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Resumo

Staphylococcus pseudintermedius é uma bactéria colonizadora da pele e mucosas
do cdo, podendo ser também encontrada em gatos. Esta bactéria é o principal agente
etioldgico do pioderma superficial bacteriano canino e uma das principais causas para
tratamento sistémico com recurso a antibioticos em animais de companhia. Este trabalho
teve como principal objetivo estudar a atividade de efluxo em S. pseudintermedius e a sua
relevdncia na resisténcia a compostos antimicrobianos efluxaveis como as
fluoroquinolonas, utilizando o brometo de etideo (EtBr) como marcador indireto da
atividade de efluxo. Estudou-se um conjunto de 52 S. pseudintermedius, associados a
infecdes da pele e dos tecidos moles (SSTIs) em cdes e gatos, isolados em dois
laboratdrios de diagnostico veterinario do distrito de Lisboa, Portugal.

Numa primeira abordagem, foi determinada a concentracdo minima inibitéria
(CMI) para o EtBr e a distribuicdo deste valor utilizada para definir o valor de cut-off
(COwr) possibilitando a separacdo da populacao wild-type (WT) e non wild-type (NWT)
para este composto. Estabeleceu-se um COwr de 8 mg/L e a aplicagdo deste valor a
colecdo em estudo indicou a inexisténcia de uma populagio NWT para o EtBr.
Posteriormente, a CMIg, foi determinada na presenca dos inibidores de efluxo (IES)
verapamil e tioridazina. Estes IEs promoveram uma reducdo da CMIgw,, sugerindo a
presenca de atividade de efluxo nestes isolados. A pesquisa dos genes plasmidicos qacA/B
e smr, que codificam para bombas de efluxo MDR com capacidade para extrusar
compostos como o EtBr, foi realizada no grupo de 52 isolados tendo-se posteriormente
estendido a toda a colecdo de 157 S. pseudintermedius disponivel, ndo se tendo
encontrado nenhum dos genes.

Numa segunda abordagem, e porgue o efluxo tem sido implicado na resisténcia a
fluoroquinolonas (FQ) noutras espécies de estafilococos, determinou-se a CMI da
ciprofloxacina (CMIcip) na presenca e auséncia dos mesmos compostos IEs. Os valores
obtidos para a CMlIcip variaram entre 0,06-64 mg/L. Na presenca dos dois IEs apenas se
verificou diminuicdo significativa da CMlcip em trés isolados, todos eles suscetiveis a
CIP e a meticilina. Esta aparente auséncia de efluxo pode estar encoberta pela presenca
de mutagdes nas zonas quinolone-resistance determining region (QRDR) dos genes alvo
grlA e gyrA. Estas mutacbes foram pesquisadas para 42 isolados dos 52 em estudo,
revelando que 27 apresentam pelo menos uma mutacdo QRDR. Todas estas mutaces ja
tinham sido previamente descritas, com exce¢do da mutacdo Asp83Asn de GyrA,
identificada pela primeira vez neste trabalho para S. pseudintermedius. Assim, verificou-
se que a resisténcia a FQ nesta batéria ocorre maioritariamente por mutacfes nos genes
alvo. Verificou-se ainda a presenca de atividade de efluxo basal, revelando o potencial de
emergéncia de resisténcias pela exposicdo a estes antibioticos através da ativagdo de
sistemas de efluxo.

Os resultados obtidos nesta Dissertacéo refletem a necessidade de uma abordagem
Uma SO Salde, que reconhece a importancia de uma visdo global da salde humana,
animal e do meio ambiente para uma resposta adequada e eficaz aos principais desafios
de salde na atualidade, como € a resisténcia aos antimicrobianos.

Palavras-chave: Staphylococcus pseudintermedius; efluxo; resisténcia a fluoroguinolonas;
mutacdes QRDR; Uma S6 Salde.
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Abstract

Staphylococcus pseudintermedius is a bacterium that colonizes the skin and
mucous membranes of dogs and can also be found in cats. This bacterium is the main
etiological agent of superficial bacterial canine pyoderma and one of the main causes for
systemic treatment using antibiotics in companion animals. The main objective of this
work was to study the efflux activity in S. pseudintermedius and its relevance in the
resistance to effluxable antimicrobial compounds such as fluoroquinolones, using
ethidium bromide (EtBr) as an indirect marker of efflux activity. A set of 52 S.
pseudintermedius, associated with skin and soft tissue infections (SSTIs) in dogs and cats,
isolated at two veterinary diagnostic laboratories in the district of Lisbon, Portugal, was
studied.

In a first approach, the minimum inhibitory concentration (MIC) for EtBr was
determined and the distribution of this value used to define the cut-off value (COwr)
enabling the separation of the wild-type (WT) and non wild-type (NWT) population for
this compound. A COwr value of 8 mg/L was established and the application of this value
to the collection under study indicated the inexistence of an NWT population for EtBr.
Subsequently, CMIgwr was determined in the presence of the compounds verapamil and
thioridazine, known as efflux inhibitors (Els). These Els promoted a reduction in CMlIgtgr,
suggesting the presence of efflux activity in these isolates. The search for plasmid genes
gacA/B and smr, encoding MDR efflux pumps with the capacity to extrude compounds
such as EtBr, was carried out in a group of 52 isolates and was later extended to the entire
collection of 157 isolates of S. pseudintermedius available at the host laboratory. None of
the genes were found.

In a second approach, and because efflux has been implicated in fluoroquinolone
(FQ) resistance in other staphylococcal species, ciprofloxacin MIC (CMlcp) was
determined in the presence and absence of the same Els. The values obtained for CMlcip
ranged between 0.06-64 mg/L. In the presence of the two Els, there was only a significant
decrease in CMIcipp in three isolates, all of them susceptible to CIP and methicillin
(MSSP). This apparent absence of efflux may be overshadowed by the presence of
mutations in the quinolone-resistance determining region (QRDR) of the grlA and gyrA
target genes. These mutations were searched for 42 isolates of the 52 S. pseudintermedius,
revealing that 27 have at least one QRDR mutation. All these mutations have been
previously described except the GyrA mutation Asp83Asn, identified for the first time in
this work for S. pseudintermedius. Thus, it was found that FQ resistance in this bacterium
occurs mainly through mutations in target genes. It was also verified the presence of basal
efflux activity, revealing the potential for emergence of resistance by exposure to these
antibiotics through the activation of efflux systems.

The results obtained in this Dissertation support the need for a One Health
approach, which recognizes the relevance of a global perspective of the human, animal
and environmental health for an adequate and effective response to the main health
challenges, such as antimicrobial resistance

Keywords: Staphylococcus pseudintermedius; efflux; fluoroquinolone resistance; QRDR
mutations; One Health.
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1. Introducéao

1.1. O Género Staphylococcus

O género Staphylococcus, pertencente a familia Staphylococcaceae, é constituido
por bactérias de coloracdo Gram-positiva, as quais apresentam um crescimento padrdo
semelhante a cachos de uvas, podendo também apresentar-se como células isoladas, em
pares ou em cadeias curtas [1]. Atualmente, o género Staphylococcus inclui 60 espécies,
baseando-se esta classificagdo em diversas diferencas genotipicas e fenotipicas [2]. De
um modo geral, os estafilococos apresentam 0,5 a 1,5 um de didmetro, ndo possuem
mobilidade e ndo formam esporos. Sdo bactérias anaerdbias facultativas, capazes de
crescer em elevadas concentracdes salinas (até 10% de cloreto de sodio) e temperaturas

que podem variar entre os 18°C e os 40°C [1,3].

Estas bactérias crescem rapidamente em meios nutritivos ou de enriquecimento
apos 24 horas de incubacdo. As colonias apresentam-se redondas, elevadas, lisas e
brilhantes com cerca de 1 a 5 mm de didmetro e com coloragdo que varia entre o branco-
acinzentado e o amarelado/alaranjado em meio agar de sangue [4]. Estas bactérias
dividem-se ainda em estafilococos produtores de coagulase e ndo produtores de
coagulase, de acordo com a sua capacidade de produzir a enzima coagulase, a qual

transforma o fibrinogénio em fibrina [1].

Os estafilococos sao um grupo de bactérias com elevada importancia em medicina
humana e veterinaria, sendo a causa de diversas infecGes de severidade variavel.
Staphylocococcus aureus é um importante agente patogénico em humanos, sendo
responsavel por varias infecGes associadas a cuidados de saide como bacteriemias,
endocardites infeciosas, infecGes associadas a dispositivos prostéticos e infecdes
associadas a comunidade, com particular incidéncia em infecdes da pele e dos tecidos
moles (SSTIs, de Skin and Soft Tissue Infections) [5]. Outras espécies ndo produtoras de
coagulase, como Staphylocococcus epidermidis, sdo também agentes de infecdes
oportunistas em humanos, particularmente associadas a infecbes enddgenas com
incidéncia em individuos imunocomprometidos portadores de dispositivos médicos como
cateteres intravasculares, pacemakers e implantes prostéticos [6]. Em animais de

companhia, principalmente cées e gatos, as espécies produtoras de coagulase



Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus coagulans e S. aureus sdo as mais
frequentemente associadas a infe¢cGes SSTIs, infecBes cirlrgicas, bacteriemias, infeces
oculares e endocardites [4, 7-9]. Por sua vez, em animais de producéo, a espécie S. aureus
é frequentemente associada a mastites, dermatites, abcessos, artrite séptica e septicémia
[10]. Os estafilococos apresentam varios fatores estruturais e produtos secretados que
desempenham um papel importante na patogénese da infecdo como a capsula bacteriana,
a parede celular e enzimas associadas, o peptidoglicano, os &cidos teicdicos, as proteinas

de adesdo e a membrana citoplasmatica [4, 6, 11].
1.2. Staphylococcus pseudintermedius
1.2.1. Caracteristicas gerais

A espécie S. pseudintermedius pertence ao grupo dos Staphylococcus intermedius
(SIG, de Staphylococcus intermedius group), o qual inclui as espécies S. intermedius; S.
pseudintermedius; Staphylococcus delphini e Staphylococcus cornubiensis [12]. Em
2020, foi descrita a espécie Staphylococcus ursi tendo sido proposta a sua inclusdo no
grupo SIG [13]. No entanto, a proposta taxonomica de S. ursi encontra-se ainda pendente

de validacao [3].

Durante cerca de 30 anos, S. intermedius foi considerado o principal agente de
infecGes SSTIs associadas a animais. Esta espécie foi descrita pela primeira vez, em 1976,
por Hajek tendo sido isolada inicialmente em pombos, cdes, martas e cavalos [14]. No
entanto, foram-se observando niveis elevados de diversidade, tanto fenotipica como
genotipica, sugerindo a existéncia de mais do que uma espécie [15]. Estudos moleculares
posteriores suportaram uma reclassificacdo dos isolados anteriormente identificados
como S. intermedius, S. pseudintermedius ou S. delphini, sendo considerado que o0s
isolados de origem canina pertenceriam a espécie S. pseudintermedius [16-18]. A espécie
S. pseudintermedius foi descrita pela primeira vez em 2005 por Devriese e colegas, tendo
sido isolada de tecido pulmonar, lesdo de pele, lesdo de ouvido e tecido hepatico em
quatro animais distintos, gato, cavalo, cdo e papagaio, respetivamente [19]. Atualmente,
S. pseudintermedius € considerado o principal agente bacteriano da flora comensal ou de

locais de infegéo da pele em cdes [20].

A identificagdo de S. pseudintermedius é tradicionalmente realizada através da

visualizagdo da morfologia das bactérias em microscopio 6tico e por testes fenotipicos.



As coldnias caracterizam-se por apresentarem tamanho medio (1-2 mm), serem convexas,
ndo pigmentadas, opacas, formando um padrao de a-hemolise ou 3-hemolise em meios

suplementados com sangue de ovelha ou bovino [15].

Embora S. pseudintermedius seja produtor de coagulase, em laboratérios de
microbiologia humana, sdo muitas vezes identificados como n&o produtores desta enzima
ja que os testes comerciais geralmente utilizados detetam a proteina A ou antigénios de
superficie especificos para S. aureus [15]. Desta forma, é recomendada a utilizacdo de
uma gama mais alargada de testes fenotipicos para a diferenciacéo de S. pseudintermedius
de outras espécies de estafilococos clinicamente relevantes, como o teste de producao de
acetoina, o fator de aglutinacdo, - galactosidase e o teste de resisténcia a polimixina B

[15], como representado na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas fenotipicas Uteis para discriminacdo entre S. aureus e S. pseudintermedius.
Adaptado de [15].

Espécie de Staphylococcus

S. aureus S. pseudintermedius
Catalase + +
Coagulase + +
Fator de aglutinagéo + -
Pigmentacéo + -
PYR - -
B- galactosidase - +
Producéo de acetoina + -
Fermentacéo do manitol + +
Maltose + +
Polimixina B R S
Polimixina E (10 pg) R R

+, 90% ou mais de estirpes positivas; -, 90% ou mais de estirpes negativas; PYR: Pyrrolidonyl-arylamidase;
R: Resistente; S: Suscetivel

Em alternativa aos testes fenotipicos, a identificacdo de S. pseudintermedius pode
ser realizada através de métodos moleculares sendo estes importantes para a sua
diferenciacdo de S. aureus. Atraves da sequenciagdo do gene nuc que codifica para uma
termonuclease, é possivel desenhar primers especificos que permitem a identificagédo de
S. pseudintermedius por métodos de PCR [21]. Nos ultimos anos, tem sido proposto o
uso de outros marcadores moleculares para identificagdo de S. pseudintermedius, como a
amplificacdo de uma regido interna do gene spsJ, especifica da especie S.

pseudintermedius [22].



S. pseudintermedius € um agente patogénico oportunista que faz parte da
microflora cutdnea normal de animais de companhia saudaveis, com particular incidéncia
no cdo, colonizando a pele, foliculos pilosos e as mucosas, podendo ser também isolado
das narinas, boca, faringe, testa, virilhas e anus [23]. Esta espécie € o principal agente de
pioderma canino, estando também associado a otites e infecdes do trato urinario inferior,
principalmente quando existe perda da integridade da pele ou quando o sistema imune do
animal se encontra comprometido [23, 24]. O conhecimento acerca da patogénese e do
potencial de viruléncia de S. pseudintermedius ainda é reduzido. No entanto, diversos
estudos tém demonstrado que os fatores de viruléncia deste microrganismo sao, em muito,
semelhantes aos observados em S. aureus. Estes fatores de viruléncia dividem-se em
quatro grandes grupos; enzimas (e.g coagulase, lipase), toxinas (citotoxinas, toxinas
esfoliativas e enterotoxinas), proteinas de superficie e proteinas associadas a producéo de
biofilme [15, 25, 26].

1.2.2. Importéancia de S. pseudintermedius em medicina veterinaria

A espécie S. pseudintermedius constitui cerca de 90% dos isolados de
Staphylococcus spp. colhidos em cées saudaveis ou com doencas dermatoldgicas [9]. Este
microrganismo tem a capacidade de aderir as células epidérmicas da pele de animais
saudaveis, sendo esta capacidade de adesao superior em animais com dermatite atdpica
prévia [26, 27]. A relevancia de S. pseudintermedius em medicina veterinaria advém nao
s6 do potencial patogénico desta espécie, incluindo um vasto leque de fatores de
viruléncia, mas também da sua capacidade em adquirir resisténcia a diversas classes de
agentes antimicrobianos. Devido a estas caracteristicas, as infecGes causadas por esta

espécie, em particular o pioderma canino, sao frequentemente recorrentes [20].

Nas Gltimas duas décadas tem sido registado um aumento continuo da resisténcia
a agentes antimicrobianos em S. pseudintermedius, em particular de estirpes resistentes a
meticilina [7]. As primeiras estirpes, identificadas na Europa, de S. pseudintermedius
resistente a meticilina (MRSP, de methicilin-resistant Staphylococcus pseudintermedius)
reportam ao inicio do ano 2000 num estudo conduzido por Loeffler et al. em 2007. Neste
estudo foram identificados 12 isolados MRSP num total de 61 isolados em estudo [28].
Desde entdo, a frequéncia de estirpes MRSP tem aumentado significativamente na
Europa, variando entre 2% na Finlandia, 16,9% em Franca, até 33% em Italia [29]. No

entanto noutras regides, como no Japdo, a frequéncia de MRSP varia entre 30% a 90%



[30, 31], enquanto nos Estados Unidos da América a frequéncia de MRSP ¢ de cerca de
7% em cdes com doencas dermatoldgicas subjacentes como pioderma canino [32, 33].
Em Portugal, existem poucos estudos com foco na prevaléncia de MRSP. Em 2016, foi
realizado o primeiro estudo retrospetivo que analisou uma amostra total de 632 isolados
de Staphylococcus spp. obtidos de animais de companhia entre 1999 e 2014. Este estudo
descreve uma prevaléncia de 8,7% de MRSP, num total de 446 S. pseudintermedius
associados maioritariamente a otites, mas também a pioderma, infecBes do trato urinério,
infecdes cirargicas ou outros tipos de infecdo [34]. Também neste estudo foi possivel
verificar um aumento significativo da resisténcia a meticilina e fluoroguinolonas ao longo
do tempo [34]. Num estudo mais recente, que utilizou uma amostra total de 31 isolados
de S. pseudintermedius associados a SSTIs, recolhidos entre 2019 e 2020 em Lisboa,
todos eram MRSP, no entanto, apenas animais sob terapia prévia com antibidticos cujo

tratamento néo foi eficaz foram selecionados para o estudo [35].

