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Resumo

Staphylococcus pseudintermedius ¢ o principal agente bac-
teriano de infe¢es de pele e tecidos moles (SSTI) em
animais de companhia. O escalar da resisténcia aos com-
postos antimicrobianos, associada a fenotipos de mul-
tirresisténcia, coloca em risco a terapéutica a aplicar no
controlo de infegdes de pele causadas por este agente pa-
togénico. O efluxo como mecanismo de resisténcia tem
sido negligenciado para esta espécie. O objetivo deste es-
tudo consistiu em avaliar a contribui¢io do efluxo para a
suscetibilidade reduzida a biocidas e fluoroquinolonas. A
estimativa de valores de cut-off (CO,,,) permitiu identi-
ficar uma populagao de S. pseudintermedius com suscetibi-
lidade reduzida ao biocida brometo de tetrafenilfosfonio
(TPP). A caracterizacao da atividade de efluxo foi ava-
liada por dois métodos: determinagdo de concentragdes

minimas inibit6rias (CMI) na presenca de inibidores de
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efluxo e ensaios de acumulacio/efluxo de brometo de
etideo por fluorometria em tempo real. A utilizagao des-
tas duas metodologias permitiu associar este fenotipo de
suscetibilidade reduzida a um aumento da atividade de
efluxo. Relativamente a fluoroquinolona ciprofloxacina,
aresisténcia ¢ mediada primariamente pela ocorréncia de
mutagdes nos genes alvo deste antibiotico, o que pode
mascarar a contribuicao do efluxo neste fenotipo. Este
estudo evidencia a relevancia da resisténcia mediada por
efluxo em estirpes clinicas de S. pseudintermedius, em par-
ticular a biocidas, o que pode comprometer a terapéutica
a aplicar no controlo de infe¢des da pele e tecidos moles

em animais de companhia.

Palavras-chave: Staphylococcus pseudintermedius, efluxo, bio-

cidas, fluoroquinolonas, resisténcia, animais de companhia.
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Abstract

Staphylococcus pseudintermedius is the main bacterial agent
causing skin and soft tissue infections (SSTIs) in companion
animals. The increasing resistance to antimicrobial com-
pounds, associated with multidrug resistance phenotypes,
poses a risk for the therapeutic control of skin infections
caused by this pathogenic agent. Until now, efflux as a re-
sistance mechanism has been overlooked for this species.
The aim of this study was to evaluate the contribution of
efflux to the reduced susceptibility to biocides and fluo-
roquinolones. The determination of cut-off values (CO,;, )
allowed identifying a population of S. pseudintermedius with
reduced susceptibility to the biocide tetraphenylphospho-
nium bromide (TPP). The efflux activity was characterized
by two methods: determination of minimum inhibitory
concentration and real time fluorometric assays. The use
of both methodologies linked this reduced susceptibility
phenotype to increased efflux activity. Regarding the fluo-
roquinolone ciprofloxacin, the resistance was shown to be
primarily mediated by the presence of mutations in target
genes, which may mask the contribution of efflux to this
phenotype. This study highlights the relevance of efflux-
mediated resistance in clinical strains of S. pseudintermedi-
us, particularly to biocides, which could compromise the
therapeutic approach for controlling SSTI infections in

companion animals.

Keywords: Staphylococcus pseudintermedius, efflux, biocides,

fluoroquinolones, resistance, companion animals.

Résumé

Staphylococcus pseudintermedius est le principal agent bactérien
responsable des infections cutanées et des tissus mous (SSTI)
chez les animaux de compagnie. La montée de la résistance
aux composés antimicrobiens, associ¢e a des phénotypes de
multirésistance, constitue un risque pour le controle théra-
peutique des infections cutanées causées par cet agent pa-
thogene. Jusqu’a présent, Iefflux en tant que mécanisme de
résistance a ¢té neglige pour cette espece. L objectif de cette
¢tude était d’évaluer la contribution de I'efflux a la suscep-
tibilité réduite aux biocides et aux fluoroquinolones. La dé-
termination des valeurs cut-off (CO, ) a permis d’identifier
une population de S. pseudintermedius présentant une suscep-
tibilité reduite au biocide bromure de tétraphénylphospho-
nium (TPP). La caractérisation de Pactivite d’efflux a ¢te
¢valuée par deux méthodes: la détermination des concen-
trations minimales inhibitrices (CMI) et les essais de fluoro-
metrie en temps réel. Lutilisation des deux méthodologies,
ont permis de relier ce phénotype de susceptibilité redui-
te a une augmentation de activite de I'efflux. En ce qui

