotipicamente resistentes a oxacilina foram previamente
descritos como positivos para mecA, e dentre os 14 isolados fenotipicamente suscetiveis a
oxacilina, somente um foi mecA positivo. Referente ao perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos, 84,8 % (28/33) dos isolados apresentam perfil um perfil de multirresisténcia.
Com excegdo de um isolado, todo o restante foi classificado como fortes formadores de
biofilme. Em conclusdo, a alta frequéncia de genes codificadores de toxinas, a forte
capacidade de formacdo de biofilme e os diversos perfis de multirresisténcia aos
antimicrobianos presentes nos isolados de S. pseudintermedius deste estudo, sugerem o

grande potencial patogénico e virulento desta espécie.

Palavras-chave: Staphylococcus pseudintermedius, biofilme, MRSP, MSSP, toxinas
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ABSTRACT

Staphylococcus pseudintermedius is an opportunistic pathogen, responsible for a wide range
of infections mainly in dogs. It is believed that this species is capable of synthesizing a series
of exotoxins, but so far most of its virulence factors have not been described in detail. To
contribute to the understanding of the virulence profile and pathogenic potential of this
species, 33 isolates of S. pseudintermedius from different infection sites were screened by
molecular identification of mecA gene and 11 toxin coding genes, including cytotoxins (lukS,
lukF), exfoliative toxin (siet), enterotoxins (sea, seb, sec, seccanine, sel, sem and seq) and
toxic shock syndrome toxin (tst-1). The same isolates were submitted to the in vitro biofilm
formation test and the in vitro antimicrobial susceptibility test. The results showed that most
isolates have lukS, lukF, and siet genes, 81 %, 90 % and 87 %, respectively. Other genes were
less frequently detected, such as seq (12 %), sel (9 %) and sem (3 %). Phenotypically
oxacycline-resistant isolates were previously described as positive for mecA, and among the
14 phenotypically susceptible oxacycline isolates, only one was mecA positive. Regarding the
antimicrobial susceptibility profile, 84.8 % (28/33) of the isolates illustrated a multidrug
resistance profile. All but one isolate was classified as strong biofilm forming. In conclusion,
the high frequency of toxin-coding genes, the strong capacity of biofilm formation and the
diverse antimicrobial multidrug resistance profiles present in S. pseudintermedius isolates of

this study, suggest the great pathogenic and virulent potential of this species.

Key-words: Staphylococcus pseudintermedius, biofilm, MRSP, MSSP, toxins

Introducéo

Staphylococcus pseudintermedius € um agente comensal presente na pele e mucosas
de cdes e gatos, que esta principalmente associado as dermatites e otites, mas também se
associa a bacteremia, infeccdes do trato urinario e infecgdes pos-cirurgicas (BANNOEHR et
al., 2012).

Inicialmente, essa espécie, e outras semelhantes pertencentes ao género
Staphylococcus, eram nomeadas como Staphylococcus intermedius (BANNOEHR et al.,
2012), no entanto, por existirem diversidades genotipicas e fenotipicas entre as mesmas
(HAJEK, 1976; DEVRIESE et al., 2005), foram reclassificadas em quatro espécies distintas,

sendo essas S. intermedius, S. pseudintermedius, Staphylococcus delphini e Staphylococcus
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cornubiensis, as quais pertencem ao grupo Staphylococcus intermedius (SIG) (BANNOEHR
et al., 2007; SASAKI et al., 2007; MURRAY et al., 2018).