A semelhanca de outras espécies de estafilococos, a resisténcia a meticilina em S.
pseudintermedius é mediada pelo gene mecA que codifica para uma proteina de ligacéo a
penicilina (PBP, de penicilin binding protein) adicional, denominada PBP2a [28, 36]. Os
antibiodticos beta-lactamicos atuam por ligagdo as PBPs, impedindo a construcdo da
parede celular e resultando em morte celular. Em estirpes de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (estirpes MRSA, de Methicillin-resistant Staphylococcus aureus),
a PBP2a apresenta uma menor afinidade para os beta-lactamicos, conferindo resisténcia
a todos os antibidticos desta classe com excecao das cefalosporinas de 52 geracdo [36]. A
proteina PBP2a garante a continuidade da construcdo da parede celular, permitindo a
sobrevivéncia da bactéria [37]. O gene mecA encontra-se localizado num elemento
genético movel designado por cassete cromossomica estafilococica (SCCmec), o qual se
integra no cromossoma da bactéria, podendo ser transferido entre espécies de
estafilococos [28, 36, 37].

As estirpes MRSP constituem um problema na medicina veterinaria dado que as
opcoes terapéuticas disponiveis para o seu tratamento séo bastante limitadas. Um estudo
verificou que 0-4,5% de cées saudaveis sdo colonizados por MRSP como parte da sua
flora habitual [23]. Para além disso, as estirpes MRSP apresentam muitas vezes
resisténcia a outras classes de antibidticos, estando frequentemente associadas a fendtipos
de multirresisténcia (MDR, de multidrug resistance — resisténcia a pelo menos um

antibiotico de trés classes de antibioticos distintas) [23, 38-40]. A emergéncia destes



fenotipos MDR levaram a que antibioticos utilizados em medicina humana fossem usados

para o tratamento de infe¢Ges causadas por estas estirpes [23, 35, 41-44].

Dentro desta problematica surge o conceito One Health, que relaciona a saude
humana, animal e do meio ambiente, reconhecendo a ligacdo entre estas vertentes e a
necessidade de as analisar segundo uma visao global para uma resposta adequada e eficaz

aos problemas de saude nas suas vertentes animais ou humanas [44].
1.2.3. Potencial zoon6tico de S. pseudintermedius

S. pseudintermedius raramente coloniza a pele dos humanos, embora a taxa de
colonizagdo aumente quando existe um contacto regular com animais colonizados e/ou
infetados por este microrganismo [27, 45]. Esta espécie é considerada um agente
patogénico zoonotico, sendo a infecdo possivel através de feridas ou mordidas de animais
colonizados ou infetados por S. pseudintermedius [21]. Em 2006, Hoovels et al.
descreveram o primeiro caso de infecéo por S. pseudintermedius em humanos [46], mas
s6 em 2010 foi descrito, por Chuang et al., o primeiro episodio de infecdo humana por
transmissdo direta animal-humano [47]. Apesar da infecdo por S. pseudintermedius no
humano ndo ser muito frequente, varios casos tém sido descritos nas Ultimas décadas [48-
55]. Todos os casos reportados tém sido associados a infecdes de pele e feridas em pds-
operatério [51-53], endocardite [46, 54] e infecBes associadas a implantes e cateteres [47-
49], sendo o contacto com animais de companhia transversal a todos o0s casos
identificados, com excecdo das infe¢bes reportadas por Hoovels et al. [46] e Gagetti et
al. [53]. No entanto, as infecbes reportadas causadas por S. pseudintermedius em
humanos podem encontrar-se subdiagnosticadas, uma vez que o diagndstico
microbiologico laboratorial, geralmente ndo inclui a diferenciacdo entre S.

pseudintermedius e S. aureus [56].

Uma das principais preocupacdes associada ao potencial zoondtico de S.
pseudintermedius prende-se com a infecdo humana por estirpes MRSP, tendo sido estas
classificadas como um perigo microbioldgico direto para a saide humana [57]. Nos casos
de infecdo acima descritos, verifica-se que a infecdo tanto pode ocorrer por estirpes de S.
pseudintermedius  suscetivel a meticilina (MSSP, de methicilin-susceptible
Staphylococcus pseudintermedius) [47, 48, 54, 55] como por MRSP [50-53]. No caso de



infecdes por MRSP, o aparecimento de resisténcia adicional a antibidticos da classe dos

beta-lactamicos torna-se um desafio a terapéutica [53].
1.2.4. Terapéutica de infecdes causadas por S. pseudintermedius

O tratamento de infe¢Ges causadas por S. pseudintermedius, em particular SSTIs
no cao, é baseado numa combinacdo entre terapéutica topica e terapéutica sistémica,
como exemplificado pelas recomendagdes para a terapéutica de foliculite superficial
bacteriana, descritas na Tabela 2. A terapéutica tdpica baseia-se na utilizacdo de
antibioticos tdpicos e/ou antisséticos, tendo como vantagens uma diminuicao da duragédo
da terapéutica antibiotica sistémica e de possiveis efeitos adversos [7]. Para além disso, a
terapéutica topica ajuda na restauracdo da integridade da pele, acelerando a recuperacao
do tecido lesionado, tendo surgido como opcdo relevante a medida que as opgdes de

terapéutica sistémica se tornam mais limitadas [7].

Os antibioticos tdpicos e antisséticos sdo aplicados sob a forma de varias
formulacgdes, como champ0s, logdes, sprays, géis, cremes ou toalhitas para utilizacdo em
lesGes generalizadas ou localizadas [7, 58]. Embora seja dificil estimar as concentracfes
dos agentes topicos alcancadas localmente apds administracdo numa determinada regido
do corpo, os testes de suscetibilidade antimicrobiana in vitro para estes agentes, como a
determinacdo de concentragBes minimas inibitorias, estdo disponiveis [58]. Outro
potencial problema consiste nalguma incerteza na eficacia clinica de uma combinacao
entre a terapéutica sistémica e topica, bem como na existéncia de poucos critérios

interpretativos de suscetibilidade para agentes tépicos [7, 58]

Tabela 2. Recomendagdes de terapéutica antimicrobiana topica para o tratamento de foliculite

superficial bacteriana em cdes. Adaptado de [7].

Aplicacéo Agentes Modelos de utilizagéo
Lesdes Antisséticos: Clorexidina, Formulages (lesBes generalizadas): Shampoos, logBes,
. Peroxido de benzoilo, Lactato de  sprays, condicionadores
generalizadas . . . ~ ~ . . ~
etilo, lodopovidona, Triclosan Formulactes (lesdes localizadas): Géis, cremes, logoes,
Antisséticos: Acido acético, toalhitas
Lesbes Acido latico, Acido mélico, Aplicacdo: Normalmente utilizadas 2/3 vezes por semana
localizadas  Peroxido de benzoilo, no méaximo de 7 dias de aplicagdo até a lesdo desaparecer;
Sulfadiazina de prata. posteriormente 1 vez por semana para profilaxia.

A mupirocina e o &cido fusidico séo utilizados em

AntibiGticos tdpicos: L o . .
medicina humana e a resisténcia tem sido cada vez mais

Lesoes Novaobiocina, Pristinamicina, . x
. N o reportada. Apenas devem ser aplicados em cées com
localizadas Bacitracina, 4cido fusidico e e . I
. infecéo onde a cultura ndo indique suscetibilidade a outros
Mupirocina

antimicrobianos.




A terapéutica sistémica € utilizada com base em diversos fatores como a
disponibilidade, custo e seguranca do antibidtico. As op¢Oes terapéuticas de primeira
linha podem ser selecionadas de forma empirica aquando da auséncia de perfil de
suscetibilidade aos agentes antimicrobianos [7]. Quando a identificacdo do agente
infecioso e seu perfil de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos sdo conhecidos, pode
ser necessario ajustar a terapéutica, sendo recomendada a utilizacdo de agentes de
primeira linha, se houver um perfil de suscetibilidade, caso contrério poderdo ser
utilizados os agentes de segunda linha. O recurso a terapéutica de terceira linha deve ser
limitado a casos excecionais, ja que inclui antibioticos criticos para uso humano, tal como

descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Recomendacgfes de terapéutica sistémica para o tratamento de foliculite superficial

bacteriana em cées. Adaptado de [7].

Categoria Utilizacéo Agentes

Clindamicina ou lincomicina, Amoxicilina
¢/ Acido Clavulanico, Cefadroxil,
Cefalexina, Doxiciclina e Trimetropim

Primeira escolha para tratamento

Primeira linha L.
empirico

Escolhas adicionais se for uma

lesdo localizada e houver um perfil ~ Cefalosporinas de 3? geracao

de suscetibilidade conhecido

Quando o tratamento empirico de Doxicilina/Minociclina, Cloranfenicol,
primeira linha e a terapia tépicando  Fluoroquinolonas (enrofloxacina,

Primeira ou
Segunda linha

Segunda linha  é apropriada e quando o teste de ciprofloxacina, difloxacina,
suscetibilidade indica esta hipdtese ~ marbofloxacina), Rifampicina,
terapéutica Gentamicina/Amicacina

Quando medicagdo de primeira e
segunda linha ndo sdo apropriadas e
quando o teste de suscetibilidade
indica esta hipotese terapéutica

Terceira linha Linezolida, Vancomicina, Teicoplanina

1.3. Resisténcia aos agentes antimicrobianos

Atualmente, a resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos ¢ um dos
problemas de saude publica mais relevante, uma vez que um ndmero crescente de
bactérias anteriormente consideradas como suscetiveis a antibidticos tem vindo a deixar
de responder a estes agentes [59]. O desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos

agentes antimicrobianos é um fendmeno que ocorre naturalmente e que é potenciado pela



pressdo seletiva exercida sobre as bactérias pelo uso destes mesmos agentes

antimicrobianos [59].
1.3.1. Agentes antimicrobianos

Um agente antimicrobiano caracteriza-se por ser um composto de qualquer fonte
(microrganismos, plantas, de origem sintética ou semi-sintética), que atua sobre
microrganismos, incluindo bactérias fungos ou virus, como os antibi6ticos e os biocidas
[60].

Os antibidticos sdo compostos naturais, semi-sintéticos ou sintéticos com
toxicidade seletiva contra bactérias, capazes de inibir o seu crescimento (acao
bacteriostatica) ou causar a morte (acdo bactericida), permitindo que os mecanismos de

defesa do hospedeiro combatam a infecéo [60].

O uso inadequado e/ou em excesso dos antibidticos € um dos fatores que mais tem
contribuido para a disseminacdo de mecanismos de resisténcia a estes compostos,
existindo uma correlacédo direta entre 0 aumento de consumo de agentes antimicrobianos
e 0 aumento dos niveis de resisténcia observados em varias especies bacterianas [41].
Esta realidade levou a que a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), a Organizagdo
Mundial para a Saude Animal (OIE) e a European Medicines Agency (EMA) criassem
sistemas de categorizacdo das varias classes de antibidticos, de acordo com a sua
importancia para a medicina humana ou veterinaria, respetivamente [60, 61, 62]. Em
particular, a OIE/OMS categorizam 0s antibi6ticos para uso veterinario em: Agentes
Antimicrobianos  Veterinarios  Criticamente  Importantes  (VCIA),  Agentes
Antimicrobianos ~ Veterinarios  Altamente Importantes (VHIA) e Agentes
Antimicrobianos Importantes Veterinarios (VIA) [61]. A EMA separa os antibidticos em
quatro categorias (A- Avoid, B- Restrict, C- Caution, D- Prudence), considerando o risco
que a sua utilizagcdo em animais causa para a saude publica pelo possivel desenvolvimento

de resisténcia antimicrobiana [62].

Este sistema de categorizacdo apresenta como critérios de classificacdo ndo so a
importancia das classes de antibi6ticos em veterinaria, mas também em medicina
humana, no sentido de minimizar o uso em saude animal de antibidticos que sao

considerados criticos para a medicina humana, representados na Tabela 4.



Tabela 4. Classes de antibidticos classificadas como Agentes Antimicrobianos Veterinarios
Criticamente Importantes (VCIA). Adaptado de [61, 62].

Classe de antibiéticos VCIA Classificacdo pela OMS! Classificacdo pela EMA?
Aminoglicosideos CIA C
Cefalosporinas de 32-42 geracéo CIA B
Macrolidos CIA C
Penicilinas CIA A
Quinolonas CIA B
Cefalosporinas de 12-22 geracéo HIA C
Fenicdis HIA C
Sulfonamidas HIA D
Tetraciclinas HIA D

ICIA: Classes antimicrobianas considerados criticamente importantes para medicina humana; HIA:
Classes antimicrobianas consideradas altamente importantes para a medicina humana. 2A: Avoid; B:
Restrict; C: Caution; D: Prudence.

Os biocidas tém uma acdo mais geral e inespecifica do que os antibidticos, atuando
simultaneamente sobre multiplos alvos celulares, inibindo o crescimento e/ou
promovendo a morte celular [63]. Os biocidas s&o classificados de acordo com a sua
aplicabilidade; sendo designados por antisséticos, quando aplicados em tecidos vivos,
pele e mucosas; por desinfetantes, quando aplicados para descontaminacdo de superficies;
e por conservantes, quando aplicados em produtos de consumo [63]. Estes sé&o
amplamente utilizados como desinfetantes e antisséticos para o controlo e prevencdo da
disseminacdo de agentes patogénicos, inclusive na prevencdo de infecdes da pele. Os
biocidas sdo parte essencial dos programas de controlo de infecdo hospitalar
desempenhando um papel essencial na prevencao de infegdes nosocomiais em medicina
humana e veterinaria [64]. Apesar de terem um papel importante na limitacdo de
potenciais fontes de infecdo, a preocupag¢do com 0 Seu uso crescente na comunidade e a
pressdo seletiva que podem exercer sobre 0s microrganismos pode levar a aquisicdo de
suscetibilidade reduzida a estes compostos, bem como aumentar o potencial de

resisténcias cruzadas com antibioticos clinicamente importantes [60, 61].
1.3.2. Mecanismos de resisténcia a antibioticos

Sdo vaérias as espécies bacterianas que tém desenvolvido estratégias de defesa
contra a ag&o dos antibidticos, permitindo a sua sobrevivéncia no hospedeiro. Entre estes
mecanismos destacam-se 0s seguintes: i) producao de enzimas que inativam antibidticos,

por hidrolise ou modificacdo; ii) alteracdo do alvo celular, por mutacdo ou por
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modificacdo enzimatica, reduzindo a afinidade do alvo para o antibiotico; reducdo da
concentracdo intracelular do antibidtico por iii) reducdo da entrada do antibiético na
célula através da diminuicdo da permeabilidade da membrana ou através de alteracdo em
porinas ou por iv) extrusao do antibiotico da célula por sistemas de efluxo [38, 65], como

representado na Figura 1.
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Figura 1 Representacéo dos alvos dos antibidticos e principais mecanismos de resisténcia. Adaptado de
[66].

A resisténcia aos antibidticos pode ser uma propriedade intrinseca da bactéria, por
exemplo devido a sobre-expressdo de bombas de efluxo, ou uma propriedade adquirida
pela ocorréncia de mutacdes em genes que codificam para o alvo do antibi6tico ou em
regides reguladoras desses genes, ou ainda pela aquisicdo de genes exdgenos localizados

em elementos genéticos moéveis, como plasmideos ou transposdes [38].
1.3.3. Mecanismos de resisténcia a biocidas

A suscetibilidade reduzida a biocidas tem sido reportada desde o inicio da década
de 1950, com particular incidéncia na resisténcia bacteriana a compostos de amonio
quaternario (QACs, de Quaternary ammonium compounds), amplamente utilizados como
desinfetantes e/ou antisséticos. Os biocidas caracterizam-se por exercerem,

simultaneamente, acdo sobre multiplos alvos celulares ndo especificos, apresentando um
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espetro de atividade antimicrobiana mais amplo que os antibidticos. Apesar do extenso
uso de biocidas, os seus mecanismos de agdo antimicrobiana ainda estdo pouco descritos,
levando a uma crescente preocupacgdo com o potencial desenvolvimento e disseminacao

de microrganismos com suscetibilidade reduzida a estes compostos [64, 67, 68].

Os mecanismos envolvidos na suscetibilidade reduzida a biocidas estdo
principalmente associados a diminui¢do da concentracdo intracelular do biocida através
da reducdo da permeabilidade celular ou do efluxo do biocida [63], embora para alguns
biocidas estejam registados mecanismos relacionados com modificacdo de alvos celulares

especificos ou mutagéo [68].

A suscetibilidade reduzida a biocidas tem sido maioritariamente relacionada com
a presenca de sistemas de efluxo, codificados quer em plasmideos, quer no cromossoma
[63, 66, 69]. Em estafilococos, a maioria dos sistemas de efluxo cromossémicos possui
também a capacidade de extrusar outros antibioticos, como as fluoroquinolonas. Ja os
sistemas de efluxo plasmidicos estdo maioritariamente documentados como apresentando
apenas biocidas como substratos [63, 66]. No entanto, o facto de se encontrarem
frequentemente localizados em plasmideos que apresentam determinantes adicionais de
resisténcia a antibioticos leva a preocupacéo de que o uso generalizado de biocidas possa
exercer pressao seletiva para a resisténcia cruzada entre biocidas e antibiéticos [38, 66,
68].

1.4. Resisténcia mediada por sistemas de efluxo
1.4.1. Sistemas de efluxo bacterianos

As bombas de efluxo séo proteinas membranares que tém como funcao a extrusao
de diversos compostos nocivos para a célula, do meio intracelular para o meio
extracelular, de forma a reduzir a sua concentragéo intracelular. As bombas de efluxo séo
utilizadas pelas bactérias como primeiro mecanismo de defesa contra diversos compostos
antimicrobianos, de um modo geral, conferem um baixo nivel de resisténcia, permitindo

gue as bactérias sobrevivam até adquirirem outros mecanismos mais eficientes [66].

