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RESUMO

Staphylococcus pseudintermedius é um patégeno importante na clinica de pequenos
animais estando associado principalmente a piodermatites e otites externas em caes, sendo
que cepas de S. pseudintermedius resistentes a meticilina (MRSP) séo as causas mais comuns
de infeccdo de sitio cirargico em instalagdes veterinarias. S. pseudintermedius é considerado
um patégeno oportunista, constituindo a microbiota cutanea normal de cdes e gatos —
representando cerca de 90% dos Staphylococcus isolados de cdes. Semelhante a outras
espécies do género, € provavel que a producdo de biofilme seja um fator de viruléncia critico
para 0 estabelecimento e manutencdo das infecc¢des. InfeccOes associadas a biofilmes se
caracterizam por massas de células bacterianas envoltas por matriz extracelular e aderidas as
superficies do hospedeiro, dificultando o acesso de antimicrobianos e desinfetantes, assim
como, a acao do sistema imune. A producdo de biofilme por S. pseudintermedius pode estar
relacionada a fisiopatologia da doenca e colonizagdo do Staphylococcus a feridas, podendo
facilitar o desenvolvimento de determinadas doencas. A elaboracdo de uma revisdo
bibliografica sobre o tema “Formag¢ao de Biofilme por Staphylococcus pseudintermedius”
tem como objetivo unir todas as informagdes existentes até 0 momento sobre 0 assunto e suas
peculiaridades quando comparados a outras espécies do género. Com o intuito de incentivar
pesquisas e tornar mais acessiveis informacGes da area, esta revisdo sera uma importante
ferramenta de consulta bibliogréfica. Por fim, pretende-se salientar a importancia da producéo
de biofilme por S. pseudintermedius e sua intima relacdo a diversas doencas que ocorrem nos

animais domésticos.

Palavras-chave: Staphylococcus pseudintermedius, biofilme, resisténcia, MRSP.



ABSTRACT

Staphylococcus pseudintermedius is an important pathogen for small animal practice
and is mainly associated with pyodermatitis and external otitis of canines, and strains
methicillin-resistant S. pseudintermedius (MRSP) are the most common causes of surgical site
infection in veterinary facilities. S. pseudintermedius is considered an opportunistic pathogen,
constituting the normal cutaneous microbiota from dogs and cats — representing about 90% of
Staphylococcus isolated from dogs. Similar to other species of the genus, biofilm production
is likely to be a critical virulence factor for establishment and maintenance of infections.
Infections associated with biofilm are characterized by masses of bacterial cells surrounded
by extracellular matrix and adhered to the surfaces of the host, making it difficult to access
antimicrobials and disinfectants, as well as the action of the immune system. Biofilm
production by S. pseudintermedius may be related to the pathophysiology of the disease and
colonization of Staphylococcus aureus, which may facilitate the disease development. The
elaboration of a bibliographical review on the theme "Biofilm Formation of Staphylococcus
pseudintermedius” aims to analyze all existing information on the subject and its peculiarities
when compared to other species of the genus. In order to encourage research and make
information more accessible in the area, this review will be an important tool for bibliographic
consultation. Finally, we intend to emphasize the importance of biofilm production by S.

pseudintermedius and its relationship to several dogs and cats diseases.
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1. INTROODUCAO

Em algumas espécies do género Staphylococcus, a formacdo de biofilme é
conhecida como um importante fator de viruléncia envolvido em diversas doencas, no
entanto, ha poucas informacbes acerca da formacdo de biofilme por Staphylococcus
pseudintermedius (SINGH et al., 2013).

InfeccOes associadas a biofilmes se caracterizam por massas de células bacterianas
envoltas por matriz extracelular e aderidas as superficies do hospedeiro, dificultando o acesso
de antimicrobianos e desinfetantes, assim como, a acdo do sistema imune. Quando ha o
desenvolvimento de infecgBes associadas a biofilme, concentragdes de antimicrobianos
normalmente utilizadas no tratamento ndo conseguem eliminar o biofilme, o que provocara a
reincidéncia da doenca.

Além do tratamento de infec¢des associadas a biofilme ser de extrema dificuldade, o
surgimento de cepas bacterianas multirresistentes fez com que a preocupagdo do risco
zoono6tico do MRSP (Meticillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius) aumentasse.

Enquanto o problema de resisténcia a antimicrobianos aumenta, a introducdo de
novos produtos antibacterianos reduz drasticamente. Sendo necessarias medidas mais eficazes
para prevencédo e controlede infecgOes causadas por S. pseudintermedius. O desenvolvimento
de tais medidas requer compreensdo aprofundada da ecologia e epidemiologia deste micro-
organismo, bem como o conhecimento de fatores do hospedeiro envolvidos na patogénese de
infeccOes causadas por S. pseudintermedius (BANNOEHR e GUARDABASSI, 2012).