concerne la ciprofloxacine, la résistance est principalement
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medice par des mutations dans les genes cibles de cet anti-
biotique, ce qui peut masquer la contribution de Iefflux a ce
phenotype. Cette ¢tude met en évidence la pertinence de la
resistance médiée par I’efflux dans les souches cliniques de S.
pseudintermedius, en particulier aux biocides, ce qui pourrait
compromettre 'approche thérapeutique pour controler les

infections SSTI chez les animaux de compagnie.

Mots-clés: Staphylococcus pseudintermedius, efflux, biocides,

fluoroquinolones, résistance, animaux de compagnie.

1. Introducao

Staphylococcus pseudintermedius ¢ uma bactéria co-
mensal da pele e mucosas de animais de companhia,
encontrando-se com maior frequéncia em caes [1,2].
E também um agente patogénico oportunista, res-
ponsavel por diversas infegdes, destacando-se as in-
fegdes de pele e tecidos moles (SSTIs, skin and soft
tissue infections) [3]. O tratamento recomendado para
este tipo de infe¢oes baseia-se no uso de terapéuti-
ca topica e/ou sistemica [3], consoante a gravidade
das lesoes [4]. Estas infe¢des podem apresentar um
caracter recorrente e prolongado [5], promovendo
a selecdo e disseminacido de estirpes resistentes aos
compostos antimicrobianos, limitando assim a tera-

pia disponivel para o tratamento destas infegGes.

Nos tltimos anos, tem-se vindo a observar, a seme-
lhanga de Staphylococcus aureus, a emergéncia de es-
tirpes de S. pseudintermedius resistentes a meticilina
(MRSP, methicillin resistant S. pseudintermedius), que se
caracterizam por serem resistentes a todos os beta-
-lactamicos. As estirpes MRSP sao frequentemente
multirresistentes (MDR, multidrug resistant, ie, resis-
tentes a trés ou mais classes de antibi6ticos), tornan-
do-se assim, um problema de satide publica [6]. De
forma a mitigar o escalar da resisténcia antimicrobia-
na, tém-se utilizado biocidas no tratamento topico

de SSTIs [4, 7].

A resposta bacteriana a exposi¢ao a agentes antimi-
crobianos, inclui frequentemente como primeiro
mecanismo de defesa, a ativagdo e/ou sobreexpres-
sao de sistemas de efluxo, o que pode resultar em
fenotipos de multirresisténcia [8]. O efluxo como

mecanismo de resisténcia a antimicrobianos, encon-



tra-se pouco caracterizado em . pseudintermedius,
quando comparado com S. aureus [8]. Em S. pseudin-
termedius, os sistemas de efluxo mais conhecidos sao
Qac/Smr e NorA. As bombas de efluxo Qac/Smr,
codificadas por genes localizados em plasmideos, es-
tao associadas a suscetibilidade reduzida a biocidas
[8,9]. A bomba de efluxo NorA, codificada pelo gene
cromossomico NorA, ¢ capaz de efetuar a extrusao
de diversos compostos quimicos. Em S. aureus, NorA
encontra-se extensivamente caracterizada, estando a
sobreexpressao de NorA associada a suscetibilidade
reduzida a biocidas e fluoroquinolonas [8,10]. Em S§.
pseudintermedius, o papel de NorA encontra-se apenas
parcialmente caracterizado [11-13] parecendo estar
associado a resisténcia e/ ou suscetibilidade reduzida
aos mesmos agentes antimicrobianos que em S. au-
reus [13]. Apesar da relevancia dos sistemas de efluxo
na emergéncia de resisténcia aos compostos antimi-
crobianos e o impacto das estirpes MRSP-MDR num
contexto Uma S6 Satde/One Health, a compreensao
do papel do efluxo na resisténcia aos compostos an-
timicrobianos ainda ¢ escassa em S. pseudintermedius.