As bombas de efluxo podem ser especificas para um determinado substrato ou
antibidtico, ou podem transportar uma variedade de compostos de diferentes classes

quimicas, sendo nesse caso designadas por bombas de efluxo MDR [70]. As bombas de
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efluxo MDR podem ainda ser classificadas de acordo com a sua estrutura, fonte
energética ou filogenia, em cinco classes principais: i) Major Facilitator Superfamily
(MFES); ii) Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE); iii) Resistance-
Nodulation-Cell Division Family (RND); iv) Small Multidrug Resistance (SMR), e v)
Adenosine Triphosphate (ATP)-Binding Cassette (ABC) (Figura 2) [70]. Estes sistemas
de efluxo encontram-se em todas as bactérias, embora as bombas de efluxo da familia
RND ocorram mais frequentemente em bactérias Gram-negativas, devido a estrutura

membranar destas [70, 71].

MEIO EXTRACELULAR

H* H* Na*
E j W5 ‘
ATB ATB \4 ATE / ATB/
ATP

/ RND

ATB

ADP+P,
MEIO INTRACELULAR

Figura 2 Representacdo esquematica das diferentes familias de bombas de efluxo MDR. ATB:
antibiético. Adaptado de [71].

As principais caracteristicas das cinco familias de bombas de efluxo MDR
encontram-se descritas na Tabela 5.

Tabela 5. Caracterizacdo das cinco familias de bombas de efluxo MDR bacterianas [71].

o Fonte Exemplos de bombas de efluxo
Familia s Substratos
energética relevantes
. . . L acA e QacB, S. pseudintermedius e S.
Antiporte de  AgUcares, metabolitos, anibes Q Q P
MFS aureus

H* e compostos antimicrobianos . .
P NorA, S. pseudintermedius e S. aureus

Compostos lipofilicos,

Antiporte de Smr, S. pseudintermedius e S. aureus

MR A isséti .
S e QACs, antisséticos e EmrE, E. coli
Detergentes
MATE Antiporte de Corantes cationicos e NorM, Vibrio paraheamolyticus;
H* e/ou Na* Antibitticos YdhE, E. coli
- Antibidticos, acu ,
Hidrélise de s _(;ucare,s .
ABC ATP aminodcidos, polissacarideos LmrA, Lactococcus lactis
e proteinas
. Antibidticos, metais pesados, .
Antiporte de P AcrAB-TolC, E. coli;
RND corantes, detergentes e

H* MexAB-OprM, P. aeruginosa
solventes

MFS: Major Facilitator Superfamily; SMR: Small Multidrug Resistance; MATE: Multidrug and Toxic Efflux;
ABC: Adenosine Triphosphate (ATP)-Binding Cassette; RND: Resistance-Nodulation-Division; QACs:
Compostos de aménio quaternario.
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1.4.2. Sistemas de efluxo em estafilococos

Os sistemas de efluxo, codificados em plasmideos ou no cromossoma de
estafilococos, tém sido estudados ao longo dos ultimos anos, principalmente em S. aureus
[72]. A extensdo deste estudo a outras espécies de estafilococos tem sido restrita a S.
epidermidis, tendo sido demonstrado que o conjunto de sistemas de efluxo ndo €
equivalente entre as duas espécies [73]. Em S. pseudintermedius, até ao momento apenas
estdo descritos os sistemas de efluxo MDR plasmidicos QacA, QacB, Smr, QacG, QacJ,
e o sistema de efluxo MDR codificado no cromossoma NorA [8, 74, 75]. Assim, nas
seccOes seguintes descrevem-se os sistemas de efluxo descritos até ao momento em S.

pseudintermedius, S. aureus e outras espécies de estafilococos.

1.4.2.1. Sistemas de efluxo MDR plasmidicos

Existem varios sistemas de efluxo MDR codificados em plasmideos descritos em

S. pseudintermedius, destacando-se os sistemas QacA, QacB e Smr (Tabela 6).

A bomba de efluxo QacA é um transportador MFS com 14 segmentos
transmembranares, constituido por 514 aminoacidos e com um tamanho de cerca de 55
kDa. Esta bomba de efluxo é codificada pelo gene gacA, de 1.542 pb, transportado em
plasmideos de tamanho superior a 20 Kb [76]. Em S. aureus, a bomba de efluxo QacA é
responsavel pela suscetibilidade reduzida a mais de 30 compostos antimicrobianos
catiénicos lipofilicos, pertencentes a 12 familias quimicamente distintas. Entre estes
varios substratos de QacA contam-se catides organicos monovalentes incluindo corantes,
como o brometo de etideo (EtBr), QACs e catides organicos divalentes como a

clorexidina e diamidinas [76].

A bomba de efluxo QacB é muito semelhante a QacA, sendo codificada pelo gene
gacB, que difere apenas em sete nucle6tidos do gene gacA [77]. Uma destas variacdes
introduz uma alteracdo proteica responsavel pela reducéo da gama de substratos de QacB
a catides organicos monovalentes [63]. O gene gacA/B encontra-se num operdo, que
inclui também o gene gacR, transcrito inversamente, que codifica para a proteina
repressora, QacR, a qual regula os niveis de expressdo de qacA/B [78]. Em S. aureus,
estes genes ja foram descritos em isolados de diversas origens, quer seja humana, animal,
alimentar ou ambiental [34]. Por sua vez, em S. pseudintermedius, estes sistemas de

efluxo estdo relacionados com o decréscimo da suscetibilidade a varios biocidas [79].

14



A bomba de efluxo Smr, também designada por QacC, é uma proteina de 107
aminoacidos, com quatro dominios transmembranares e € codificada pelo gene smr, de
321 pb [78]. A bomba de efluxo Smr pertence a familia SMR e é responsavel por
suscetibilidade reduzida a moléculas catidnicas e hidrofobicas como o EtBr e QACs [80].
Em S. aureus, este gene tem sido detetado em plasmideos conjugativos com tamanho
superior a 20 Kb, como pSK41, ou em plasmideos ndo conjugativos de tamanho inferior
a 3 Kb, como pSK89 [80, 81]. O sistema Smr j& foi descrito em estafilococos nédo
produtores de coagulase, como S. epidermidis, isolados de amostras de origem humana e
animal [66]. Em S. pseudintermedius, este sistema de efluxo também foi descrito, por

Worthing et al., em 2018, em amostras de origem animal [75].

Tal como para S. aureus, em S. pseudintermedius estdo descritos outros sistemas
de efluxo codificados em plasmideo que podem conferir suscetibilidade reduzida a
antisséticos e desinfetantes, nomeadamente os sistemas de efluxo QacG, QacJ e QacH,
este ultimo identificado apenas em isolados de S. aureus com origem alimentar [74]. O
gene gacG foi identificado pela primeira vez num plasmideo de 2,3 kb (pST94) em S.
aureus recolhidos na industria alimentar [63] e em S. pseudintermedius de origem animal
[74]. O gene gacJ foi identificado pela primeira vez num plasmideo de 2,65 kb em
diferentes espécies de estafilococos, nomeadamente em S. aureus, Staphylococcus
simulans e S. intermedius provenientes de cavalos [63] e em S. pseudintermedius de

origem animal [75].

Estes trés sistemas de efluxo pertencem a familia SMR e apresentam um elevado
grau de similaridade a nivel da sequéncia polipeptidica entre si e com Smr, conferindo
niveis de resisténcia semelhantes a uma gama de substratos comuns (biocidas e corantes
como o EtBr) [82]. Apesar de serem detetados menos frequentemente que oS genes
gacA/B e smr, o estudo de Worthing et al. revelou uma elevada prevaléncia de isolados

de S. pseudintermedius contendo o gene gacJ (54%) [75].

A informagcdo sobre os sistemas de efluxo codificados em plasmideos encontra-se

resumida na Tabela 6.
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Tabela 6. Principais bombas de efluxo MDR plasmidicas descritas para S. aureus e S.
pseudintermedius Adaptado de [63, 79].

Bomba de Familia Reguladores Substratos
efluxo
Compostos cationicos monovalentes e divalentes (QACs,
QacA MFS QacR POSToS CALionIcos monovere @
diamidinas, biguanidinas e corantes)
QacB MFS QacR Compostos catiénicos monovalentes (QACs, diamidinas e
corantes)

Smr SMR n.i. QAC:s e corantes (EtBr)
QacG SMR n.i. QAC:s e corantes (EtBr)
QacH SMR n.i. QAC:s e corantes (EtBr)

QacJ SMR n.i. QAC:s e corantes (EtBr)

n.i.. Nao se encontra descrito nenhum regulador até a data; MFS: Major Facilitator Superfamily; SMR:
Small Multidrug Resistance; QACs: compostos de aménio quaternario; EtBr: brometo de etideo.

1.4.2.2. Sistemas de efluxo MDR cromossémicos

Os sistemas de efluxo MDR codificados no cromossoma de S. pseudintermedius

estdo ainda pouco estudados quando comparados com S. aureus.

Entre estes sistemas, o transportador NorA da familia MFS, foi o primeiro a ser
descrito em 1986 [83], sendo o sistema de efluxo mais caracterizado em S. aureus. NorA
tem 388 aminoéacidos, é codificado pelo gene norA [83] e regulado pelos reguladores
globais NorG e MgrA [63]. Esta bomba de efluxo tem a capacidade de extrusar varios
compostos como fluoroquinolonas hidrofilicas, por exemplo ciprofloxacina e

norfloxacina, corantes, como o EtBr, e varios biocidas, como QACs [63, 84, 85].

A reducdo da suscetibilidade a estes compostos, com particular foco nas
fluoroguinolonas, tem sido associada a uma sobre-expressdo do gene norA, através de
mutacgdes na sua regido promotora ou por acdo dos seus reguladores [63]. Esta bomba de
efluxo MDR € a dUnica identificada até ao momento no cromossoma de S.

pseudintermedius [8].

Para além da bomba de efluxo NorA, existem outros sistemas de efluxo
localizados no cromossoma de S. aureus. Estes sistemas de efluxo cromossémicos

encontram-se descritos na Tabela 7.
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Tabela 7. Principais bombas de efluxo MDR cromossémicas descritas para S. aureus. Adaptado de
[63].

Bomba Familia Reguladores Substratos

de

efluxo

NorA MFS MgrA, NorG Fluoroquinolonas hidrofilicas (ciprofloxacina, norfloxacina);

QAC:s e corantes
NorB MFS MgrA, NorG Fluoroquinolonas hidrofilicas (ciprofloxacina, norfloxacina) e
hidrofébicas (moxifloxacina); QACs e corantes.
NorC MFS MgrA, NorG Fluoroquinolonas hidrofilicas (ciprofloxacina, norfloxacina) e
hidrofébicas (moxifloxacina) e corantes

MepA MATE MepR Fluoroquinolonas hidrofilicas (ciprofloxacina, norfloxacina) e
hidrofébicas (moxifloxacina); QACs e corantes
MdeA MFS - Fluoroquinolonas hidrofilicas (ciprofloxacina, norfloxacina);

Mupirocina; acido fusidico; QACs e corantes

MFS: Major Facilitator Superfamily; SMR: Small Multidrug Resistance; MATE: Multidrug and Toxic
Compound Extrusion; QACs: compostos de amonio quaternario.

Em S. aureus, vérias destas bombas de efluxo MDR cromossomicas tém sido
implicadas na extrusdo de fluoroquinolonas, biocidas e corantes quando sobre-expressas
[86-91]. Também S. epidermidis revelou potencial para desenvolver fenotipos de
resisténcia mediados por sistemas de efluxo apds exposicdo a compostos nao antibidticos

que sao substratos de bombas de efluxo MDR [72].

1.5. O papel do efluxo na resisténcia a Fluoroquinolonas

Os antibidticos da classe das fluoroquinolonas tém sido utilizados como
bactericidas de espetro alargado contra infecdes bacterianas causadas por S.
pseudintermedius [92], sendo recomendados para tratamento de segunda linha de
foliculite superficial canina [7]. As fluoroquinolonas tém sido um dos principais alvos de
estudo no que diz respeito a resisténcia mediada por bombas de efluxo, ja que esta classe
de antibidticos é substrato de um grande nimero de sistemas de efluxo MDR [34, 63, 93,
94]. No estudo conduzido por Costa et al., foi possivel demonstrar que em S. aureus 0s
substratos de bombas de efluxo MDR, como as fluoroquinolonas, promovem uma
resposta fisioldgica, que depende do efluxo, e que persiste ao longo do tempo sob
exposicdo constante [91]. Numa primeira instancia, através da ativacdo de genes que
codificam para bombas de efluxo, seguida de ocorréncia de mutagdes na regido quinolone

resistance-determining region (QRDR) [91].

Os alvos de acdo das fluoroquinolonas, em bactérias de coloragdo Gram-positiva,
sdo as enzimas DNA topoisomerase 1V e DNA girase. Ambas as enzimas sdo compostas
por duas subunidades, GrlA e GrIB para a topoisomerase 1V e GyrA e GyrB paraa DNA
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girase [93, 95]. A resisténcia a fluoroquinolonas ocorre como resultado de alteracdes na
composi¢do aminoacidica, em particular nas regies QRDR (Tabela 8) [92, 93]. Estas

alteracdes diminuem a afinidade das fluoroquinolonas para estas enzimas.

Tabela 8. Alterac@es na subunidade GrlA da topoisomerase 1V e na subunidade GyrA da DNA girase

de S. pseudintermedius associadas a resisténcia a fluoroquinolonas. Adaptado de [94, 96].

GrlA? GyrAP
Aminodcido  Aminoacido WT  Aminodcido mutante ~ Aminoacido WT  Aminoéacido mutante
80 Ser Argl/lle
81 Ser Pro
84 Asp Asp/Asn/Tyr/Gly Ser Leu/Phe
88 Glu Glu/Gly

Arg: Arginina; Asp: Acido aspartico; lle: Isoleucina; Asn: Asparagina; Tyr: Tirosina; Pro: Prolina; bSer:
Serina; Leu: Leucina; Phe: Fenilalanina; Glu: Acido glutamico; Gly: Glicina; ---: posicdo sem mutacGes
descritas na literatura; WT: wild type.

1.6. Metodologias para a caracteriza¢do da atividade de efluxo

Apesar de ndo existir um método padronizado para a avaliacdo da atividade de
efluxo em S. pseudintermedius, varias abordagens tém sido utilizadas para o estudo do
efluxo em S. aureus. Uma das abordagens mais utilizadas recorre ao EtBr como marcador
indireto de atividade de efluxo, uma vez que é substrato de um vasto niumero de bombas
de efluxo, plasmidicas e cromossdmicas. Assim, a avaliacdo do nivel de suscetibilidade
de uma dada estirpe a este composto através da determinacdo da concentracdo minima
inibitéria (CMI) pode ser indicativa da auséncia/presenca de atividade de efluxo

aumentada [66].

Outra abordagem comummente usada para avaliar atividade de efluxo é o recurso
a compostos com conhecida atividade inibitoria de efluxo. Estes compostos podem ser
utilizados avaliando o seu impacto no nivel de suscetibilidade a substratos de bombas de
efluxo. Por exemplo, para uma determinada estirpe, a diminuicdo da CMI de um
substrato, quando determinada na presenca de um inibidor de efluxo, é indicativa que essa

estirpe possui atividade de efluxo aumentada.
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1.6.1. Determinacdo da concentra¢do minima inibitoria de EtBr

A CMI é definida como a concentracdo minima a qual uma substéncia inibe o
crescimento visivel de um organismo em testes de suscetibilidade in vitro, apds uma
incubacdo por um periodo de tempo padronizado [97]. O EtBr € um substrato de varias
bombas de efluxo, plasmidicas e cromossomicas, em estafilococos, sendo utilizado como
um marcador indireto para avaliar a atividade de efluxo. Tem sido demonstrado que
estirpes com atividade de efluxo aumentada apresentam menor suscetibilidade ao EtBr.
Assim, um aumento da CMIgwsr € indicador da presenca de atividade de efluxo aumentada
[66, 98].

Determinacéo de populagdes NWT

Quando aplicada esta estratégia a um conjunto grande de isolados é possivel
analisar a distribuicdo da CMlIgwr e determinar o valor de cut-off (COwr), 0 qual
corresponde ao valor mais elevado de CMI apresentado pela populacéo do tipo selvagem
(WT, wild type). Esta populacdo WT é caracterizada pela auséncia de mecanismos de
resisténcia com expressdo fenotipica ao composto antimicrobiano em estudo, neste caso
o0 EtBr. Assim, o valor de COwr consegue separar a populagdo WT de uma populacéo,
que adquiriu mecanismos de resisténcia ao composto antimicrobiano, designada por nao-
selvagem (NWT, non wild type) [99]. Assim, uma populacdo NWT para o EtBr devera

possuir atividade de efluxo aumentada.