O padrdo de susceptibilidade aos antimicrobianos de cepas de S. pseudintermedius
varia com o histérico clinico do paciente (VELAZQUEZ-GUADARRAMA et al., 2017;
MENANDRO et al., 2019; NISA et al., 2019). Os estafilococos resistentes a meticilina séo
considerados resistentes a todos os agentes B-lactdmicos, como penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos. O principal fator responsavel por essa resisténcia é a sintese da proteina de
ligacdo a penicilina modificada (PBP), codificada pelo gene mecA, que confere uma ligacéo
fraca da proteina com antibidticos B-lactdmicos, tornando-os ndo efetivos (BROWN;
REYNOLDS, 1980). Nos ultimos anos, cepas de S. pseudintermedius resistentes a meticilina
(MRSP) emergiram de maneira global, chamando atencdo por sua resisténcia antimicrobiana
e perfil de viruléncia (MENANDRO et al., 2019). Além disso, essas cepas frequentemente
demonstram ser resistentes a multiplas drogas, o que também pode acarretar em uma
preocupacao ndo apenas na clinica animal, mas também a nivel de satde publica, visto que
foram relatados casos de infeccdo em humanos por S. pseudintermedius, especialmente entre
veterinarios que trabalham em clinicas ou tutores de animais, comprovando seu potencial
zoondtico (PAUL et al., 2011; VAN DUIJKEREN et al., 2011; WALTHER et al., 2012;
LOZANO et al., 2017).

Outro destaque acerca de S. pseudintermedius é devido a espécie sintetizar uma
variedade de fatores de invasdo e viruléncia. Isso inclui fatores que permitem a adesao as
células do hospedeiro ou matriz extracelular, com a potencial formacdo de biofilme, que sdo
geralmente relacionados a infec¢des cronicas e refratarias (ARIMA et al., 2018). Toxinas e
fatores que modulam o sistema imune do hospedeiro também podem ser sintetizados por essa
espécie, como leucocidinas (Luk-1), as quais causam destruicdo de leucocitos e necrose
tecidual (GARBACZ et al., 2013) e toxinas com propriedades de superantigenos, englobando
a toxina da sindrome do choque tdxico 1 (TSST-1) e as enterotoxinas (SES), que além disso
possuem acdo emeética e diarreica (PHUMTHANAKORN et al., 2018). Outro grupo de
fatores de viruléncia inclui as toxinas esfoliativas SIET, EXI (ExpA) e ExpB, que causam
danos a nivel epidérmico (TERAUCHI et al., 2003; FUTAGAWA-SAITO et al., 2009;
IYORI et al., 2010). Além disso, outras toxinas, proteinas e enzimas como hemolisinas,
coagulase, DNase, proteina A ou lipases também sdo sintetizadas por essa espécie, sendo
também associadas a patogenicidade.

Até o momento, grande parte dos fatores de viruléncia de S. pseudintermedius nédo

foram descritos detalhadamente, limitando, assim, o conhecimento sobre a viruléncia dessa



25

espécie. Desta maneira, a proposta desse estudo é determinar o perfil de viruléncia e potencial
patogénico de S. pseudintermedius, atraves da identificagdo molecular de genes codificadores
de toxinas, investigacdo do potencial de formacdo de biofilme e perfil de resisténcia aos
antimicrobianos a partir de cepas MRSP e cepas S. pseudintermedius suscetiveis a meticilina
(MSSP).

Materiais e métodos
Isolados bacterianos

Para esse estudo, foram analisados 33 isolados de S. pseudintermedius previamente
obtidos de caninos, os quais sdo provindos de caninos com quadros clinicos de otite (n=5),
infeccdes de pele (n=19), piometra (n=5), cistite (n=2) e quadros de septicemia (n=2). A
identificacdo dos isolados foi confirmada por MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization — Time-of-flight mass spectrometer).