O objetivo deste trabalho, detalhadamente descrito
em Leal et al. [14], consistiu em analisar uma cole-
¢ao de §. pseudintermedius provenientes de SSTIs em
animais de companhia, com o intuito de avaliar qual
a contribuicdo do efluxo na suscetibilidade reduzida
a biocidas e resisténcia a fluoroquinolonas.

2. Materiais e métodos

Neste estudo analisou-se uma colecdo de 155 es-
tirpes de S. pseudintermedius, associadas a SSTI em
animais de companhia (caes= 141, gatos= 3, coe-
lho=1), proveniente da regiao de Lisboa, Portugal.
Esta colegao foi previamente caracterizada por Mo-
rais et al. [15]. A presenca de atividade de efluxo au-
mentada foi avaliada por dois métodos; determina-
cdo de concentracdes minimas inibitorias (CMI) na
presenga/auséncia de compostos conhecidos como
inibidores de efluxo (IEs); e ensaios de fluorome-
tria em tempo real. Determinaram-se as CMIs de
trés substratos de bombas de efluxo: brometo de
etidio (EtBr), brometo de tetrafenilfosfonio (TPP)
e ciprofloxacina (CIP), na auséncia e presenga dos
inibidores de efluxo tioridazina (TZ) e verapamil
(VER) (12,5 ¢ 400 mg/L, respetivamente), pelo
meétodo de microdilui¢do [16]. Nos ensaios de fluo-
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rometria em tempo real, foi avaliado o perfil de
acumulagao de EtBr das estirpes em estudo, utili-
zando concentragdes crescentes de EtBr, na ausén-
cia e presenga de glucose 0,4%, como descrito em
Viveiros et al. [17].

As distribuigdes dos valores de CMI, e CMIL ,, fo-

ram utilizadas para estimar valores de cut—gﬁ”(([jlgWT)
para estes compostos. Este parémetro diferencia es-
tirpes wild type (WT, sem mecanismos de resisténcia
adquiridos fenotipicamente detetaveis) de estirpes
non-wild type (NW'T, com mecanismos de resisténcia
adquiridos fenotipicamente detetaveis). Nas distri-
buigdes de CMIs, o CO, corresponde ao valor de
CMI mais elevado apresentado pela populagao WT
[18]. Os CO,,, foram estimados atravées do método
iterativo estatistico, que se encontra dispom’vel no
programa ECOFFinder (http://www.eucast.org/

mic_distributions_and_ecoffs/) [19].

As estirpes S. pseudintermedius DSM21284", S. aureus
ATCC®25923™ e S. aureus ATCC25923_EtBr [20]
foram utilizadas como controlo em todos os ensaios

efetuados.

3. Resultados

3.1. Distribui¢ao de CMIs para EtBr e TPP e
identificacdo de populagdes non-wild type
(NWT)

Os perfis de suscetibilidade para o EtBr e TPP fo-
ram avaliados atraves da determinagao de CMIs para
toda a colecio (n=155). As distribuigées de CMI_
e CMIL,,, foram utilizadas para estimar os valores de
COyp
¢oes S. pseudintermedius-EtBr e S. pseudintermedius-

tendo-se obtido um COWT’ para as combina-
-TPP de 4 ¢ 16 mg/L, respetivamente.

A estimativa dos valores de CO permitiu iden-
tificar uma populagao non-wild type para o TPP
(TPPYWT), cujas estirpes apresentaram valores de
CMI superiores a 16 mg/L. Esta populagio NWT
corresponde a 11,6% da colegao (18/155) e ca-
racteriza-se por incluir maioritariamente estir-
pes MRSP com fenotipos de multirresisténcia. A
identificagao de uma populagaio NWT para o TPP,
sugere a presenga de um mecanismo de resistén-
cia para este substrato, potencialmente associado
a uma maior atividade de efluxo.
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3.2. Caracterizacao da atividade de efluxo

O efeito dos inibidores de efluxo, TZ e VER, nos perfis
de suscetibilidade ao EtBr e TPP foi avaliado para um
subgrupo de estirpes de S. pseudintermedius (n=70),
no qual se incluiram as estirpes da populagao TPP™™'.
Considerou-se efeito inibitorio da atividade de efluxo,
a redugao da CMI para, pelo menos, "4 do valor de
CMI original, na presenga dos inibidores [21].