1.6.2. Determinacdo de concentracdo minima inibitéria na presenca de

inibidores de efluxo

.....

bombas de efluxo utilizando moléculas. Estas moléculas ndo antibiéticas tém sido alvo
de interesse, uma vez que, para além de permitirem estudar a atividade de efluxo, podem
também ser utilizadas como auxiliares da terapéutica ja que restaurariam a atividade do
antibiético suprimindo o seu efluxo [100]. Desta forma, um inibidor de efluxo deve
aumentar a atividade antibacteriana de substratos de bombas de efluxo, ndo deve ter
atividade em isolados que ndo tém bombas de efluxo expressas, deve aumentar a
acumulacao e diminuir o efluxo dos substratos de bombas de efluxo e a sua atividade ndo
deve afetar a integridade da membrana celular de tal forma que ndo sejam elas préprias

inibidoras do crescimento bacteriano [100].
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Varios compostos tém sido explorados como inibidores de efluxo (IEs), sabendo-
se que em S. aureus e S. epidermidis, os compostos verapamil e tioridazina, apresentam
atividade inibitéria de efluxo [72, 77, 101, 102] sendo por isso utilizados neste trabalho.
O inibidor verapamil € um blogueador dos canais de calcio utilizado clinicamente como
um agente antiarritmico. Atualmente é utilizado para avaliar a atividade de bombas de
efluxo em bactérias Gram-positivas, mas também pode ser utilizado para algumas
bactérias Gram-negativas como E. coli [101]. Considerado um inibidor de bombas de
efluxo MDR, o verapamil é um inibidor eficaz de bombas de efluxo em S. aureus [77]. A
tioridazina pertence a familia das fenotiazinas, sendo utilizado clinicamente como
antipsicético. Varios estudos relatam a sua atividade como inibidora de efluxo em S.
aureus [72, 102, 103].
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1.7. Objetivos da Dissertagdo

A utilizacdo de biocidas e antibidticos € imprescindivel para o tratamento e
prevencdo de infegbes bacterianas. Como tal, estes compostos antimicrobianos sao
utilizados amplamente em ambiente hospitalar, na pratica clinica humana e veterinaria, e
até mesmo na comunidade. Nos ultimos anos, tém-se multiplicado os estudos relativos a
resisténcia mediada por sistemas de efluxo no desenvolvimento e disseminagdo de
fendtipos de multirresisténcia em estafilococos. No entanto, no que diz respeito a S.

pseudintermedius, este mecanismo encontra-se ainda pouco estudado.

Nesta Dissertacdo, pretendemos estudar a contribuicao do efluxo para a resisténcia
a compostos efluxaveis, como as fluorogquinolonas, bem como caracterizar este e outros
mecanismos associados a resisténcia a esta classe de antibioticos em S. pseudintermedius,
um importante agente de infecdo em animais de companhia. Para tal, estudou-se um
conjunto de 52 isolados de S. pseudintermedius, associados a SSTIs em cées e gatos. Este
conjunto € representativo dos diferentes fen6tipos de resisténcia as fluoroquinolonas e a
outros antibidticos, anteriormente estabelecido para uma colecdo de 157 S.
pseudintermedius isolados em dois laboratoérios de diagndstico veterinario do distrito de

Lisboa, Portugal.

Os objetivos especificos desta Dissertacdo foram os seguintes: i) avaliar a
presenca de atividade de efluxo, através da determinacao de CMls para o EtBr; ii) estimar
o valor de cut-off para o EtBr e detetar a potencial presenca de populagdes NWT para este
composto; iii) avaliar o efeito de compostos inibidores de efluxo na CMIgswr; iv)
correlacionar os dados obtidos com a pesquisa dos genes plasmidicos gacA/B e smr; v)
avaliar a importancia do efluxo na resisténcia a fluoroquinolonas, pela determinacao da
CMI para a ciprofloxacina na presenca de compostos inibidores de efluxo; vi) analisar
outros mecanismos de resisténcia as fluoroguinolonas, pela detecdo de mutacdes QRDR

de grlA e gyrA.

Espera-se que os dados obtidos permitam estabelecer uma primeira caracterizacéo
da atividade de efluxo em S. pseudintermedius, em particular a sua contribuicdo para a
resisténcia as fluoroquinolonas nesta espécie, determinando o(s) principal(is)

mecanismo(s) de resisténcia a esta classe de antibioticos na colecdo estudada.
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2. Materiais e Métodos

2.8. Materiais
2.8.1. Colecdo bacteriana em estudo e estirpes de referéncia

Neste trabalho foi estudado um conjunto de 52 isolados de S. pseudintermedius,
selecionados a partir de uma colecéo de 157 S. pseudintermedius associados a SSTIs em
animais de companhia (142 cées e 3 gatos), previamente caracterizada no laboratério onde
foi realizada esta Dissertacdo. A colecgéo foi cedida pela Professora Doutora Constanga
Pomba (Faculdade de Medicina Veterinéria, Universidade de Lisboa, FMV/UL) no
ambito do projeto BIOSAFE (Ref. LISBOA-01-0145-FEDER-030713, PTDC/CAL-
EST/30713/2017) e corresponde a 92 S. pseudintermedius isolados no Laboratorio de
Resisténcia aos Antibidticos (FMV/UL) entre 2014 e 2018 e 65 S. pseudintermedius
recolhidos por um laboratorio de diagndstico clinico veterinario durante o ano de 2018.

A identificacdo, origem e ano de colheita de cada isolado da colecdo de 157 S.

pseudintermedius encontra-se descrita na Tabela A1, em Anexo.

Neste trabalho foram também analisadas diversas estirpes de referéncia, utilizadas
como controlo nos varios ensaios conduzidos, que se encontram discriminadas na Tabela
9.

Tabela 9. Estirpes de referéncia utilizadas.

Estirpes Caracteristicas Referéncias
Estirpe tipo de S. pseudintermedius, colhida de tecido
pulmonar de gato, usada como controlo em ensaios de

S. pseudintermedius

DSM21284T suscetibilidade a antimicrobianos, de avaliacdo de [16]
atividade de efluxo e de amplificacdo das regibes QRDR
dos genes grlA e gyrA.
S. aureus Estirpe de referéncia usada como controlo em ensaios de [104]
ATCC®25923™ suscetibilidade a antimicrobianos.
Isolado clinico MRSA de origem humana.
S. aureus SM39 Possui o plasmideo pSM39 com o determinante gacA. [105]

Isolado clinico MRSA de origem humana.

S aureus SM52 Possui 0 plasmideo pSM52 com o determinante smr.

[105, 106]
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2.8.1. Outro material biol6gico

Ao longo deste trabalho foram usados como controlo em reagdes de Polymerase
Chain Reaction (PCR), DNAs de varias estirpes de referéncia e de controlo, descritas na
Tabela 9. Os primers utilizados nas diferentes reacdes de PCR (Invitrogen, Escdcia,

Reino Unido) encontram-se descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados e tamanho esperado do amplicdo em pares
de bases (pb).

Alvo Primers Sequéncia nucleotidica (5°-3”) Amplicdo (pb) Referéncias
QacA/B_FW _ GCTGCATTTATGACAATGTTT
GacA/B NcAlB RV AATCCCACCTACTAAAGCAG 628 [107]
sy STI_FW  ATAAGTACTGAAGTTATTGGAAGT 285 [106]
Smr Rv  TTCCGAAAATGTTTAACGAAACTA
GrIA_Fw CAAGAGCGTGCTTTRCCT
grlA~ GHA Ry CTGACTYAATTTCGCTTCAG 292 Este trabalho
qyia | OVIAFW ATGAGTGTTATYGTRTCTCGT 261 =<te rabalho

GyrA Rv CATMGAACCRAAGTTACCTTG
Fw: forward; Rv: reverse; pb: pares de bases.

Para a andlise dos produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose, foram
utilizados os marcadores de pesos moleculares 100bp Plus DNA Ladder Gene Ruler
(Fermentas International Inc., Ontario, Canadd) e 1 Kb DNA Ladder Gene Ruler

(Fermentas).
2.8.2. Meios de cultura e solugbes

A composicdo e modo de preparacdo dos meios de cultura, solu¢des e compostos
utilizados ao longo do trabalho encontram-se descritos nas Tabelas seguintes. Os meios
de cultura e solucbes tampdo foram preparados com agua desmineralizada e, quando

necessario, esterilizados por autoclavagem a 121°C durante 15 minutos.

Na Tabela 11 encontram-se discriminados os meios de cultura usados ao longo

deste trabalho
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Tabela 11. Preparacgéo e composicao dos meios de cultura utilizados.

Meio de cultura® Composicao (por litro)
Mueller-Hinton Broth 300 g Infusdo desidratada de carne; 17,5 g de caseina hidrolisada; 1,5 g de
(MHB) amido; 2,426 mg/L Ca?*; 4,043 mg/L Mg?*; pH 7,3 + 0,1 a 25°C
Mueller-Hinton Broth MHB suplementado com 25 mg/L de Ca®* e 12,5 mg/L de Mg?*

ajustado (CA-MHB)
Mueller-Hinton Agar 300 g Infuséo desidratada de carne; 17,5 g de caseina hidrolisada; 1,5 g de

(MHA) amido; 4,347 mg Ca?*; 6,206 mg Mg?*; pH 7,3 + 0,1 a 25°C
Tryptone soya agar 15 g caseina de pancreas digerida; 5 g enzima de feijdo de soja digerida; 5 g
(TSA) cloreto de sodio; 15 g agar; pH 7,3 £ 0,2 a 25°C
17 g caseina de pancreas digerida; 3 g enzima de feijdo de soja digerida; 5 g
Trypto?_?_gga broth cloreto de sodio; 2,5 g fosfato dipotassico de hidrogénio; 2,5 g glucose; pH
7,3+0,2a25°C

@ Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra

Na Tabela 12 encontram-se descritas as solu¢des usadas ao longo deste trabalho e
a sua composicao.

Tabela 12. Preparacgdo e composicao das solugdes tampdao utilizadas.

Solucao Composicdo
TE 1X 10 mM Tris-HCI @ 1 mM EDTA ® pH 8,0®
2 M Tris-base @; 50 mM EDTA @, pH 8,0 ajustada
com &cido acético glacial;
TAE 50X Solucdo de trabalho a 1X (40 mM Tris-base, 1 mM
EDTA)
CaCl,® Solugéo_de C_aCIz a 19 _mg/ml d_e Ca® em agua
bidestilada estéril. Mantida a 4°C
MgCl2 @ Solugéo de MgCl; a 10 mg/ml de Mg?* em agua

bidestilada estéril. Mantida a 4°C
(MNZYTech, Lisboa, Portugal; @ Sigma- Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA

Na Tabela 13 encontram-se descritas as solu¢Ges de compostos usadas ao longo
deste trabalho e a sua composicao.

Tabela 13. Preparacéo e composi¢do dos compostos utilizados ao longo do trabalho.

Solucéo Composicdo das solucdes stock
Brometo de etideo (EtBr) ® 10 mg/mL em &gua bidestilada estéril, mantido a
4°C
Tioridazina (TZ) ® 10 mg/ml em agua bidestilada estéril, mantido a
-20°C
. 40 mg/ml em &gua bidestilada estéril, mantido a
()
Verapamil (VER) -20°C
. . 20 mg/mL em éagua bidestilada estéril, mantido a
®
Ciprofloxacina (CIP) -20°C

@ Sigma- Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA
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2.9. Métodos
2.9.1. Crescimento e manutencdo das estirpes bacterianas

Todas as estirpes em estudo foram cultivadas a 37°C, em meio liquido Mueller-
Hinton broth (MHB) numa incubadora com agitacdo a 180 rota¢Ges por minuto (rpm)
durante 18 horas (Thermo Scientific MaxQ 4000, Waltham, MA, E.U.A), ou em meio
solido Mueller-Hinton agar (MHA) ou Tryptone Soya Agar (TSA) a 37°C, por 18 a 24
horas. Todas as estirpes usadas ao longo deste estudo se encontravam mantidas a -80°C

em meio Tryptone soya broth (TSB) suplementado com 10% (v/v) de glicerol (Sigma).
2.9.2. Determinagdo de Concentragdes minimas inibitorias

A determinagéo das CMIs de EtBr (CMlgtgr), de CIP (CMlcp) e dos inibidores de
efluxo TZ e VER foi realizada pelo método de microdiluicdo em meio liquido, utilizando

placas de 96 pocos.

Para cada isolado, foram transferidas 1-2 colonias isoladas em meio TSA para 5
mL de meio MHB. Os meios inoculados foram incubados a 37°C com agitagdo constante
durante a noite. No dia seguinte, foi preparado uma suspenséo celular equivalente a escala
de McFarland a 0,5, transferindo 10 uL de cultura para 10 mL de meio CA-MHB, e esta

foi usada dentro de 15 minutos.

A preparacgédo de cada placa de 96 pocos foi feita de acordo com o esquema da
Figura 3. De modo sucinto, foram distribuidos 100 pL de meio CA-MHB em todos os
pocos, a excecao dos pocos da coluna 1, aos quais foram adicionados 200 puL de CA-
MHB (controlo de esterilidade). Seguidamente, foram adicionados aos pogos da coluna 2
0S compostos a testar, previamente preparados em CA-MHB numa concentragdo 4 vezes
superior a concentracdo maxima a testar. Posteriormente, foram feitas diluicdes seriadas
1:2 pela transferéncia de 100 pL dos pocos da coluna 2 para 0s pogos adjacentes e assim
sucessivamente até a coluna 11. Nesta coluna, os 100 pL em excesso foram rejeitados.
De seguida, foi adicionado a cada poco das colunas 2 a 12, 100 pL de suspenséo celular,

este ultimo representando o controlo positivo.

Ao fim de 18h de incubacgdo a 37°C, foram lidos e registados os resultados,

considerando-se a CMI como a concentracdo de composto mais baixa capaz de inibir o

26



crescimento bacteriano visivel. Os ensaios foram realizados em duplicado, e no caso de

duvida ou resultados discordantes, em triplicado.

100 pL (4 x [Composto]) 100 plL 100 L

f/ N/ NN N NN N NN

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12
B @
c @
J Pl e
100 pL MHB C .
F .
| @
- ®
v v
CE CcP

Figura 3 Esquema de preparacdo de cada placa para determinacdo de CMIs pelo método de
microdiluicdo. CE: Controlo de esterilidade; CP: Controlo positivo.

As gamas de concentracdo testadas para os diversos compostos encontram-se
descritas na Tabela 14.

Tabela 14. Gamas de concentragdes testadas para a determinagdo de CMIetwer, CMIcip e dos I1Es VER
eTZ

Gama de concentracdes testadas

Antibidticos
. . 0,06 — 32 mg/L
Ciprofloxacina (CIP) 1512 mglL
Corantes
. 0,06 — 32 mg/L
Brometo de Etidio (EtBr) 0.5 — 256 mg/L
Inibidores de Efluxo
Verapamil (VER) 6,25 — 3200 mg/L
Tioridazina (TZ) 0,2 — 100 mg/L

Os resultados para a CIP foram interpretados segundo as recomendagdes do
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI), norma MZ100-ED30 [109], para
Staphylococcus spp., em que um valor de CMI < 1 mg/L deve ser interpretado como
suscetivel, CMI = 2 mg/L como interméedio e CMI > 4 mg/L como resistente.
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2.9.3. Determinacgdo de Concentragdes minimas inibitdrias na presenca de
inibidores de efluxo

A determinagdo das CMlIewr € CMIcip na presenga de inibidores de efluxo foi

realizada pelo método de microdiluicdo em placa de 96 pocos.

Este protocolo foi efetuado conforme descrito no ponto 2.2.2, a excecao da adicéo
de uma aliquota de 10 pL dos inibidores a testar (VER e TZ), previamente diluidos em
meio CA-MHB, ap0s diluicdo seriada 1:2 de EtBr ou CIP e antes da adi¢do do inoculo.
As placas foram incubadas a 37°C, durante 18 horas e a CMI foi registada como a
concentragdo de EtBr ou CIP mais baixa que inibe o crescimento bacteriano ao fim desse
periodo. Nestes ensaios, 0s compostos EtBr e CIP foram testados na mesma gama de
concentracdes descritas no ponto 2.2.2 e os inibidores de efluxo foram utilizados a uma
concentracdo subinibitdria, equivalente ou inferior a %2 da sua CMI para o isolado em

estudo.

Para a analise do efeito inibitdrio destes compostos sobre o valor de CMI inicial
de cada composto antimicrobiano, considerou-se haver inibi¢do de efluxo quando a CMI
obtida na presenca de IE diminuiu para, pelo menos, um quarto do valor de CMI
determinado na auséncia de IEs [66]. Os varios ensaios foram realizados sempre em

duplicado, e no caso de duvida ou de resultados discordantes, em triplicado.

2.9.4. Detecao de populacéo non wild-type para o EtBr

Os valores de CMIgwr determinados foram usados para estimar o valor de cut-off
(COwr) de S. pseudintermedius para este composto. O valor de cut-off (X mg/L)
corresponde ao valor de CMI mais alto apresentado por uma populacéo desprovida de
mecanismos de resisténcia com expressao fenotipica, designada por wild-type (WT < X
mg/L) [99]. Por conseguinte, uma populacdo que apresente mecanismos de resisténcia
com expressao fenotipica designa-se por non wild-type (NWT > X mg/L). Deste modo,
aplicando este conceito a distribuicdo de CMIgwr na populacdo de S. pseudintermedius
estudada, é possivel estimar a presenca de isolados non wild-type para o EtBr, os quais
estardo potencialmente associados a uma atividade de efluxo aumentada. A determinagéo
de valores de cut-off de S. pseudintermedius para o EtBr, foi realizada recorrendo ao
software ECOFFinder verséo 2.1 disponibilizado no website da EUCAST que se baseia
no método estatistico iterativo [110,
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFS/EUCAST _filessEUCAST _SOPs/EUC
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AST SOP 10.0 MIC distributions and epidemiological cutoff value ECOFF sett
ing_20171117.pdf]. A partir de valores cumulativos da distribuicdo de CMIgwr para a

colegdo estudada é feita uma regressdo ndo-linear a qual se ajusta uma distribuigao logz-
normal correspondente a populacdo WT, sendo assim possivel estimar o valor maximo
de CMIewmr que representa 99% da populagdo WT estimada, valor este que corresponde
ao cut-off [110].