Extracdo de DNA gendmico total

Os isolados, previamente armazenados em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol
a -20 °C, foram recuperados em &gar sangue ovino 5 % e as coldnias bacterianas foram
selecionadas através de teste de coloracdo de Gram e catalase. Cada isolado teve seu DNA
gendmico extraido pelo método de extracdo organica por fenol/cloroférmio, padronizado no
presente estudo. Brevemente, a partir do cultivo bacteriano de 1 mL de caldo BHI por 24
horas a 37 °C, obteve-se o precipitado celular por centrifugacao. Para a realizacdo da digestdo
celular, cada pellet foi ressuspendido em 1 ml de Tampdo SET (Tris-HCI 50 mM pH 8,
EDTA 50 mM, sacarose 20 %) mais 200 ul de lisozima (50 mg/ml) e incubado a 37 °C
durante 03 horas, com eventual agitacdo leve. Em seguida foram adicionados 100 ul de
proteinase K (20 mg/ml) e 200 ul de SDS 10 % com incubagdo de 1 hora a 55 °C. Apdés,
foram adicionados fenol/cloroformio na propor¢do 1:1 a fim de obter a desnaturacdo de
proteinas e separacdo da fase aquosa da fase organica. Depois de centrifugar as amostras a
10.000 g por 9 minutos, o sobrenadante foi coletado para uma nova lavagem com cloroférmio
na proporc¢do 1:1. Apds uma nova centrifugacdo a 10.000 g por 7 minutos, o sobrenadante foi
coletado e precipitado overnight a -20 °C com etanol absoluto (2,5 X). O material, entéo, foi
centrifugado durante 10 minutos a 10.000 g, seguido de lavagem do pellet com etanol 70 %,
seguida de uma nova centrifugacdo de 2 minutos a 10.000 g. Os pellets foram resuspendidos
em 30 pl TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM pH 8). Depois de tratados com 2 ul de
RNAsel (10 mg/ml) a 37 °C por 1 hora, a integridade e quantidade do DNA foi analisada em
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gel de agarose 1 %. Finalmente, os DNAs foram armazenados a -20 °C para oS testes

moleculares.

Caracterizagdo molecular dos isolados

Os isolados foram investigados quanto a presenca do gene mecA. A detecgdo foi
realizada por reacdo de PCR como descrito anteriormente (BANNOEHR et al., 2007). O
ensaio foi realizado com nove isolados (todos provenientes de quadros de piometra, cistite e
septicemia), enquanto os isolados de casos de otite e piodermatite (n=24) haviam sido
previamente analisados (LOPES et al., 2015).

Além disso, foram selecionados para este estudo 11 genes que codificam toxinas
descritas pela literatura como importantes fatores de viruléncia para S. pseudintermedius. Os
primers utilizados, bem como as condi¢des para a realizacdo da reacdo de PCR, foram
selecionados para o presente trabalho utilizando diferentes estudos como referéncia, conforme
demonstrado na Tabela 1.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um termociclador MiniAmp Thermal
Cycler (Thermo Fisher Scientific) com as seguintes condicGes, previamente descritas pelos
estudos que descreveram os primers: 94 °C a 3 min, 30 a 45 ciclos de 92 a 95 °C de 2 a 5 min,
temperatura de anelamento (Tabela 1) por 30 seg a 1 min, 72 de 1 a 2 min, extens&o final de
72 °C a 5 min. Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 1 % corados com

GelRed e observados sob luz ultravioleta.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A37834?SID=srch-srp-A37834
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Tabela 1 — Sequéncias de primers e condic¢Ges térmicas para amplificacdo de PCR para cada

gene de viruléncia

Sequéncia de Temperatura Tamanho ..
Gene . ) ' o Referéncia
oligonucleotideos (5'-3') de anelamento do produto
lukF CCTGTCTATGCCGCTAATCAA 57°C 572pb Futagawa-Saito et al., 2004
AGGTCATGGAAGCTATCTCGA
TGTAAGCAGCAGAAAATGGGG . .
lukS GCCCGATAGEACTICTITACAA 57 °C 503pb Futagawa-Saito et al., 2004
siet ATGGAAAATTTAGCGGCATCTGG 56 °C 359pb Lautz et al., 2006
CCATTACTTTTCGCTTGTTGTGC
seccanine GTAA GATATTCGCACT 40°C 800pb Futagawa-Saito et al., 2004
TATCAAAATCGGATTAACA
sea CCTTTGGAAACGGTTAAAACG 55°C 127pb Becker et al., 1998
TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC
seb TCGCATCAAACTGACAAACG 55°C 477pb Beckeretal.,, 1998

GCAGGTACTCTATAAGTGCCTGC
sec CTCAAGAACTAGACATAAAAGCTAGG 55 °C 271pb Becker et al, 1998
TCAAAATCGGATTAACATTATCC

TAACGGCGATGTAGGTCCAGG

sel 55°C 383pb Omoe, et al., 2005
CATCTATTTCTTGTGCGGTAAC
sem GGATAATTCGACAGTAACAG 55°C 379pb Omoe, et al., 2005
TCCTGCATTAAATCCAGAAC
s AATCTCTGGGTCAATGGTAAGC 55 °C 122pb Omoe, et al, 2005
TTGTATTCGTTTTGTAGGTATTTTCG
tst AAGCCCTTTGTTGCTTGCG 55°C 445pb Becker et al., 1998
s ATCGAACTTTGGCCCATACTTT P eckeretar,

Fonte: proprio autor.