Os dois inibidores de efluxo reduziram significati—
vamente (24x) os valores de CMI_, e CMIL_ nas

256
128

w o
TR

CMipp (mg/L)
P
1 L L

--- COur

m CMI +VER

Figura 1: Caracterizagio da atividade de efluxo em estirpes clinicas de S. pseudintermedius pela (A) determinagao de CMI

duas populagoes (TPPY" e TPP™") em particular,
o inibidor VER, que mostrou efeito para um maior
nimero de estirpes. No entanto, o efeito dos ini-
bidores de efluxo foi mais relevante na populagao
TPP™WT, reduzindo o valor de CMI para valores in-
feriores ao CO,, (16 mg/L) [Figura 1A], indicando
que na populagao TPP™, a suscetibilidade reduzida
a0 TPP resulta de uma maior atividade de efluxo.

Os ensaios de fluorometria em tempo real [Figura 1B],
permitiram comparar a atividade de efluxo nas popula-
¢oes TPPYT e TPPNWT,

Fluorescéncia relativa

Tempo (min)

— + EtBr 0,125 mg/L +EtBr0,25mg/L  — +EtBr0,5mg/L

+ EtBr 3 mg/L

— +EtBr 1 mg/L — +EtBr2 mg/L —

— PBS — Estirpe

PP nha presenga

de verapamil e (B) ensaio de acumulagao de EtBr por fluorometria em tempo real de uma estirpe da populagao TPPM"", na auséncia

(linhas continuas) e presenca de glucose a 0,4% (G) (linhas a tracejado)

As estirpes com atividade de efluxo basal (populagao
TPP""), evidenciaram uma acumulagao de EtBr pro-
porcional ao aumento da concentragao de EtBr.

Na aus¢ncia de glucose, as estirpes da populacao
TPP™™!' tém perfis de acumulagdo similares as das es-
tirpes com atividade de efluxo basal. Por outro lado,
na presenga de glucose, essencial para o funcionamen-
to dos sistemas de efluxo, observou-se uma menor
acumulacao de EtBr. Como uma menor acumula-
¢ao de EtBr ¢ indicativa da extrusiao desta molécula
da celula, estes resultados sugerem que a populacao
TPP™™' apresenta uma maior atividade de efluxo,
quando comparada com as estirpes da populagao
TPPWVT,

3.3. Relagao entre a atividade de efluxo e a re-
sisténcia as fluoroquinolonas

Em Staphylococcus, a resisténcia as fluoroquinolonas
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pode ser mediada por dois mecanismos; ocorréncia
de mutagcdes nos genes alvos (grld/gyrd) e/ou au-
mento da atividade de efluxo [22]. A resisténcia as-
sociada ao aumento de atividade de efluxo deve-se
as bombas de efluxo MDR cromossémicas, como é
o caso de NorA. A ativagao de bombas MDR pode
ser efetuada pela exposi¢ao a qualquer substrato uti-
lizado por estas bombas de efluxo, traduzindo-se na
resisténcia cruzada a todos os substratos, nos quais se
incluem as fluoroquinolonas [8, 23].

Numa caracterizagdo previa desta colegao de S.
pseudintermedius, verificou-se que 25% das estir-
pes apresentavam resisténcia as fluoroquinolo-
nas, incluindo a ciprofloxacina [15]. A pesquisa de
mutagoes nos genes alvo revelou que este era o
principal mecanismo de resisténcia, uma vez que
a presenga de inibidores de efluxo nao diminuiu o
valor de CMI, de forma significativa (redugdes

ate 2x).



4. Discussao

A utilizagao de biocidas ¢ frequentemente recomen-
dada na terapéutica de SSTIs. Face a emergéncia de
estirpes MRSP-MDR, ¢ aconselhada a utilizagdo ex-
clusiva de biocidas em infe¢oes causadas por estas es-
tirpes [24], devido ao menor potencial de emergéncia
de resisténcia a estes compostos que possa compro-
meter a sua elevada eficacia clinica [3, 4].

Porem, os resultados obtidos neste trabalho sugerem
que a frequente utilizagao de biocidas pode promover
a selegao de estirpes MRSP-MDR com suscetibilida-
de reduzida a estes compostos. Atraves da aplicagao
de dois meétodos, verificou-se que a suscetibilidade
reduzida ao biocida TPP ¢ mediada pelo aumento da
atividade de efluxo. O efluxo tem um papel fulcral
no desenvolvimento de fenotipos de multirresisténcia
[8, 20], e, por conseguinte, pode ter impacto na tera-
peutica de SSTIs em medicina veterinaria.