2.9.5. Detecao de mutacdes nas regies QRDR dos genes grlA e gyrA

A detecdo de mutacdes na regido QRDR dos genes grlA e gyrA foi realizada
através da amplificacdo, por PCR, de fragmentos internos aos genes utilizado os primers
previamente descritos na Tabela 10 usando DNA total previamente extraido através do
método de fervura [111] diluido 1:10.

Cada reacdo de PCR foi realizada num volume de 25 pl , contendo 1X tampé&o
Tag; 1,75 mM de MgClz; 0,2 mM de dNTP; 0,4 uM de cada um dos primers e 0,75 U de
Taq Polimerase 11 (NZYTech). A cada reacdo foi adicionado 2,5 uL de DNA total.

Cada reacdo de PCR foi realizada num termociclador Biometra Uno Il ou
Biometra T Personal (Analytik Jena AG, Jena, Alemanha) com as seguintes condicdes
de amplificacdo para os genes grlA e gyrA: desnaturacdo do DNA a 94°C durante 3
minutos, seguido de 30 (gyrA) ou 35 (grlA) ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 45
segundos, emparelhamento a 50°C durante 45 segundos, extensdo a 72°C durante 45
segundos, seguidos de um passo de extensdo final a 72°C durante 5 minutos. Para cada
PCR, foram preparadas reacdes de controlo positivo, contendo DNA total da estirpe S.

pseudintermedius DSM21284 e reacGes de controlo negativo, contendo Hz0 ao invés de DNA.

Os produtos resultantes da amplificacdo foram visualizados por eletroforese em gel
de agarose a 1% (p/v) ao qual foram adicionados 2 pl de Green Safe Premium (NZYtech),
segundo as indicagdes do fabricante, com voltagem de 90V durante 30 minutos em TAE 1X
ou TBE 0,5X, utilizando o marcador de pesos molecular 1 Kb DNA Ladder Gene Ruler. Os

resultados foram visualizados e registados num aparelho Gel-Doc XR (Bio-Rad).

Os produtos amplificados foram purificados com o Kit NZY Gelpure (NZY Ttech),
com alteracdo na ultima etapa onde o produto purificado foi eluido com 40 pl de tampéo
de eluigcdo, sendo posteriormente enviados para sequenciagdo por Sanger na empresa
STABVida (Caparica, Portugal).
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2.9.6. Pesquisa por PCR dos genes gacA/B e smr

A presenca dos genes qacA/B e smr foi pesquisada atraves da amplificagdo, por PCR,
de fragmentos internos a estes genes, utilizando os primers previamente descritos na Tabela
10, usando como molde o DNA total de cada estirpe. Cada reacéo de PCR foi realizada num
volume de 0,025mL, contendo 1X tampéo Taq; 1,75 mM de MgClz; 0,2 mM de dNTP; 0,4
uM de cada um dos primers e 0,75 U de Taq Polimerase 1l (NZYTech). A cada reacdo foi

adicionado 2,5 uL de DNA total, previamente extraido pelo método de fervura e diluido 1:10.

Cada reagdo de PCR foi realizada num termociclador Biometra Uno Il ou Biometra
T Personal (Analytik Jena AG, Jena, Alemanha) com as seguintes condi¢des de amplificacao
para 0s genes qacA/B e smr: ciclo de desnaturacdo do DNA a 95°C durante 4 minutos, seguido
de 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C durante 1 minuto (gacA/B) ou 30 segundos (smr),
emparelhamento a 40°C durante 45 segundos (qacA/B) ou a 48°C durante 30 segundos (smr),
extensdo a 72°C durante 1 minuto (qacA/B) ou 30 segundos (smr), seguidos de um passo de
extensao final a 72°C durante 5 minutos. Para cada PCR, foram preparadas reacdes controlo
positivo contendo DNA total das estirpes SM39 (gacA/B) ou SM52 (smr), como descrito na
Tabela 10 e reagdes controlo negativo, contendo DNA total da estirpe de referéncia S. aureus
ATCC®25923™.

Os produtos resultantes da amplificacdo foram visualizados por eletroforese em gel
de agarose a 1% (p/v) (NZYTech), com voltagem de 80V durante 40 minutos em TAE 1X
ou TBE 0,5X, utilizando o marcador de pesos molecular 100 bp Plus DNA Ladder Gene
Ruler. O gel de agarose foi posteriormente corado com EtBr a 0,25 mg/L e os resultados

foram visualizados e registados num aparelho Gel-Doc XR (Bio-Rad).
2.9.7. Anélise estatistica

Para a analise estatistica dos dados recorreu-se ao software SPSS v. 26 para o
Windows (SPSS, Inc.). Averiguou-se se existe diferenca entre a gama de CMIewr ou CMlcip
e a resisténcia a meticilina (MRSP/MSSP) na colecdo em estudo usando o teste nédo
paramétrico Mann-Whitney-Wilcoxon. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p<0,05.
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3. Resultados

3.1. Caracterizagao fenotipica das estirpes de S. pseudintermedius

O primeiro passo deste estudo consistiu na sele¢do de um grupo de isolados de S.
pseudintermedius com base no fen6tipo de suscetibilidade aos antibidticos, em particular
aos beta-lactamicos e fluoroquinolonas, previamente estabelecido no laboratério de
Microbiologia Médica do IHMT/UNL pelo método de Kirby-Bauer e interpretados de
acordo com as recomendacfes do CLSI [109]. Assim, foram selecionados 52 isolados
(Figura 4), que incluiam 20 isolados resistentes a CIP, um isolado com resisténcia
intermédia a CIP e 31 isolados suscetiveis a CIP. Dentro deste grupo, 27 isolados foram
classificados como MRSP, sendo que desses, 26 eram MDR, e 25 isolados classificados
como MSSP, onde 12 foram categorizados como sendo MDR. Esta selegéo teve ainda em
conta os padrdes de resisténcia encontrados, na colecdo inicial de 156 isolados, tendo sido
incluidos no estudo um isolado representativo de cada padrdo registado (Tabela 15,

paginas 34 e 35).

Neste estudo, foi primeiramente avaliado o nivel de atividade de efluxo, por
determinacdo das CMIs para o EtBr e'para a ciprofloxacina, para os 52 isolados de S.
pseudintermedius selecionados, e avaliado o efeito de inibidores de efluxo sobre esses

niveis de suscetibilidade.

3.2. Determinacéo de concentracGes minimas inibitorias de Brometo de Etideo

Em S. aureus, o EtBr demonstra ser um marcador eficaz para rastrear a atividade
de efluxo em isolados clinicos. Desta forma, isolados que possuam atividade de efluxo
aumentada, apresentam valor de CMIewr superior a isolados com atividade de efluxo
basal [98].

A determinacdo da CMIetwr foi realizada para o grupo de 52 isolados previamente
selecionados e para a estirpe S. pseudintermedius DSM21284, utilizada como controlo.
Os valores de CMI para cada isolado encontram-se apresentados na Tabela 15 (pagina 34

e 35) e correspondem ao resultado de dois ou mais ensaios independentes e concordantes.

A distribuigdo dos valores de CMIgw: é apresentada na Figura 4, estando 0s

isolados identificados consoante o fenotipo de resisténcia a meticilina.
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Figura 4 Distribuicao dos valores de CMIewr para isolados MRSP (n= 27) e isolados MSSP (n= 25).

A CMIgw: variou entre 0,5 e 4 mg/L na populagdo de S. pseudintermedius
estudada. Foram observadas diferencas quando estes valores foram analisados de acordo
com o fendtipo de resisténcia a meticilina, tendo sido registado o valor mais elevado de
CMiIgwr, 4 mg/L, apenas para isolados MRSP. No entanto, estas diferencas ndo séo

estatisticamente significativas (p =0,100).

3.3. Detecédo de populagédo non wild-type para o EtBr

Através de uma analise da distribuicdo dos valores de CMIgw: para os diferentes
isolados em estudo, é possivel, determinar o valor de cut-off, identificando populacbes
NWT, as quais possuem potencialmente mecanismos de resisténcia com expressao
fenotipica. O valor do cut-off para o EtBr foi calculado através do programa ECOFFinder,
0 qual permite analisar a distribuicdo de CMIgtg: e estimar a propor¢do de populagdo WT
e NWT, como representado na Figura 5.
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Figura 5 Distribuicdo de CMIewr para os 52 S. pseudintermedius estudados e respetivo valor de cut-
off determinado com o programa ECOFFinder. Linha vermelha: distribuicdo dos valores de CMlgr;
Linha Verde: distribuicdo normalizada dos valores de CMlgg, para a populacdo wild-type estimada;
Linha amarela: Valor de cut-off, 8 mg/L.
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Os resultados obtidos através do calculo do valor de cut-off para o EtBr permitiram
que se identificasse a populagdo de S. pseudintermedius considerada WT, como
representado na Figura 5. O valor de cut-off a 99% foi de 8 mg/L, significando que todos
os isolados WT apresentam valores de CMlIewr < 8 mg/L, enquanto isolados NWT
apresentariam valores de CMlIgwr > 8 mg/L. Deste modo, foi possivel observar que todos
os isolados da colecdo em estudo pertencem a populacdo WT, ndo se tendo detetado S.

pseudintermedius NWT, ie, com CMIgwr > 8 mg/L.

3.4. Determinacéo de concentrages minimas inibitorias para a ciprofloxacina

A determinacdo das CMlcp foi realizada para o grupo de 52 S. pseudintermedius
previamente selecionados, bem como para a estirpe DSM21284". Os valores de CMIcp
para cada isolado s&o apresentados na Tabela 16 e correspondem ao resultado de dois ou
mais ensaios independentes e concordantes. A distribuicdo dos valores de CMlcip para a
colecdo de S. pseudintermedius em estudo é apresentada na Figura 6, assinalando-se
também o fend6tipo de resisténcia a meticilina de cada isolado.
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Figura 6 Distribuicdo dos valores de CMIcip para isolados MRSP (n= 27) e isolados MSSP (n= 25).
S: Suscetivel; I: Intermédio; R: Resistente. Valor de breakpoint para a CIP (representado pela linha a
tracejado): CIP <1 mg/L (S); CMI =2 mg/L (I); CMI >4 mg/L (R) [109].

Observou-se uma variagdo dos valores de CMIcie entre 0,06 e 64 mg/L para a
colecdo em estudo. Para os isolados MSSP os valores de CMI variaram entre 0,06 e 8
mg/L, enquanto os isolados MRSP apresentaram valores entre 0,125 e 64 mg/L. Esta
diferenga na gama de CMlIcip entre MRSP e MSSP demonstrou ser estatisticamente
significativa (p<0,001).
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A categorizacdo dos isolados aplicando os valores de breakpoint estabelecidos
pela CLSI (2020), foi concordante com a caracterizacao prévia dos isolados pelo método
de Kirby-Bauer (Tabela 15) [109, 112].

Todos os isolados previamente categorizados como resistentes a ciprofloxacina
apresentaram valores de CMlIcie entre 4 e 64 mg/L; o Unico isolado classificado como
intermédio apresentou uma CMlIcp de 2 mg/L; enquanto os isolados considerados

suscetiveis apresentaram valores de CMIcp entre 0,06 e 1 mg/L.
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Tabela 15. Caracterizacao fenotipica dos isolados de S. pseudintermedius.

Estirpe Ano MRSP/ Perfil de resisténcia®” CMI (mg/L)®

MSSp2” EtBr CIP TZ VER
DSM21284T MSSP 1 0,125 50 1600
B10S-V11 2018 MSSP 1 0,06 25 1600
B10S-V106 2017 MSSP 1 0,25 25 1600
B10S-V225 2015 MSSP 1 0,125 25 1600
B10S-V10 2018 MSSP PEN 1 0,06 25 1600
B10S-V211 2018 MSSP TET 1 025 25 800
B10S-V48 2014 MSSP PEN, TET 0,5 0,25 25 1600
B10S-V90 2015 MSSP PEN, TET 1 0,25 25 1600
B10S-V230 2018 MSSP PEN, TET 1 0,06 25 1600
B10S-Vv231 2018 MSSP PEN, TET 2 0,125 25 800
B10S-V15 2018 MSSP PEN, AG 2 0,125 25 1600
B10S-V65 2018 MSSP PEN, SXT 2 025 25 800
B10S-V120 2017 MSSP PEN, FEN 1 006 25 800
B10S-V212 2018 MSSP PEN, FUS 2 0,125 25 1600
B1OS-V79 2015 MSSP PEN, TET, SXT 1 0,125 25 1600
B10S-V136 2015 MSSP PEN, TET, FUS 1 0,25 50 1600
B10OS-V175 2018 MSSP PEN, TET, AG 1 0,06 25 800
B10S-V164 2018 MSSP PEN, ERY, CLI, AG 1 0,125 25 1600
B10S-V96 2015 MSSP PEN, ERY, CLI, AG, FEN 1 1 25 800
B10S-V242 2018 MSSP PEN, ERY, CLI, AG, TET 2 1 25 1600
B10S-V39 2016 MSSP PEN, ERY, CLI, AG, TET, FEN 2 1 25 800
B10S-V190 2018 MSSP PEN, ERY, CLI, AG, SXT, FEN 0,5 0,06 25 1600
B10S-V218 2018 MSSP PEN, ERY, CLI, AG, FEN, FUS 1 0,25 25 1600
B10S-V68 2015 MSSP PEN, ERY, CLI, AG, FEN, SXT, TET 1 0,125 25 800
B10S-Vv84 2015 MSSP PEN, TET, FQ 1 8 25 1600
B10S-V101 2017 MSSP PEN, ERY, CLI, AG, FEN, TET, FQ 1 2 25 1600
B10S-V29 2018 MRSP®  PEN 1 0,125 25 1600
B10OS-V26 2017 MRSP PEN, OXA, TET 0,5 0,25 25 1600
B10S-V119 2018 MRSP PEN, OXA, AG, FEN 0,5 0,125 25 1600
B10S-V7 2015 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, TET, SXT 1 1 25 1600
B10S-V127 2016 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, TET, SXT 2 1 25 800
B10S-V276 2018 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, TET, FEN 4 1 25 1600
B10S-V122 2018 MRSP¢  PEN, ERY, CLI, AG, TET, FEN, SXT 1 1 25 1600
B10S-V217 2018 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, TET, FEN, SXT 1 0,25 25 800
B10S-V105 2017 MRSP PEN, OXA, FQ, SXT 1 64 25 800
B1OS-V179 2018 MRSP PEN, OXA, FQ, FUS 1 4 25 1600
B10S-V213 2018 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, TET 1 64 25 1600
B10S-V52 2017 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, SXT 2 64 25 1600
B10S-V302 2018 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, SXT 2 64 25 1600
B10S-V228 2018 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, FEN 1 64 25 1600
B10S-V64 2018 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, SXT,FUS 2 64 25 1600
B10S-V240 2018 MRSP PEN, OXA, AG, TET, FQ, SXT, RIF 4 64 25 1600

3MRSP: S. pseudintermedius resistente a meticilina; MSSP: S. pseudintermedius suscetivel a meticilina. PPEN:
penicilinas; FQ: fluorogquinolonas (Moxifloxacina; Enrofloxacina; Ciprofloxacina; Pradofloxacina); TET:
tetraciclinas; ERY: eritromicina; CLI: Clindamicina; AG: aminoglicosideos (Amicacina; Canamicing;
Gentamicina; Tobramicina); SXT: trimetropim-sulfametoxazole; FEN: fenic6is (Cloranfenicol; Florfenicol); RIF:
rifampicina; FUS: é&cido fusidico; OXA: oxacilina; ---: sem resisténcias aos antibidticos estudados. °EtBr: brometo
de etideo; CIP: ciprofloxacina; TZ: tioridazina; VER: verapamil. ®isolados com presenga do gene mecA mas
fenotipicamente suscetiveis a oxacilina. *Dados obtidos por Morais et al. [112].

35



Tabela 15. (Continuagéo)

Estirpe Ano MRSP/ Perfil de resisténcia®” CMI (mg/L)®

MSSp2” EBBr CIP TZ VER
B10S-V40 2016 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, TET, SXT 4 64 25 1600
B10S-V207 2018 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, TET, SXT 2 64 25 800
B10S-V224 2018 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, TET, FEN 1 64 25 1600
B10S-V270 2018 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, TET, SXT 1 32 25 1600
B10S-V280 2018 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, TET, SXT 4 64 25 1600

2

1

1

2

1

BI10S-V143 2014 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI; AG; FQ; TET, SXT. 64 50 800
BI10S-V292 2018 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI,AG, FQ, TET, FEN 32 25 1600
BIOS-V97 2015 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, TET, SXT,FEN 64 25 1600
BI1OS-V144 2014 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, TET, SXT, FUS 64 25 1600
BIOS-V227 2018 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, TET, SXT, RIF 32 25 1600
BI10S-V264 2018 MRSP PEN, OXA, ERY, CLI, AG, FQ, TET, SXT, FEN 4 64 25 1600

aMRSP: S. pseudintermedius resistente a meticilina; MSSP: S. pseudintermedius suscetivel a meticilina. ®PEN:
penicilinas; FQ: fluoroquinolonas (Moxifloxacina; Enrofloxacina; Ciprofloxacina; Pradofloxacina); TET:
tetraciclinas; ERY: eritromicina; CLI: Clindamicina; AG: aminoglicosideos (Amicacina; Canamicing;
Gentamicina; Tobramicina); SXT: trimetropim-sulfametoxazole; FEN: fenicdis (Cloranfenicol; Florfenicol); RIF:
rifampicina; FUS: &cido fusidico; OXA: oxacilina; ---: sem resisténcias aos antibidticos estudados. °EtBr: brometo
de etideo; CIP: ciprofloxacina; TZ: tioridazina; VER: verapamil. ®isolados com presenga do gene mecA mas
fenotipicamente suscetiveis & oxacilina. *Dados obtidos por Morais et al. [112].