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinado pelo método de
disco-difusdo em agar, conforme o CLSI-M100 (2015). Foram testados 13 antimicrobianos
diferentes, representando as seguintes 10 classes: aminoglicosideos (gentamicina (10 pg) e
tobramicina (10 ug)), anfenicois (florfenicol (30 ug)), rifampicina (5 pg), glicopeptideos
(vancomicina (30 ug)), lincosamidas (clindamicina (2 pg)), macrolideos (eritromicina (15
Kg)), penicilinas (oxacilina (1 pg)), quinolonas (acido nalidixico (30 pg), ciprofloxacina (5
pug) e enrofloxacina (5 pg)), sulfonamidas (sulfametoxazol/trimetoprima (25 pg)) e
tetraciclinas (tetraciclina (30 pg)). As categorias suscetiveis (S), intermediarias (I) ou
resistentes (R) foram atribuidas com base nos pontos de corte recomendados pelo Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI VET-2018). O teste foi realizado com nove isolados
(todos provenientes de quadros de piometra, cistite e septicemia), enquanto os isolados de
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casos de otite e piodermatite (n=24) tiveram seu perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos previamente determinado (LOPES et al., 2015).

Caracterizacdo dos isolados quanto a capacidade de formacao de biofilme in vitro

A capacidade in vitro dos isolados de formar biofilme foi investigada segundo o
método de Stepanovic et al. (2007) com algumas modificacGes. Os isolados foram cultivados
em meio TSA + 1 % de glicose por 24 h a 37 °C com recultivo nas mesmas condicdes.
Depois, cada isolado foi ressuspendido em solucdo salina 0,9 % ateé atingir a turbidez de
padrdo 5 da escala de McFarland, que corresponde a 1,5 x 108 UFC/mL, onde, apds, 20 ul de
cada ressuspensao foi adicionada em quadruplicata em placas estéreis de microtitulacdo de 96
pogos de poliestireno, adicionando-se 180 pul de meio de cultivo TBS + 1 % de glicose, logo,
as placas foram mantidas 24 h a 37 °C. O controle negativo continha somente meio de cultivo.
As placas foram lavadas trés vezes com 200 ul de solugédo salina 0,9 % antes da adigéo de 200
ul de metanol (PA) com incubagdo de 20 min a temperatura ambiente para 0 processo de
fixacdo das bactérias remanescentes. Depois de verter o metanol e secar as placas durante 1 h
a 55 °C, sdo adicionados 200 pl de uma solucdo de cristal violeta 0,5 %. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente durante 15 min antes de remover o excesso de corante
através de lavagens com agua. O biofilme é ressuspendido em 200 pl de alcool:acetona
(80:20) e incubado a temperatura ambiente durante 30 min. A leitura da densidade Optica
(DO) do biofilme bacteriano foi feita em espectrofotdmetro leitor de microplacas a um
comprimento de onda de 550nm. Com base na DO produzida por biofilmes bacterianos
comparativamente ao controle negativo (c-), as cepas foram classificadas nas seguintes
categorias: ndo produtor de biofilme (DO < DOc-), produtor fraco de biofilme (DOc- <DO <
2 x DOc-), moderado (2 x DOc- <DO < 4 x DOc- ) e fortes produtores de biofilme (4 x DOc-
<DO), conforme proposto por Stapanovic et al. (2007). Os experimentos foram realizados trés
vezes de maneira independente a fim de obter resultados consistentes. A cepa Staphylococcus

epidermidis ATCC 35984 foi empregada como controle positivo dos experimentos.