A diminui¢ao da suscetibilidade ao TPP, mediada por
efluxo, pode ser multifatorial. A aplicacdo do TPP em
ambiente clinico ¢ maioritariamente focada na desin-
fecdo de superficies [25]. Uma desinfegao incorreta/
deficiente de superficies e objetos, com os quais os
animais de companhia contactam, pode permitir a
adaptagao bacteriana a concentragdes residuais (even-
tualmente sub-inibitorias) destes agentes antimicro-
bianos. Este evento pode induzir a ativagao de bombas
de efluxo MDR, que conferem uma suscetibilidade
reduzida a biocidas e/ou resisténcia aos antibio6ticos,
permitindo a sua disseminacao [23]. De igual modo,
uma incorreta utilizacio de biocidas no tratamento/
desinfegao de SSTIs podera levar a um resultado simi-
lar. Em S. pseudintermedius, ja foi descrito o aumento
dos valores de CMI para a clorexidina [26], um bio-
cida frequentemente aplicado na terapéutica de SSTIs
[4]. Apesar desta observacao, este evento nao ¢ consi-
derado clinicamente relevante na medicina veterina-
ria, dado que as concentra¢oes de uso deste biocida
sao muito superiores (ate ~40.000x) a estes valores
de CMI aumentados [26].

A resisténcia mediada por efluxo pode impactar igual-
mente na aplicagiao de antibioterapia em infe¢des mais
severas causadas por S. pseudintermedius [4], nomeada-
mente quanto a utilizacdo de fluoroquinolonas, por
serem substratos de bombas de efluxo MDR. Embora
esta classe de antibioticos seja recomendada como se-
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gunda linha terapéutica em SSTIs [4], ¢ frequentemente
usada no tratamento destas infe¢des [27], contribuindo
para os elevados niveis de resisténcia ja verificados em .
pseudintermedius [15]. Os resultados obtidos evidenciam
que em §. pseudintermedius, a resisténcia a ciprofloxaci-
na ¢ principalmente mediada pela presenca de muta-
¢oes, em particular, a dupla mutagao GrlA:Ser80Ile/
GyrA:Ser84Leu [15], que confere elevados niveis de
resisténcia, tal como reportado por outros autores [28,
29]. Estes resultados sao passiveis de extrapolagao para
outras fluoroquinolonas [28, 29], limitando a sua utiliza-
¢ao em infe¢Ges causadas por S. pseudintermedius. Embora
nao estabelecida neste trabalho, a contribuicio do efluxo
para a resistencia as fluoroquinolonas em S. pseudinterme-
dius nao deve ser excluida, uma vez que a presenca de
mutagdes nos genes alvo podera mascarar o seu efeito.

5. Consideracoes finais

Este estudo evidencia a necessidade urgente da cons-
ciencializacdo e caracterizacao da atividade de efluxo
como um mecanismo de emergéncia de resisténcia,
particularmente a biocidas, em S. pseudintermedius. A
contribui¢do do efluxo para a resisténcia a fluoroqui-
nolonas ¢ dificil de avaliar devido a frequente ocorrén-
cia de mutagdes em genes alvo, as quais conferem um
nivel de resisténcia elevado ¢ estavel. A utilizacao dos
biocidas como estratégia alternativa ao escalar da resis-
téncia antimicrobiana na medicina veterinaria, pode ser
comprometida pela emergéncia de estirpes com susce-
tibilidade reduzida. Algumas das abordagens metodo-
logicas descritas poderao ser utilizadas na vigilancia da
emergéncia de estirpes com suscetibilidade reduzida
a biocidas comummente aplicados na terapéutica ve-
terinaria, contribuindo assim para uma dete¢ao mais
precoce do incremento da resisténcia antimicrobiana e
um controlo mais eficaz das infe¢des causadas por este
agente patogénico em animais de companhia.
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Aprovagao por comité de ética

Nao aplicavel. Este estudo nao envolveu a manipula-
¢ao de animais de companhia; as estirpes de S. pseudin-

termedius estudadas foram recolhidas previamente por
laboratorios de diagnéstico.
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