3.5. Andlise da atividade de efluxo utilizando o EtBr como marcador

3.5.1. Determinagdo de concentra¢es minimas inibitdrias dos inibidores de

efluxo

O efeito dos inibidores de efluxo é avaliado utilizando estes compostos a uma
concentracdo subinibitéria, correspondendo a metade ou a um quarto do valor da sua
CMI, de modo a garantir a viabilidade celular durante os ensaios. Assim, foi necessario
determinar as CMIs dos inibidores TZ e VER para os 52 isolados em estudo. Como
descrito na Tabela 15, estes valores de CMI variaram entre 25 - 50 mg/L paraa TZ e entre
800 — 1600 mg/L para o VER. Deste modo, foi decidido utilizar, para todos os isolados,
uma concentracdo de 12,5 mg/L de TZ e 400 mg/L de VER para a re-determinacdo de

CMIgesr e CMIcip na presenca destes inibidores.
3.5.2. Efeito dos inibidores de efluxo na CMI do EtBr

Os valores de CMlIetsr € CMIcip na presenca dos dois inibidores de efluxo para a
colecdo estudada encontram-se discriminados na Tabela 16 e correspondem ao resultado

de dois ou mais ensaios independentes e concordantes.
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Tabela 16. Efeito dos inibidores de efluxo TZ e VER no valor da CMlewre CMIcip para a cole¢do de S. pseudintermedius em estudo.

. CMI (mg/L)4
Estirpe II\\/IAESSPIZ‘{ Perfil de Resisténcia a FQ®* Relzzs??t%tr:gic;lc* EtBr CIP

Sem IE +TZ +VER Sem IE +TZ +VER
DSM21284T MSSP - 1 0,03 ({32) 0,03 (132) 0,125 0,125 0,125
BI1OS-V11 MSSP - 1 0,125 (|8) 0,03 (32) 0,06 0,06 0,06
B1OS-V106 MSSP - 1 0,25 (14) 0,06 (116) 0,25 0,25 0,25
B10OS-V225 MSSP - 1 0,5 0,125 (8) 0,125 0,125 0,125
B10S-V10 MSSP - 1 0,25 (14) 0,125 (|8) 0,06 0,06 0,06
B1OS-V211 MSSP - 1 0,25 (14) 0,06 (116) 0,25 0,125 0,25
B10S-V48 MSSP - 0,5 0,125 (14) 0,015 (32) 0,25 0,06 (4) 0,06 (14)
B10S-V90 MSSP - 1 0,125 (|8) 0,06 (116) 0,25 0,125 0,25
B10OS-V230 MSSP - 1 0,06 (16) 0,03 (32) 0,06 0,06 0,06
B10S-V231 MSSP - 2 0,25 (18) 0,125 (}16) 0,125 0,06 0,125
B10S-V15 MSSP - 2 0,125 (18) 0,06 (116) 0,125 0,125 0,125
B10S-V65 MSSP - 2 0,125 (]16) 0,03 ({64) 0,25 0,25 0,25
B10OS-V120 MSSP - 1 0,06 (}16) 0,03 (32) 0,06 0,06 0,06
B10OS-V212 MSSP - 2 0,25 (|8) 0,06 ({32) 0,125 0,06 0,06
BI1OS-V79 MSSP - MDR 1 0,125 (|8) 0,03 (132) 0,125 0,125 0,125
BI1OS-V136 MSSP - MDR 1 0,125 (|8) 0,03 (32) 0,25 0,125 0,25
BI1OS-V175 MSSP - MDR 1 0,06 (}16) 0,03 (32) 0,06 0,06 0,06
B1OS-V164 MSSP - MDR 1 0,125 (|8) 0,06 (|16) 0,125 0,06 0,06
B10S-V96 MSSP - MDR 1 0,06 (16) 0,06 ({16) 1 0,5 0,5
B10S-V242 MSSP - MDR 2 0,06 (32) 0,03 ({64) 1 1 0,5
B10S-V39 MSSP - MDR 2 0,125 (]16) 0,03 (164) 1 0,25 ({4) 0,5
B10S-V190 MSSP - MDR 0,5 0,03 (}16) 0,03 (16) 0,06 0,06 0,06
B1OS-V218 MSSP - MDR 1 0,25 (14) 0,125 (|8) 0,25 0,06 ({4) 0,25
B10S-V68 MSSP - MDR 1 0,06 (16) 0,03 ({32) 0,5 0,5 0,5
B10S-V84 MSSP  CIP, ENR MDR 1 0,06 (116) 0,06 (116) 8 8 8
B10S-V101 MSSP  CIP(l), ENR(I) MDR 1 0,06 (|16) 0,06 (116) 2 2 2

AMRSP: S. pseudintermedius resistente & meticilina; MSSP: S. pseudintermedius suscetivel & meticilina; °2CIP: ciprofloxacina; MOX: moxifloxacina; ENR: enrofloxacina (1): resisténcia intermédia; ---: sem resisténcias
fenotipicas; ° MDR: multidrug-resistance; --- ndo MDR,; 9EtBr: brometo de etideo; CIP: ciprofloxacina; IE: inibidor de efluxo; TZ: tioridazina; VER: verapamil; Os valores a sombreado correspondem a CMIs que
decresceram pelo menos %2 da CMI inicial na presenca do inibidor de efluxo, nestes casos, indica-se em paréntesis o decréscimo da CMI em relacéo ao valor estabelecido na auséncia de inibidor. Os inibidores VER e TZ
foram utilizados a concentracBes sub-inibitorias, 400 mg/L e 12,5 mg/L, respetivamente. * Dados obtidos por Morais et al. [112].
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Tabela 16. (Continuacao)

" CMI (mg/L)4
Estirpe I\I\ZISRSSPF;{ Perfil de Resisténcia a FQ®* Rgs?gt%tr:g&* EtBr CIP

Sem IE +TZ +VER Sem IE +TZ +VER
B10S-V29 MRSP® - 1 0,03 ({32) 0,03 ({32) 0,125 0,125 0,125
B10S-V26 MRSP - MDR 0,5 0,06 (18) 0,03 (|16) 0,25 0,125 0,125
B1OS-V119 MRSP - MDR 0,5 0,06 (18) 0,015 (32) 0,25 0,25 0,25
BIOS-V7 MRSP - MDR 1 0,06 (|16) 0,03 (32) 1 1 1
B10S-V127 MRSP - MDR 2 0,25 (18) 0,03 (|64) 1 1 1
BI1OS-V276 MRSP - MDR 4 0,5 (18) 0,125 (]32) 1 0,5 0,5
B10S-V122 MRSP® - MDR 1 0,125 (18) 0,06 (116) 1 0,5 1
B10OS-V217 MRSP - MDR 1 0,06 (|16) 0,03 (32) 0,25 0,125 0,125
B1OS-V105 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 1 0,125 (18) 0,06 (116) 64 32 32
BI1OS-V179 MRSP  CIP, MOX(I), ENR(I) MDR 1 0,06 ({16) 0,125 (48) 4 2 4
B1OS-V213 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 1 0,125 (18) 0,125 (8) 64 32 64
BI1OS-V52 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 2 1 0,25 (18) 64 32 64
B10S-V302 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 2 0,5(l4) 0,25 (18) 64 32 64
B10S-V228 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 1 0,125 (18) 0,125 (8) 64 32 32
B10S-V64 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 2 1 0,25 (18) 64 64 64
B10S-V240 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 4 1(14) 0,125 (132) 64 32 64
B10S-V40 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 4 0,5(18) 0,25 (|16) 64 32 64
B10S-V207 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA(I) MDR 2 0,5(14) 0,25 (18) 64 64 64
B10S-V224 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 1 0,125 (18) 0,125 (18) 64 64 64
B10S-V270 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 1 0,25 (14) 0,125 (|8) 32 16 32
B10S-V280 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 4 0,25 (}16) 0,25 (|16) 64 32 64
B10S-V143 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 2 0,5(14) 0,5(14) 64 32 32
B10S-V292 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 1 0,125 (|8) 0,125 (18) 32 32 32
BI1OS-V97 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 1 0,25 (14) 0,125 (|8) 64 32 32
B10S-V144 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 2 1 0,5(14) 64 32 32
B10S-V227 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 1 0,125 (18) 0,06 (/8) 32 32 32
B1OS-V264 MRSP  CIP, MOX, ENR, PRA MDR 4 1(l4) 0,25 (116) 64 32 64

AVIRSP: S. pseudintermedius resistente & meticilina; MSSP: S. pseudintermedius suscetivel a meticilina; °2CIP: ciprofloxacina; MOX: moxifloxacina; ENR: enrofloxacina (I): resisténcia intermédia; ---: sem resisténcias
fenotipicas; °MDR: multidrug-resistance; - nfio MDR; %EtBr: brometo de etideo; CIP: ciprofloxacina; IE: inibidor de efluxo; TZ: tioridazina; VER: verapamil; Os valores a sombreado correspondem a CMiIs que decresceram
pelo menos 4 da CMI inicial na presenca do inibidor de efluxo, nestes casos, indica-se em paréntesis o decréscimo da CMI em relago ao valor estabelecido na auséncia de inibidor. Os inibidores VER e TZ foram utilizados
a concentragBes sub-inibitdrias, 400 mg/L e 12,5 mg/L,, respetivamente. * Dados obtidos por Morais etal. [112].
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Na Figura 7 encontra-se representada a distribuicdo dos valores de CMIgtgr, na
auséncia e presenga de IEs, para os isolados MSSP estudados.
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Figura 7. Comparagéo do efeito dos inibidores VER e TZ na diminui¢cdo da CMIewr em isolados
MSSP (n=25). Os dois inibidores foram usados a concentra¢des sub-inibitdrias, 400 mg/L e 12,5 mg/L,
respetivamente.

Neste trabalho, considerou-se que um efeito do IE indicativo de inibi¢&o de efluxo
correspondendo ao decréscimo da CMI de um composto (EtBr ou CIP) na sua presenca
para, pelo menos, ¥ do valor inicial da CMI para o composto. Assim, em relacdo ao EtBr
e para 0s 25 isolados MSSP da colecdo, verificou-se um decréscimo da CMIgwr em 96%
(24/25) dos isolados na presenca do inibidor TZ e em 100% (25/25) dos isolados na
presenca de VER. Na grande maioria dos casos (21/25 isolados, 84%), verificou-se maior
eficacia inibitoria pelo VER, com redugdes de CMIgws, entre 8 a 64 vezes, em comparagao

com TZ, que promoveu redugdes de CMIewr entre 2 a 32 vezes (Tabela 16, Fig.7).

N&o se verificou uma diferenca acentuada do efeito inibitério dos IEs entre

isolados MSSP com ou sem fenétipo MDR.
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Na Figura 8 encontra-se representada a distribuicdo dos valores de CMIgtgr, na

auséncia e presenga de IEs, para os isolados MRSP estudados.
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Figura 8. Comparacéo do efeito dos inibidores VER e TZ na diminui¢cdo da CMIewr em isolados
MRSP (n= 27). Os dois inibidores foram usados a concentrag¢des sub-inibitdrias, 400 mg/L e 12,5 mg/L,
respetivamente.

Verificou-se um decréscimo significativo da CMIgsr (para pelo menos ¥ do valor
original) em 100% (27/27) dos isolados MRSP com os dois IE testados. O inibidor VER
demonstrou, para todos os isolados, igual ou maior eficacia, promovendo reducbes da
CMIgwmrentre 4 a 64 vezes, enquanto o inibidor TZ, promoveu diminui¢do da CMIgwr em
74% (20/27) dos isolados MRSP, com reducdes entre 2 a 32 vezes (Tabela 16, Fig.8).

No geral, verificou-se que o efeito dos IE foi mais eficaz na diminuicdo da CMIggr
inicial nos isolados MSSP em comparacdo com os isolados MRSP. Nos isolados com
CMIesr mais elevadas (2-4 mg/L), verificou-se uma diminui¢do da CMIgts: entre 16 a 64
vezes com o inibidor VER e de 4 a 32 vezes com o inibidor TZ. Para os restantes isolados
(nos quais a CMIga: inicial variou entre 0,5 e 1 mg/L), o efeito dos inibidores reduziu a

CMIem: até 8 a 64 vezes na presenca de VER e 4 a 32 vezes na presenca de TZ.

De um modo geral, o efeito dos inibidores de efluxo na CMIgw: inicial ndo
permitiu estabelecer uma relagéo entre a CMIgwr inicial mais elevada (CMIetwsr = 4 mg/L)
e um efeito mais pronunciado dos IE. Os dados apresentados sugerem a presenca
de niveis consideraveis de atividade de efluxo em todos os isolados, através dos resultados

obtidos para o EtBr, tendo em conta que para todos se verificou um decréscimo para pelo
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menos ¥ da CMIgw, inicial na presenca de pelo menos um dos inibidores de efluxo

estudados.
3.5.3. Detecédo dos genes plasmidicos gacA/B e smr

A presenca dos genes gqacA/B e smr, que codificam para as bombas de efluxo
plasmidicas QacA/B e Smr, respetivamente, e que estdo associadas a suscetibilidade
reduzida a biocidas e ao EtBr, foi pesquisada inicialmente no grupo de 52 isolados em
estudo e posteriormente estendida a colecdo inicial de 157 isolados de S.
pseudintermedius associados a SSTIs em animais de companhia, existentes no laboratério
de Microbiologia Médica do IHMT/UNL.

Ndo se detetaram o0s genes gacA/B ou smr para nenhum dos 157 S.
pseudintermedius testados. Na Figura 9 sdo apresentados dois dos resultados obtidos,
onde apenas se verificou amplificacdo dos fragmentos pesquisados para as estirpes
controlo S. aureus SM39 e SM52, respetivamente.

a . i b
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de amplificagdo de um fragmento interno
ao gene gacA/B (a) e ao gene smr (b). M: Marcador 100 bp DNA Ladder Plus Gene Ruler; A: Controlo
positivo S. aureus SM39; B: Controlo negativo ATCC®25923™; C: Controlo negativo da reacéo (H.0O);
D: BIOS- V15; E: BIOS-V65. B) M: Marcador 100 bp DNA Ladder Plus Gene Ruler; A: Controlo positivo
S. aureus SM52; B: Controlo negativo ATCC®25923™; C: Controlo negativo da reagéo (H.0); D: BIOS-
V68; E: BIOS- V218.
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3.6. Anélise dos mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas: Efluxo vs

mutacdes no alvo
3.6.1. Efeito dos inibidores de efluxo na CMI da CIP

Em relagdo ao efeito dos inibidores de efluxo na CMI da ciprofloxacina, também
se verificou um efeito significativo no decréscimo da CMIcr (para pelo menos % do valor
original) na presenca dos les. Em relacéo aos isolados MSSP a distribui¢do dos valores

de CMlcip na auséncia e na presenca dos les estudados, encontra-se representada na

Figura 10.
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Figura 10. Comparacéo do efeito dos inibidores de efluxo em estudo na diminuicdo da CMIcir em
isolados MSSP (n=25) Valor de breakpoint para a CIP: CMI < 1 mg/L (Suscetivel, linha a tracejado);
CMI= 2 mg/L (Intermédio) ; CMI > 4 mg/L (resistente) [109]. Os dois inibidores, verapamil (VER) e
tioridazina (TZ), foram usados a concentragdes sub-inibitérias, 400 mg/L e 12,5 mg/L, respetivamente.

Nos isolados MSSP, foi verificado um decréscimo significativo da CMIcip (para
pelo menos ¥ do valor original) na presenca de TZ em 12% (3/25) dos isolados, e num
deles verificou-se também a sua diminuicdo na presenca de VER. Em 7 isolados
verificou-se uma redugdo para 1/2 da CMlcie inicial na presenca do inibidor TZ e/ou do

inibidor VER (4 isolados). Os restantes 15 isolados ndo sofreram reducdo da CMicip
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inicial com nenhum dos IE estudados. De um modo geral, verificou-se uma maior

capacidade de diminuicdo do efluxo pelo inibidor TZ.

Para os isolados MRSP a distribuicdo dos valores de CMlIci, encontra-se

representada na Figura 11 na auséncia e presenca dos IEs estudados.
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Figura 11. Comparacéo do efeito dos inibidores de efluxo em estudo na diminui¢cdo da CMlcip em
isolados MRSP (n=27). Valor de breakpoint para a CIP: CMI < 1 mg/L (Suscetivel, linha a tracejado);
CMI = 2 mg/L (Intermédio); CMI > 4 mg/L (resistente) [109]. Os dois inibidores foram usados a
concentragdes sub-inibitdrias, 400 mg/L e 12,5 mg/L, respetivamente.

N&o se verificou decréscimo significativo da CMlcip (para pelo menos ¥ do valor
original) em nenhum dos isolados MRSP, tanto na presenca de TZ como de VER, como

representado na Figura 11.

No geral para os isolados MRSP, e apesar de ndo ser considerado um decréscimo
significativo da CMlcyp inicial, verificou-se uma reducdo para 1/2 da CMlce inicial em
cerca de 66% dos isolados (18/27), sendo que 18 isolados apresentaram diminuicdo da
CMiIcp na presenca do inibidor TZ e desses, 8 isolados também apresentaram reducéo da
sua CMlcie inicial na presenga de VER. Os restantes 9 isolados ndo sofreram qualquer

alteracéo.