Resultados
Deteccdo do gene mecA

Como pode ser observado na Tabela 2, 100 % dos isolados que demonstraram padréo
fenotipico de MRSP, ou seja, resisténcia a oxacilina, possuem o gene mecA, conforme a
descricdo de Lopes et al. (2015). Dos 14 isolados susceptiveis a oxacilina (cepas MSSP),

somente um deles (isolado 705), de origem de um quadro clinico de piodermatite, possui 0
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gene mecA, enquanto que os demais foram negativos para a reacdo de PCR que buscou por

este gene.

Tabela 2 — Perfil de viruléncia em Staphylococcus pseudintermedius. Identificacdo dos genes

de toxinas, gene mecA, deteccdo de resisténcia a oxacilina e intensidade de

formagéo de biofilme in vitro

S. pseudintermedius
Id.

origem

lukS IukF siet seccan sel sem seq sea seb sec tst mecA Oxa resist.

Formagao
biofilme

166/18
205/18
072/17
072/18
215/18
269/18
034/18
009/19
187/18
5110D
511 OE
1387
1044
1259
1378
559
561
619
651
695
705
795
817
833
843
890
1037
1346
554
1379
1382
1397
6848

cistite
cistite
piometra
piometra
piometra
piometra
piometra
sepse
sepse

otite

otite

otite

otite

otite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite
piodermatite

+

+ + + o+ + + + 0+ + + 4+ + + + + + + + + + + o+

+ + + +

+ + + + + + + + + + + + + + + + o+

+ 4+ + + + + o+ 4+

+ + + + +

+

+ 4+ 4+ + + + F o+ + + + 4+ +

+ 4+ 4+ 4+ o+ +

+ + 4+ + +

+ +

+ + + + + + + + + + + + + + + 4+ + +

+ o+

+ + 4+ 4+ o+

+ o+ + F o+ + A+ o+ o+

Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Moderado
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte

Abreviacdes: Id: identificagdo; Oxa resist.: resistente a oxacilina; +: presenca do gene; -: auséncia do gene.
Fonte: préprio autor.

Deteccdo de genes toxigénicos

Dentre os 11 diferentes genes testados, alguns atingiram alto percentual de presenca

distribuida nos isolados (Tabela 2), sendo 81 % (27/33) dos isolados positivos para luks,
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enquanto que 90 % (30/33) foram positivos para IukF e, ainda, 87 % positivos para siet. Ja
outros genes foram de deteccdo menos frequente, sendo identificados em um ndmero menor
de isolados, como seq (12 %), sel (9 %) e sem (3 %). Os genes, sea, seb, sec, seccanine e tst-
1, ndo foram detectados em nenhum dos isolados testados no presente estudo.

De maneira interessante, os genes seq, sel e sem, que codificam para enterotoxinas,
foram encontrados somente em isolados MSSP. J& os genes lukS, lukF e siet foram
encontrados tanto em cepas MSSP quanto MRSP. Além disso, 0s mesmos genes seq, sel e
sem foram identificados em isolados originados de casos clinicos de piometra, cistite ou
septicemia, ou seja, em nenhum dos isolados provindos de casos clinicos de piodermatite ou
otite foram encontrados tais genes (Tabela 2).

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os padrdes de resisténcia aos antimicrobianos identificados no presente estudo sdo
apresentados na Figura 3. Dos isolados testados, 57,5 % (19/33) apresentaram o padréo
fenotipico de cepas MRSP, sendo dois isolados de casos clinicos de otite, e o restante (17/33)
de casos de piodermatite (Lopes et al. 2015). O percentual de isolados classificados como
MSSP foi de 42,4 % (14/33), onde cinco eram provenientes de casos de piometra, dois de
cistite, dois de piodermatite, dois de quadros de septicemia e outros trés de otite. O percentual
de isolados Multidrug resistant, ou seja, aqueles que foram resistentes a trés ou mais classes
de antimicrobianos foi de 84,8 % (28/33), sendo a grande maioria destes S. pseudintermedius
de casos de piodermatite.