Desta forma, apenas se detetou uma atividade de efluxo significativa para trés

isolados, todos eles MSSP e suscetiveis a CIP. No entanto, todos os isolados
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fenotipicamente resistentes a ciprofloxacina e a outras fluoroquinolonas, revelaram
CMlcip > 4 mg/L. Para compreender melhor o(s) mecanismo(s) de resisténcia as
fluoroquinolonas nestes isolados, foi realizada a analise de possiveis mutacdes na regiao
QRDR dos genes grlA e gyrA, codificantes para os alvos celulares destes antibioticos
(Tabela 17, pagina 45).

3.6.2. Detecdo de mutacgdes que conferem resisténcia a fluoroquinolonas

Da colecdo de 52 S. pseudintermedius em estudo, selecionaram-se 42 isolados,
com base no seu perfil de suscetibilidade a CIP, para rastreio de muta¢des no cromossoma
frequentemente associadas a resisténcia a fluoroquinolonas em Staphylococcus spp.,
nomeadamente as mutagdes que ocorrem na regido QRDR dos genes grlA e gyrA. Os 42
S. pseudintermedius selecionados englobam 21 isolados suscetiveis, 1 isolado com

resisténcia intermédia e 20 isolados resistentes a CIP.

Para a detecdo de possiveis mutacGes, foi amplificado por PCR um fragmento
interno dos genes de interesse, que compreende a regido QRDR de cada um dos genes.
Na Figura 12, sdo apresentados alguns dos produtos de amplificacdo por PCR obtidos

para 0s genes grlA e gyrA, respetivamente.

1500 pb — 1500 pb —

500 pb — 500 pb —

292 pb
250 pb — 250 pb — —261pb

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de amplificagdo de um fragmento
interno ao gene grlA (a) e ao gene gyrA (b). M: Marcador 1kb Plus DNA Ladder Gene Ruler; A: Controlo
positivo S. pseudintermedius DSM21284T; B: Controlo Negativo (H20); C: BIOS-V48; D: BIOS- V65.
E: BIOS- V122; F: BIOS- V127.

Os produtos de amplificagdo foram depois purificados, sequenciados e analisados,
tendo por referéncia a estirpe S. pseudintermedius DSM212847, suscetivel as

fluoroquinolonas. No total, dos 43 isolados analisados (42 isolados da coleg&o e a estirpe
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tipo S. pseudintermedius DSM21284T7), 27 apresentaram mutagdes na regido QRDR dos

genes grlA e/ou gyrA, em seis combinacgdes diferentes ao nivel da proteina (Tabela 17).

Tabela 17. Relacdo entre a presenga de mutagdes na regido QRDR de grlA e gyrA e perfil de
resisténcia a fluoroquinolonas para um conjunto de 43 S. pseudintermedius.

Estirpe Perfil de Resisténcia a FQ? CMlcie (mg/L)  Mutages na regiio QRDRP
GrlA GyrA
DSM21284T  --- 0,125 s.m. s.m.
BIOS-V10 0,06 s.m. s.m.
BIOS-V11 0,06 s.m. s.m.
BIOS-V15 0,125 s.m. s.m.
BIOS-V29 0,125 s.m. s.m.
BIOS-V164 0,125 s.m. s.m.
BIOS-V225 0,125 s.m. s.m.
BIOS-V231 0,125 s.m. s.m.
BI1OS-V48 0,25 s.m. s.m.
BIOS-V65 0,25 s.m. s.m.
BIOS-V106 0,25 s.m. s.m.
BIOS-V119 0,25 s.m. s.m.
BIOS-V218 0,25 s.m. s.m.
BIOS-V136 0,25 s.m. s.m.
BIOS-V217 0,25 s.m. s.m.
BIOS-V7 1 s.m. s.m.
BIOS-V212 0,125 Ser80lle s.m.
BIOS-V39 1 Ser80lle s.m.
BIOS-V122 1 Ser80lle s.m.
BIOS-V127 1 Ser80lle s.m.
BIOS-V242 1 Ser80lle s.m.
BIOS-V276 1 Asp84Gly S.M.
BIOS-V101  CIP(l), ENR(I) 2 Ser80Arg Asp83Asn
BIOS-V179  CIP, MOX(I), ENR(I) 4 Asp84Asn Ser84Leu
BIOS-V84 CIP, ENR 8 Asp84Gly Ser84Leu
BIOS-V270 CIP, MOX, ENR, PRA 32 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V227 CIP, MOX, ENR, PRA 32 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V292 CIP, MOX, ENR, PRA 32 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V40 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V52 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V64 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V97 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V105 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V143 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V144 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V207 CIP, MOX, ENR, PRA(I) 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V213 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V224 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V228 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V240 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V264 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V280 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
BIOS-V302 CIP, MOX, ENR, PRA 64 Ser80lle Ser84Leu
aCIP: ciprofloxacina; MOX: moxifloxacina; ENR: enrofloxacina (I): resisténcia intermédia; ---: sem

resisténcias fenotipicas; s.m.: sem mutagéo identificada na regido QRDR; Ser: serina; Leu: leucina; Asp:
acido aspartico; Asn: asparagina; lle: isoleucina; Gly: glicina; Arg: arginina.
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A maioria dos isolados apresentou uma mutacdo em GrlA e uma mutacdo adicional
em GyrA. O padrdo mais comum, detetado em 18 isolados, corresponde as mutacdes
Ser80lle/Ser84Leu em GrlA e GyrA, respetivamente. Foram ainda detetados os padrdes
Asp84Gly/Ser84Leu (um isolado),  Ser80Arg/Asp83Asn  (um isolado),
Asp84Asn/Ser84Leu (um isolado) e seis isolados com uma Unica mutacdo em GrlA;

Ser80lle (cinco isolados) ou Asp84Gly (um isolado).

Todos os isolados resistentes a fluoroguinolonas apresentam um dos padrfes de
mutacdes acima descritas consistindo numa mutacdo em cada alvo, maioritariamente
Ser80lle/Ser84Leu, Asp84Asn/ Ser84Leu ou Asp84Gly/Ser84Leu. O isolado V101, com
perfil de suscetibilidade intermédia a CIP e ENR, apresenta as mutacdes
Ser80Arg/Asp83Asn em GrlA e GyrA, respetivamente.

De referir os isolados V122, V127, V212, V242 e V39, que apesar de apresentarem
um perfil de suscetibilidade a fluoroquinolonas, possuem uma mutagéo na regido QRDR
de GrlA (Ser80lle) e o isolado V276, que apresenta mutacdo na regido QRDR de GrlA
(Asp84Gly). Os restantes 15 isolados, com fendtipo de suscetibilidade as
fluoroquinolonas, ndo apresentaram qualquer mutacao na regidao QRDR de GrlA ou GyrA
(Tabela 17)
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4. Discussao

A espécie S. pseudintermedius coloniza a pele e as mucosas de animais de companhia,
maioritariamente cdes. E também um agente patogénico oportunista, constituindo cerca
de 90% dos isolados Staphylococcus spp. recolhidos de cdes com pioderma canino, sendo
uma importante causa de morbilidade nestes animais [20]. Apesar de raras, ja foram
descritas infecGes em humanos causadas por S. pseudintermedius, demonstrando o
potencial zoonoético desta espécie [40-56]. O tratamento das infe¢fes causadas por S.
pseudintermedius tem-se tornado cada vez mais desafiante devido a emergéncia e
disseminacdo de varios mecanismos de resisténcia a antibiéticos e a outros agentes
antimicrobianos como os biocidas, contribuindo para o aumento de infecdes recorrentes,

para a morbilidade e mortalidade em animais de companhia [41-44].

As bombas de efluxo tém a capacidade de extrusar compostos antimicrobianos,
como antibidticos e biocidas. Apesar de ja terem sido identificados multiplos sistemas de
efluxo com potencial de contribuir para a resisténcia a antibidticos e outros compostos
antimicrobianos em estafilococos [66], ainda s@o escassos 0s estudos que avaliam a

contribuicéo do efluxo para a resisténcia aos antimicrobianos em S. pseudintermedius.

Nesta Dissertacdo, pretendemos estudar a contribuicao do efluxo para a resisténcia
de S. pseudintermedius a compostos antimicrobianos, em particular as fluoroquinolonas.
Para tal, estudou-se um conjunto de 52 S. pseudintermedius, associados a SSTIs em
animais de companhia, recolhidos de dois laboratorios de diagndstico veterinario do
distrito de Lisboa, Portugal. Este conjunto € representativo dos diferentes fenétipos de
resisténcia as fluoroquinolonas e outros antibidticos identificados numa cole¢do mais
ampla que engloba um total de 157 isolados de S. pseudintermedius, onde se verificou
que 46% dos isolados sdo MDR e que 96% dos isolados MDR sdo MRSP. Em relacédo a
resisténcia as fluoroquinolonas, verificou-se que 24,2% dos isolados sdo resistentes a
ciprofloxacina, 23,5% a enrofloxacina, 22,9% a moxifloxacina e 20,4% a pradofloxacina.
[112].

Um dos maiores problemas associados a resisténcia aos antibioticos em medicina
veterinaria, prende-se com o facto das opc¢es terapéuticas serem bastante limitadas para
0s microrganismos multirresistentes, sendo necessario o recurso a antibioticos utilizados

exclusivamente para tratamento humano (7, 64).
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A primeira abordagem utilizada nesta Dissertagéo baseia-se no uso do EtBr como
marcador de atividade de efluxo, uma vez que € substrato da maioria dos sistemas de
efluxo MDR de estafilococos [66, 72, 73, 89, 98, 91, 101], tendo-se avaliado a
suscetibilidade a este composto na colecdo em estudo. Para tal, foi determinada a CMIgtzr,
ja que vérios estudos tém demonstrado que o seu aumento esta associado a atividade de

efluxo aumentada.

Os valores obtidos pela determinagdo da CMIgwr foram também utilizados para a
determinacéo do valor de cut-off para o EtBr, o qual possibilitou a separacéo da populagéo
WT, desprovida de mecanismos de resisténcia adquirida ao EtBr, da populagdo NWT
[99]. A avaliacdo da distribuicdo de valores da CMIgwr € posterior calculo do valor de
cut-off para identificacdo da populacdo NWT para o EtBr, é uma estratégia anteriormente
aplicada a outros estafilococos como S. epidermidis [113] e S. aureus [114, 115]. Nestas
espécies, a sua aplicacdo permitiu identificar isolados categorizados como NWT,
transportando bombas de efluxo associadas a extrusdo de EtBr. Esta abordagem néo tinha
sido ainda aplicada a S. pseudintermedius, ndo se conhecendo a partida a variacdo das
CMiIgwer para esta espécie. Os resultados obtidos permitiram estabelecer um valor de corte
COwr de 8 mg/L, com base no qual, isolados de S. pseudintermedius com valores de
CMIgwr < 8 mg/L sdo considerados como WT, enquanto isolados com CMIgwr acima
desse valor séo classificados como NWT (CMlewr > 8 mg/L). A aplicagéo deste valor de
corte a colegdo estudada revelou que todos os isolados apresentam CMIgwr < 8 mg/L,
sendo classificados como pertencentes a populacdo WT. Apesar da auséncia de uma
populacdo NWT, destacam-se cinco isolados que apresentaram o valor maximo de

CMiIgtwsr observado, 4 mg/L. Estes sdéo MRSP e apresentam igualmente fendtipo MDR.

Em estafilococos, varias bombas de efluxo podem mediar a extrusdo do EtBr,
incluindo as bombas plasmidicas QacA/B e Smr. Desta forma, pesquisou-se a presenca
dos respetivos genes (gacA/B e smr) no grupo de 52 isolados selecionados, tendo-se
posteriormente estendido a pesquisa a toda a colecdo de 157 S. pseudintermedius
disponivel no laboratorio. Verificou-se que nenhum dos isolados apresentou qualquer um
destes trés genes plasmidicos. Este foi um resultado inesperado, ja que a presenca destes
genes tem sido reportada tanto em MRSP como em MSSP [74, 75, 79, 116]. Num estudo
realizado por Couto et al., detetaram-se dois S. pseudintermedius com 0s genes gacA
(n=1) e gacB (n=1), num total de 20 isolados MSSP recolhidos na regido de Lisboa [79].

Worthing et al., em 2018, também verificaram a presenca de genes gac, nomeadamente
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gacG (n=8, MRSP), gacJ (n=15, MRSP e n=1, MSSP) e smr (n=2, MRSP), num total de
108 S. pseudintermedius recolhidos em Sydney, Australia [75]. Walker et al., em 2020,
conduziram uma investigacdo nos EUA, onde 74% dos isolados em estudo continham um
ou mais genes gac [74]. No entanto, num outro estudo conduzido por Nobuo et al., em
2013, no Japéo, numa colecgéo de 100 S. pseudintermedius ndo foi identificado qualquer
gene de resisténcia a biocidas [116]. Assim, podemos concluir que a frequéncia de genes
gac, em isolados MSSP ou MRSP, pode depender da localizacdo geogréafica de recolha

dos isolados, entre outros fatores.

A auséncia de genes que codificam para as bombas de efluxo gac, codificadas em
plasmideos, e que estdo geralmente associadas a valores de CMIgwr mais elevados [98]
pode explicar o facto de ndo ter sido detetada, nesta colecdo, uma populacdo NWT para
o EtBr.

Para complementar a avaliacdo da presenca de atividade de efluxo nesta colecéo,
foi determinada a CMIgwr na presenca dos inibidores de efluxo VER e TZ, tendo-se
observado a diminui¢cdo da CMIgsr na presenca de IEs, indicando a presenca de atividade
de efluxo e uma contribuicdo do efluxo nos niveis de suscetibilidade a este composto.
Verificou-se uma diminuicdo da CMI inicial de 2 a 32 vezes na presenca de TZ e/ou 4 a
64 vezes na presenca de VER, tendo este ultimo demonstrado uma maior capacidade
inibitoria de efluxo. Assim, os resultados obtidos sugerem que S. pseudintermedius pode

mediar resisténcia ao EtBr e outros compostos antimicrobianos por efluxo.

No entanto, a atividade de efluxo detetada parece advir de sistemas de efluxo
cromossémicos, 0s quais poderdo ter adicionalmente o potencial de extrusdo de
antibidticos como as fluoroquinolonas. De facto, é possivel que em S. pseudintermedius
a extrusao de EtBr, a semelhanca do observado para outros substratos de bombas de
efluxo, como a clorexidina ou QACs, seja mediada por bombas de efluxo cromossdmicas,
cuja atividade esta associada a pequenos incrementos de CMI [86, 98], ndo permitindo
muitas vezes diferenciar populacdes WT e NWT.

Em S. aureus, vérias destas bombas de efluxo MDR cromossémicas tém sido
implicadas na extrusdo de fluoroquinolonas, biocidas e corantes quando sobre-expressas
[85-91]. Num estudo conduzido por Huet et al., foi possivel demonstrar que a pressao
exercida por biocidas resulta num aumento da resisténcia a outros compostos, pela sobre-

expressao de genes que codificam para as bombas de efluxo NorA, NorB, NorC, MepA
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e MdeA [87]. Noutro estudo, conduzido por Costa et al., foi possivel demonstrar que a
exposicdo de uma estirpe suscetivel, como a estirpe S. aureus ATCC®25923™, a
concentragdes sub-inibitorias ou inibitorias de agentes como o biocida cetrimida,
promoveu a resisténcia cruzada a fluoroquinolonas, revelando o potencial dos biocidas
como agentes de pressdo seletiva para o aparecimento de resisténcia a fluoroguinolonas
[91].

Também S. epidermidis revelou potencial para desenvolver fendétipos de
resisténcia mediados por sistemas de efluxo apds exposicdo a compostos nao antibidticos
que séo substratos de bombas de efluxo MDR. No estudo conduzido por Costa et al., foi
possivel demonstrar o papel da bomba de efluxo NorA na suscetibilidade reduzida de S.
epidermidis a biocidas e fluoroquinolonas como a ciprofloxacina e norfloxacina [117].
Até a0 momento a Unica bomba de efluxo identificada no cromossoma de S.
pseudintermedius é NorA [8], que podera estar a contribuir para a atividade de efluxo
detetada na colecdo de S. pseudintermedius estudada. Uma vez que esta sobre-expressédo
pode estar associada a mutacdes na regido promotora de norA [66], a eventual
contribuicdo de NorA para os fendtipos observados poderia ser verificada por
sequenciacdo desta regido. Poder-se-ia também avaliar o nivel de expressdo de norA
através de ensaios de RT-qPCR [66]. Um estudo mais aprofundado é importante para
identificar e caracterizar outras bombas de efluxo cromossémicas que possam estar

envolvidas no aumento da capacidade de efluxo de S. pseudintermedius.

Uma vez que o efluxo esta igualmente implicado na resisténcia a fluoroquinolonas
em estafilococos, nesta Dissertacdo avaliou-se também o papel do efluxo na resisténcia a
esta classe de antibio6ticos. Dados da EMA, que reportam ao ano de 2018, indicam que as
fluoroguinolonas sdo a terceira classe de antibiéticos mais consumida em Portugal para a
terapéutica de animais de companhia [118]. Estes dados sdo concordantes com o facto de
a enrofloxacina ser o antibiotico mais prescrito em Portugal para o tratamento de

foliculites e pioderma canino [119].