Em resumo, a resisténcia foi observada ao &cido nalidixico (97 %),
sulfametoxazol/trimetoprima (88 %), eritromicina (78 %), clindamicina (69 %),
ciprofloxacina (69 %), enrofloxacina (66 %), tetraciclina (63 %), oxacilina (57 %),
tobramicina (45 %) e rifampicina (42 %). A grande maioria dos isolados foi suscetivel a
vancomicina e gentamicina, enquanto que todos os isolados demonstraram ser suscetiveis ao
florfenicol.

A relacdo entre ambas as caracteristicas, presenca de genes de toxinas e classifica¢éo

de resisténcia ou susceptibilidade a oxacilina (MRSP ou MSSP), é ilustrada na Figura 4.



31

Figura 3 — Perfil de resisténcia dos isolados de Staphylococcus pseudintermedius aos

antimicrobianos
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CIP: ciprofloxacina; CLI: clindamicina; ENO: enrofloxacina; ERI: eritromicina; FLF: florfenicol, GEN:
gentamicina; NAL: &cido nalidixico; OXA: oxacilina; RIF: rifampicina; SUT: sulfametoxazol-trimetropim; TET:
tetraciclina; TOB: tobramicina e VAN: vancomicina. Fonte: proprio autor.

Figura 4 — Diagrama de Venn correlacionando a identificag&o de genes codificadores de

toxinas entre as cepas MRSP e MSSP

Abreviagdes: MRSP: Methicillin resistant Staphylococcus pseudintermedius. MSSP: Methicillin susceptible
Staphylococcus pseudintermedius. Fonte: proprio autor.
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Caracterizacédo dos isolados quanto a capacidade de formacéao de biofilme in vitro

Os ensaios de formacgdo de biofilme in vitro foram realizados em placas de
poliestireno, e os resultados apontam que com a exce¢do de um isolado (identificacdo: 817)
que, in vitro, demonstrou ser um moderado formador de biofilme, os demais foram todos
classificados como fortes formadores de biofilme, ndo sendo observadas associagdes entre o
local de isolamento e a classificagdo de formacdo de biofilme dentre as cepas estudadas
(Tabela 2).

Discusséo

Comparativamente a Staphylococcus aureus, existem poucas informacdes a respeito
de fatores de viruléncia e patogenicidade de S. pseudintermedius. Desta maneira, 0 objetivo
deste trabalho foi analisar isolados de S. pseudintermedius provindos de diferentes sitios de
infeccdo de caninos quanto a presenca de genes codificadores de toxinas, perfil de resisténcia
aos antimicrobianos e capacidade de formacdo de biofilme, a fim de caracterizar os isolados
qguanto ao seu perfil de viruléncia. Foi identificado um alto perfil de viruléncia nos S.
pseudintermedius estudados, incluindo presenca de varios genes codificadores de toxinas,
perfil de multirresisténcia e forte capacidade de formacéo de biofilme nas condigdes testadas.

Nesse estudo, a frequéncia da presenca tanto do gene IukS, quanto lukF foi alta em
todos os isolados estudados (Tabela 2). Esses dois genes associados codificam a toxina Luk-I,
semelhante a leucocidina Panton-Valentine sintetizada por S. aureus (YOONG; TORRES,
2015), a qual causa destruicdo de leucocitos e necrose tecidual através da formacdo de poros
octaméricos que penetram na bicamada lipidica da membrana plasmaética da célula, levando
ao influxo e efluxo de ions (YOONG; TORRES, 2015). A ampla ocorréncia destes genes nos
isolados estudados permite observar que, independentemente do sitio de infec¢do de origem
de S. pseudintermedius, estas bactérias possuem, na sua grande maioria, a maquinaria
genética para a sintese dessa toxina, a qual € muito importante na viruléncia de
Staphylococcus. No entanto, levando em conta dados encontrados por outros pesquisadores,
onde 0s mesmos genes sdao amplamente observados em cepas de S. pseudintermedius
(FUTAGAWA-SAITO et al., 2004; RUSCHER et al., 2010), sendo inclusive detectados tanto
em animais saudaveis quanto doentes (GARBACZ et al., 2013), nos leva a concluir que
reguladores transcricionais destes genes devem ser relevantes para a virulénica das cepas,
pois ja& foi demonstrado que a presenca da mesma por si SO causa efeito citotoxico
(ABOUELKHAIR et al. 2018).
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Outro gene encontrado com alta frequéncia foi siet, que codifica uma toxina
esfoliativa, importante na patogénese de casos clinicos de piodermatite. Estudos
experimentais, in vivo, demonstram que a administracdo desta toxina em cées, leva a sinais
clinicos como eritema, esfoliacdo e crostas, semelhantes aos sinais observados na
piodermatite canina (TERAUCHI et al., 2003). Isso evidencia que as consequéncias da
presenca da toxina se restringem aos sitios dermatologicos. Entretanto, no presente estudo foi
possivel identificar o gene ndo somente em isolados oriundos de casos clinicos de
piodermatite, como também foi encontrado em S. pseudintermedius isolados de piometra,
cistite, otite e sepse. Esse fato evidencia potencialmente que S. pseudintermedius de diversos
sitios infecciosos podem expressar essa toxina esfoliativa, dependendo, provavelmente, de
influéncias de fatores externos ambientais e do préprio hospedeiro na inducdo da expressdo da
toxina.

Os genes de deteccdo menos frequente, seq, sel e sem, sédo genes que codificam para
enterotoxinas SE1Q, SE1L e SE1M, respectivamente, que sdo toxinas pirogénicas que ao se
ligarem as moléculas de MHC Il causam uma estimulacdo exacerbada de linfécitos T e
imunossupressao e, ademais da atividade de superantigeno, as SE1 também induzem diarreia
(YOON et al., 2010). Esses genes foram encontrados em S. pseudintermedius isolados de
casos de cistite, piometra e sepse, sendo, portanto, ausentes em isolados provindos de quadros
de piodermatite ou otite. Casos de piometra ou sepse sdo sempre definidos como quadros de
infecdo aguda, sendo provavel que cepas mais patogénicas, ou seja, com mais fatores de
viruléncia estejam presentes causando infeccdo. Enquanto que quadros de piodermatite
geralmente sdo tracados como crénicos, sendo possivel associar assim a auséncia dos genes
supracitados nos isolados provindos desse sitio. Porém sdo necessarios mais estudos para
verificar como a presenca desses genes esta envolvida na patogenicidade do sitio de infec¢éo.
Além disso, esses genes estavam presentes em cepas MSSP e ausentes em MRSP, por mais
que o gene ja tenha sido descrito, anteriormente, em cepas MRSP (PHUMTHANAKORN et
al., 2018). Poréem, os dados obtidos, bem como os descritos na literatura, sdo insuficientes
para determinar se existe alguma correlagdo entre presenca de genes de viruléncia e
resisténcia a meticilina.

Os genes sea, seb, sec e tst ndo foram encontrados nos isolados neste presente estudo,
assim como ocorreu, de maneira semelhante, em outros trabalhos (YOON et al., 2010;
GARBACZ et al.,, 2013). Além do mais, a variacdo da enterotoxina C presente em S.
pseudintermedius isolados de cées, codificada pelo gene seccanine, ndo foi identificada em

nenhum dos isolados no presente estudo. Estes achados estdo em concordancia com 0s outros
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estudos que j& buscaram por esse gene em isolados de S. pseudintermedius, e identificaram
que o mesmo é comumente encontrado em uma baixa frequéncia (YOON et al., 2010;
GARBACZ et al., 2013).

O perfil de resisténcia aos antimicrobianos demonstrou que a maioria dos isolados
classificados como MRSP foram isolados provindos de casos de piodermatite (n=17). Por
estarem presentes em um sitio em que ocorrem infeccBes crbnicas, que € 0 caso da
piodermatite, e por possivelmente sofrerem uma maior presséo seletiva por agente externos,
incluindo drogas antimicrobianas e antissépticos, é possivel que ocorra a selecdo de cepas
carreadoras de genes e elementos de resisténcia, visto que, todos os isolados MRSP também
foram classificados como multidrug resistant. Ainda, pode ser observado na Figura 3 que
um grupo de isolados obteve um padrdo de multirresisténcia aos antimicrobianos semelhante
entre si, onde partilham a caracteristica de serem predominantemente isolados de
piodermatite, demonstrando que pode ser que exista alguma influéncia externa a respeito do
local de infeccdo em relagdo ao padrdo fenotipico de resisténcia aos antimicrobianos.