Nesta Dissertacdo, utilizou-se a ciprofloxacina como molécula reporter para a
atividade de efluxo e niveis de resisténcia as FQ. Para além de ser a molécula
habitualmente utilizada nestes estudos, a ciprofloxacina corresponde a um metabolito
ativo da fluoroquinolona enrofloxacina [120, 121]. Foi realizado o calculo da CMlcip com

e sem os inibidores de efluxo TZ e VER. Os resultados da CMIcp variaram entre 0,06-
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64 mg/L, e foram concordantes com fenotipo de resisténcia a fluoroguinolonas
previamente estabelecido por difusdo em disco. Na presenca dos dois IEs (VER e TZ),
apenas se verificou diminuigéo significativa da CMIcip em trés isolados (5,7%), todos
eles com fenotipo de suscetibilidade a CIP e MSSP. Na Tabela seguinte séo detalhados

os resultados obtidos para estes trés isolados (Tabela 18).

Tabela 18. Isolados de S. pseudintermedius com diminui¢do da CMlIcie na presenca de inibidores de
efluxo.

MutacGes na
_ CMiIe? CMilcipP _
Estirpe regido QRDR®
Sem IE +TZ +VER Sem IE +TZ +VER GrlA  GyrA
BI1OS-V39 2 0,125({16)  0,03(164) 1 0,25(14) 0,5({2) Ser80lle s.m.
B1OS-Vv48 0,5 0,125({4) 0,015(}32) 0,25 0,06({4) 0,06((4) s.m. s.m.

BIOS-V218 1 025(14) 0,125(}8) 025 0,06(]4) 025 sm.  sm.

3EtBr: brometo de etideo; IE: inibidor de efluxo; TZ: tioridazina; VER: verapamil. °CIP: ciprofloxacina.
°Ser: serina; lle: isoleucina; s.m.: sem mutacéo identificada na regido QRDR.

Destes trés isolados evidenciando diminuicdo significativa da CMlIcyp inicial na
presenca de, pelo menos um dos IE em estudo, apenas o isolado com resisténcia
intermédia a CIP, BIOS-V39, apresenta uma mutacdo na regido QRDR de GrlA
(Ser80lle). Para os outros dois isolados ndo foi encontrada nenhuma mutacéo, revelando
uma possivel atividade de efluxo basal e o potencial de emergéncia de resisténcia as
fluoroguinolonas pela exposicdo a estes antibidticos e sobre-expressdo de sistemas de

efluxo.

Apesar do papel do efluxo em S. pseudintermedius estar pouco aprofundado,
varios estudos, com particular incidéncia em S. aureus, S. epidermidis, Escherichia coli
e Mycobacterium tuberculosis, tém fornecido dados que apoiam a premissa de que 0
efluxo desempenha um papel importante na emergéncia de resisténcia a antimicrobianos
[91, 113-115, 117]. Em particular, j& foi demonstrada uma associagdo entre a sobre-
expressdo de bombas de efluxo e a suscetibilidade reduzida a fluoroquinolonas [72, 122,
123].

No entanto, e a semelhanca do observado em S. aureus, sabe-se que em S.
pseudintermedius a resisténcia a fluoroquinolonas esta maioritariamente relacionada com
a ocorréncia de mutagdes nas regides QRDR dos genes alvo grlA/B e gyrA/B [96, 115,

122]. Estas mutacGes estdo associadas a elevados niveis de resisténcia, ndo permitindo
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uma avaliacdo real da contribuicdo do efluxo, j& que a presenca de mutacdo ndo permite

detetar a reducao dos valores de CMI por estes compostos [66].

De acordo com a literatura, em S. aureus, mutacdes na regido QRDR de grlA sdo
0 mecanismo primario de resisténcia a fluoroquinolonas [94, 122-124]. Em consequéncia,
isolados clinicos de S. aureus resistentes a fluoroquinolonas com mutagdes apenas no
gene gyrA sdo pouco frequentes. No entanto, isolados com uma Gnica mutagdo em grlA,
e que apresentam geralmente suscetibilidade reduzida a fluoroquinolonas, como o isolado
B10S-V39 (Tabela 18), adquirem rapidamente uma segunda mutacdo em gyrA, tornando-
se assim isolados com alto nivel de resisténcia [66, 122-125].

A resisténcia a fluoroquinolonas em S. pseudintermedius isolados de animais de
companhia, com ou sem doengas dermatoldgicas subjacentes, é consideravel. Em 2016,
num estudo realizado por Couto et al.,, com o intuito de avaliar a percentagem de
resisténcias antimicrobianas em Staphylococcus spp., demonstrou uma prevaléncia de 8,1
a 9,2% de S. pseudintermedius com resisténcia a cada uma das fluoroquinolonas em
estudo, incluindo a ciprofloxacina (9,2%). Para além disso, 39% destes S.
pseudintermedius eram MDR [34]. Este estudo verificou ainda um aumento da
prevaléncia de resisténcia a diversas classes de antibidticos, incluindo as
fluoroquinolonas, ao longo de 16 anos (1999 e 2014) [34].Varios estudos em S. aureus
sugerem que as fluoroquinolonas tém exercido presséo seletiva para a disseminagéo de
linhagens clonais com fendtipos de multirresisténcia [66, 124, 125]. De forma similar, a
resisténcia as fluoroquinolonas poderd apresentar o potencial de promover o
aparecimento e disseminacdo de linhagens multirresistentes em S. pseudintermedius,
como a linhagem clonal ST71 [34, 126].

Da colecéo inicial de 157 S. pseudintermedius, 24,2% (n=38) tinha um fenotipo
de resisténcia a pelo menos uma das fluoroquinolonas estudadas (CIP, ENR, MOX e/ou
PRA) [112]. Desta forma, foi feita a pesquisa de mutacdes nos genes alvo, grlA e gyrA.
Esta pesquisa foi realizada em 42 dos 52 isolados em estudo (20 isolados resistentes a
CIP, um isolado com resisténcia intermedia a CIP e 21 isolados suscetiveis a CIP) e na

estirpe referéncia S. pseudintermedius DSM21284T, como representado na Figura 13.
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Figura 13 Gréfico representativo das mutagdes encontradas na regido QRDR de GrlA e GyrA dos S.
pseudintermedius em estudo e sua relacdo com valores de CMlIcie. Mutaces em GrlA: Ser80lle,
Asp84Asn; Ser80Arg, Asp84Gly; Mutaces em GyrA: Ser84Leu, Asp83Asn. Ser: serina; Leu: leucina;
Asp: &cido aspartico; Asn: asparagina; lle: isoleucina; Gly: glicina; Arg: arginina; s.m.: nenhuma mutacéao
identificada nas regides QRDR de GrlA ou GyrA.

Através da analise do perfil de mutacdes da regido QRDR de GrlA e GyrA e do
valor de CMlcp, verifica-se que nos isolados para 0s quais ndo foi detetada nenhuma
mutacdo, a CMlcie variou entre 0,06-1 mg/L; nos isolados que apresentam apenas
mutacdo na regido QRDR de GrlA, a CMIcip variou entre 0,125-1 mg/L; nos isolados que
apresentaram uma mutacao em cada gene (Ser80lle/Ser84Leu) a CMlcip variou entre 32-
64 mg/L e; nos restantes isolados, onde se detetaram mutacdes na regido QRDR de GrlA
e GyrA diferentes da anterior (Asp84Asn/Ser84lle, Ser80Arg/Asp83Asn e
Ser84Leu/Asp84Gly), a CMIcyp variou entre 2-8 mg/L.

De acordo com o ja descrito na literatura para S. pseudintermedius, isolados que
apresentem mutacdes em gyrA e grlA estdo associados a um fendtipo de resisténcia a
fluoroquinolonas [96, 122, 125]. No presente estudo, os isolados apenas com uma
mutacdo em GrlA, ndo apresentam resisténcia fenotipica a CIP. N&o obstante, e de acordo
com o ja descrito por Kizerwetter-Swida em 2016, que correlaciona valores de CMI para
a pradofloxacina com mutagdes na regido QRDR de GryA e GrlA [124], isolados com
CMils entre 0,03 e 2 mg/L apresentaram uma unica mutacdo em GrlA (Ser80lle) ou
mutacdo em GrlA Ser80llle e GyrA Ser84Leu.

Todas as mutagdes na regido QRDR encontradas neste trabalho ja tinham sido

anteriormente descritas para S. pseudintermedius [96, 122, 125], exceto a mutagdo na
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regido QRDR de GyrA na posi¢do 83 correspondendo & substitui¢do de acido aspartico
por asparagina (Asp83Asn). Esta mutacdo, que ja tinha sido identificada em S. aureus

[127], é identificada pela primeira vez neste trabalho em S. pseudintermedius.

A pesquisa de mutagdes nas regides QRDR de GrlA e GyrA permitiu concluir que
estas seriam a principal causa da resisténcia a fluoroquinolonas na colecdo de S.
pseudintermedius estudada. No entanto, ndo foi possivel excluir a contribuicao do efluxo
para estes fendtipos de resisténcia, visto que os resultados obtidos para o EtBr, revelaram
mecanismos de efluxo ativos em todos os isolados, potencialmente associados a sistemas
de efluxo cromossémicos, 0s quais, por sua vez, estardo também implicados no efluxo de
fluoroquinolonas. Verificou-se a possibilidade de varios mecanismos contribuirem para
resisténcias de alto nivel a fluoroquinolonas, tais como, mecanismos de efluxo sobre-
expressos e mutacdes na regido QRDR de GrlA e GyrA. Deste modo, torna-se essencial
a correta utilizacdo de antibidticos na terapéutica de infe¢fes por S. pseudintermedius, ja

que é um fator decisivo no controlo da emergéncia e disseminacéo de resisténcias.

Apesar da infecdo por S. pseudintermedius no humano ndo ser muito frequente,
na Gltima década verificou-se um aumento dos casos reportados, geralmente associados
a resisténcia a antibioticos [48-56]. Como exemplo, tém sido descritos casos de infecédo
humana por S. pseudintermedius multirresistentes a antibidticos da linhagem clonal ST71
[34, 126]. Desta forma, torna-se imperativo acompanhar a evolucdo dos padrdes de
resisténcia para prevenir futuras complicacGes na sua transmissdo para humanos. Esta
preocupacdo justifica-se, tendo em conta o verificado para S. aureus, em particular para
a linhagem clonal ST22 MRSA, capaz de colonizar e/ou provocar infecdo tanto em

humanos como em animais de companhia [34, 57, 79].

Ainda ndo se conhece ao certo o impacto que infeces por S. pseudintermedius
tém na salde publica. Assim, este trabalho foi desenvolvido com o intuito de avaliar a
relevancia do efluxo como potencial mecanismo da resisténcia a fluoroguinolonas,
informagdo que podera ser depois alargada a outros compostos antimicrobianos
efluxaveis como os biocidas, utilizando o EtBr como marcador de atividade de efluxo. A
procura por novas alternativas ao tratamento de infe¢Ges bacterianas tem sido desafiante,
pelo que, alternativas a antibioticos no caso de infecdes causadas por S. pseudintermedius
devem ser investigadas, em particular MRSP, que se encontram muitas vezes associadas
a fendtipos MDR.
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O tratamento de infecOes de S. pseudintermedius em animais de companhia,
sobretudo cées, passa por uma combinagdo entre a terapia topica e sistémica. No entanto,
devido ao aumento de estirpes multirresistentes, a terapia antibiotica torna-se cada vez
mais limitada. Apesar da maioria das infecGes ndo requerer a utilizacdo de terapias
sistémicas, existem casos graves que podem ser fatais se ndo existirem antimicrobianos

eficazes aprovados e disponiveis [23].

Contudo, como a gama de antibioticos de primeira linha disponiveis para o
tratamento de infe¢Bes por S. pseudintermedius é reduzida, a utilizagdo de antibidticos de
segunda linha é frequente, nomeadamente antibidticos da classe das fluoroquinolonas. A
sua utilizacdo torna-se problematica porque o aparecimento de muta¢es em genes alvo
compromete a eficacia terapéutica e leva a uma resisténcia a toda esta classe de

antibidticos.

Desta forma, torna-se essencial uma correta identificacdo laboratorial do
microrganismo e teste de suscetibilidade aos antibidticos antes do inicio da terapia, uma
vez que permitird dirigi-la para um tratamento eficaz. A aplicagdo de antibioterapia
empirica em clinica, pode resultar no aparecimento de estirpes resistentes, na medicina

humana e veterinaria.

Concluindo, este estudo confirma a presenca de atividade de efluxo em S.
pseudintermedius sendo, no entanto, necessarios mais estudos que possibilitem a sua
caracterizacdo. A presenca deste mecanismo em S. pseudintermedius, sugere o possivel
desenvolvimento de resisténcias, potenciado pela utilizacdo inadequada e excessiva de
antibioticos e outros compostos efluxaveis como ja demonstrado noutros estafilococos,

nomeadamente S. aureus e S. epidermidis.

Sendo este um primeiro trabalho na éarea, que explora os mecanismos de efluxo
em S. pseudintermedius, abre portas e perspetivas para trabalhos futuros na caracterizagéo
do efluxo desta espécie, tais como o estudo do papel desempenhado pela bomba de efluxo
cromossomica NorA na atividade detetada, ou a relevancia desta atividade na

suscetibilidade a biocidas ou outros substratos efluxaveis.

O valor de cut-off para o EtBr calculado neste trabalho, 8 mg/L, podera ser revisto
e complementado com o estudo de colegOes mais alargadas de S. pseudintermedius, que
incluam estirpes com outras caracteristicas, nomeadamente, contendo os genes gacA/B, o

que permitira uma determinacdo mais consolidada do valor de cut-off.
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Estudou-se ainda a relagdo do efluxo na resisténcia a FQ, no entanto, e apesar de
se terem detetado mecanismos de efluxo ativos, 0s resultados sugerem que este ndo é o
principal mecanismo responsavel pela resisténcia a CIP. Verificou-se que a elevada
prevaléncia de mutacdes nos genes alvo grlA e gyrA ndo permite a real caracterizacdo do
efluxo, ficando claro que as mutagdes nestes genes sao o principal mecanismo associado
a resisténcia na colecdo em estudo. Neste trabalho foi ainda identificada uma nova
mutacdo em GyrA Asp83Asn.

O trabalho desenvolvido nesta Dissertacdo, evidencia a dimensao da resisténcia a
antimicrobianos em S. pseudintermedius. Esta problematica vai de encontro ao conceito
Uma SO Saude ja que interliga a saide humana e animal focando a relevancia de S.
pseudintermedius como agente de infe¢c6es em animais de companhia com o potencial de

transmisséo para 0 Humano.
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Tabela Al. Caracteristicas da colecéo de S. pseudintermedius estudada nesta Dissertacao.

BIOS
V28
V15
V39
V12
V38
V13
V29
V33
V64
V10
V27
V34
V36
V26
V40
V16
V54
V65
V25
V72
V14
V18
V32
V37
V11
V58
V56
V106
V73
V101
V59
V105
Va7
V84
V96
V110
V83
V103
V71
V102
V82
V53
V57
Va9
V104
V55
V122
V138
V120
V116
V114

Origem?

Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL

Ano

2018
2018
2016
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2017
2017
2016
2018
2018
2018
2016
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2014
2014
2017
2017
2017
2017
2017
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2014
2014
2018
2018
2017
2015
2015

aUL: Universidade de Lisboa; °(n) isolados recolhidos do mesmo animal n.

Hospedeira®
Céo
Céo
Céo
Céo (5)
Céo
Céo
Céo
Céo (2)
Céo
Céo
Céo
Céo (2)
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo (6)
Céo (2)
Céo (8)
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Cédo (1)
Céo
Céo
Céo (4)
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo (7)
Cédo (1)
Céo
Céo (9)
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo (4)
Céo
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Tabela Al. (Continuagéo)

BIOS
V113
V145
V112
V117
V127
V143
V121
V141
V124
V125
V137
V140
V133
V131
V142
V135
V134
V132
V146
V144
V136
V123
V48
V49
V50
V66
V67
V68
V77
V78
V79
V87
V88
V89
Va0
V108
V52
Vo2
V7
V130
V119
V260
V287
V226
V290
V227
V268
V230
V228
V285

Origem?

Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Faculdade de Medicina Veterinaria - UL
Laboratério de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario

Ano

2018
2018
2016
2018
2016
2014
2018
2015
2015
2015
2014
2015
2014
2014
2014
2015
2014
2015
2015
2014
2015
2015
2014
2015
2015
2015
2018
2015
2015
2015
2015
2014
2015
2015
2015
2015
2017
2005
2015
2003
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018

aUL: Universidade de Lisboa; °(n) isolados recolhidos do mesmo animal n.
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Hospedeiro®
Céo
Céo
Céo (3)
Céo
Céo (4)
Céo (5)
Céo
Céo (3)
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo (5)
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo (7)
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo (8)
Céo (9)
Céo
Céo
Céo (6)
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo



Tabela Al. (Continuagéo)

BIOS
V264
V231
V263
V286
V233
V234
V259
V224
V262
V225
V219
V223
V292
V221
V211
V217
V218
V212
V270
V214
V302
V297
V213
V299
V244
V242
V240
V241
V239
V235
V236
V237
V298
V238
V276
V176
V273
V179
V162
V247
V164
V190
V167
V281
V194
V280
V249
V207

Origem

Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratorio de Diagnostico Veterinario
Laboratério de Diagnostico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnostico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnostico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario

Ano
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018

Hospedeiro
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Gato
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Gato
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Gato
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Tabela Al. (Continuagéo)

BIOS
V170
V195
V196
V182
V175
V251
V188
V189
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Origem

Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnostico Veterinario
Laboratério de Diagnostico Veterinario
Laboratério de Diagnostico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnostico Veterinario
Laboratério de Diagnéstico Veterinario
Laboratério de Diagnostico Veterinario

Ano
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018

Hospedeiro
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
Céo
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