De acordo com o CLSI-VET (2018) Staphylococcus resistentes a oxacilina devem ser
reportados como resistentes a todos os B-lactdmicos, incluindo a meticilina. Majoritariamente
a resisténcia a oxacilina € mediada pelo gene mecA, codificador da proteina PBP2a. Assim,
isolados testados positivos para mecA devem ser reportados como resistentes a oxacilina
(CLSI-VET (2018). Interessantemente, em apenas um dos isolados estudados que se
apresentou, in vitro, fenotipicamente susceptivel a oxacilina foi identificada, por reacdo de
PCR, a presenca do gene mecA, o qual é um importante fator na conferéncia de resisténcia aos
antibioticos B-lactamicos. Acreditamos que sao necessarios mais estudos para o entendimento
da regulagéo da expressao deste gene tanto in vitro como in vivo.

No presente estudo, foi possivel observar que tanto cepas MRSP quanto MSSP séo
capazes de produzir biofilme, nas condicfes testadas, ndo havendo diferencas entre ambas,
como ja foi demonstrado e descrito anteriormente (HAN; YANG; PARK, 2015;
STEFANETTI et al, 2017). Os isolados de S. pseudintermedius estudados foram
classificados como fortes formadores de biofilme, independente, inclusive, do sitio de
infeccdo de origem dos mesmos. A formacdo de biofilme facilita a comunicagdo entre
bactérias, através de sinalizacdo por quorum sensing; promove uma maior capacidade de
evasdo da resposta imune do hospedeiro, bem como resisténcia a acdo de antimicrobianos; e
ainda, implica em uma maior protecéo fisica e quimica das bactérias pela formacdo da matriz
do biofilme (FLEMMING, 2009). Além desses fatores, foi comprovado que quanto maior foi

a intensidade da producdo de biofilme, maior é a sintese de proteinas pro inflamatorias
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(ARIMA et al, 2018), sendo assim, podemos concluir que os isolados estudados no presente
trabalho, por apresentarem de maneira quase unanime uma forte formacdo de biofilme,

possuem grande potencial patogénico.

Concluséo
Em concluséo, a alta ocorréncia de genes codificadores de toxinas, como lukS, IukF e

siet, a forte capacidade de formacdo de biofilme in vitro e os diversos perfis de
multirresisténcia aos antimicrobianos presentes nos isolados de S. pseudintermedius deste
estudo, sugerem o grande potencial patogénico desta espécie. Também foi possivel observar a
presenca de alguns genes, como sel, sem e seq, somente em cepas MSSP e em determinados
sitios, sugerindo a necessidade de mais estudos a respeito da possibilidade de existir

correlacdo entre genes de viruléncia e resisténcia a oxacilina ou sitio de infecgdo do agente.
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4, CONCLUSOES

Staphylococcus pseudintermedius é um agente com grande potencial patogénico. A

presenca de genes que codificam enterotoxinas, toxinas esfoliativas e superantigenos

demostram possuir grande variagdo dentre os trabalhos presentes na literatura, evidenciando a

necessidade de maiores estudos sobre o tema.

a)
b)

c)
d)

f)

9)

Através desse estudo pdde-se concluir que:

A maioria dos isolados possuem os genes lukS, lukF e siet.

Nenhum isolado possui 0s genes sea, seb, sec, seccanine e tst-1.

A maioria dos isolados séo classificados como Multidrug resistant.

Os genes sel, sem e seq foram detectados em isolados de casos de cistite, piometra e
sepse, sendo, portanto, ausentes em isolados provindos de quadros de piodermatite ou
otite.

Os isolados que possuiam os genes sel, sem e seq foram todos classificados como
MSSP.

A maioria dos isolados classificados como MRSP foram isolados provindos de casos
de piodermatite.

A observacdo de um amplo perfil de isolados classificados como fortes formadores de
biofilme, evidencia ainda mais as caracteristicas de S. pseudintermedius sendo agentes

com grande potencial patogénico e virulento.
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