S. pseudintermedius, com menor frequéncia, causa infec¢cbes em humanos. Quando
ocorre, comumente é apos contato direto de feridas com um animal portador. Recentemente,
cepas MRSP emergiram como um patégeno importante em animais de companhia. Devido a
opcdes terapéuticas limitadas para animais e homens, o aumento da incidéncia dessas
infeccbes e considerado um problema alarmante. Sendo considerado um assunto de

importancia em satde publica para veterinarios e tutores (BARDIAU et al., 2013).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Género Staphylococcus

O género Staphylococcus € caracterizado por se apresentar como cOCOS gram
positivos, com diametro de 0,8 a 1 um, podendo estar em pares, tétrades, agrupados
irregularmente ou em forma de “cachos de uva”. As colonias sio normalmente brancas com
bordas regulares. Ndo sdo maéveis, ndo esporulam e a maior parte das espécies sao anaerobias
facultativas, com metabolismo fermentativo. Staphylococcus apresenta reagdo positiva para o
teste da catalase e negativa para o teste da oxidase. O crescimento ocorre em meios nutrientes
com ou sem sangue, ndo ocorrendo em Agar MacConkey. Alguns exemplares podem
apresentar producdo de capsula (MARKEY et al., 2013).

Atualmente, cerca de 52 espécies compdem o0 género Staphylococcus
(http://www.bacterio.net/staphylococcus.html), a maioria é encontrada em animais, porém
poucas sao patogénicas. Infeccdes causadas por Staphylococcus sdo frequentemente agudas e
piogénicas. As duas principais espécies patogénicas do género Staphylococcus,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus pseudintermedius sdo positivos quando submetidos
ao teste da coagulase. Staphylococcus coagulase negativa (CoNS) podem colonizar ambientes
abidticos e bidticos — ocorrendo como comensais no Ultimo exemplo. As espécies de
Staphylococcus sdo consideradas um componente importante da microbiota de animais e
humanos e, ocasionalmente, podem causar infec¢Ges oportunistas (MARKEY et al., 2013).

Como S. pseudintermedius pode ser confundido com S. aureus ou identificado
erroneamente como S. intermedius por sistemas de identificacdo biogquimica usados
rotineiramente, os laboratérios de microbiologia clinica devem incluir métodos de
identificacdo genotipica e varios testes bioquimicos para diferenciar S. pseudintermedius. Por
exemplo, S. pseudintermedius ndo possui pigmento e a presenca de fator de aglutinacdo —
clumping factor — é variavel, e exibe fermentacdo de manitol fraca e retardada; com reagdo
positiva para o teste pirrolidonilarilamidase e o-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (ONPG:
B-galactosidase). Quanto a diferenciacdo de S. intermedius, o S. pseudintermedius possui
resultado negativo quando submetido ao teste de hidrolise da arginina e resultado positivo
quando submetido ao teste de produgdo de &cido a partir dos carboidratos D-gentiobiose e D-
manitol (CHUANG et al., 2010).
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2.2. Taxonomia da espécie Staphylococcus pseudintermedius

A espécie S. pseudintermedius foi recentemente reconhecida — inicio do século 21
(DEVRIESE et al., 2005), anteriormente, estes isolados eram nomeados como S. intermedius.
A primeira descricdo de S. intermedius foi realizada por Hajek (1976), baseando-se em
isolados de pombos, cées, visons e cavalos. Por 30 anos, o S. intermedius foi considerado o
agente comumente isolado de afec¢bes de pele e tecidos moles em cées. No entanto, grandes
diferencas quanto a caracteristicas genotipicas e fenotipicas foram observadas, sugerindo que
mais de uma espécie existia.

Devriese et al. (2005) demonstraram que isolados classificados fenotipicamente como
S. intermedius, deveriam ser classificados como S. intermdius, S. pseudintermedius e
Staphylococcus delphini, e pertenciam ao denominado Grupo Staphylococcus intermedius
(SIG, do inglés Staphylococcus intermedius Group). S. delphini foi isolado pela primeira vez
de lesbes de pele purulentas de golfinhos em 1988 e apds o primeiro isolamento, raramente
foi relatado (VARALDO et al., 1988). A cepa de S. intermedius de referéncia € originaria de
um pombo, e representa um grupo distinto e que nao é representativa da maioria dos isolados
comumente identificados como S. intermedius no passado (SASAKI et al., 2007). Desde a
reclassificacdo dessas espécies, foi proposto que todos os isolados de cdes, pertencentes ao
SIG, devem ser denominados de S. pseudintermedius, a menos que seja provado que ndo
pertencem a essa espécie (DEVRIESE et al., 2009).

2.3. InfeccBes causadas pela espécie Staphylococcus pseudintermedius

S. pseudintermedius € um componente comensal da microbiota da pele e das
membranas mucosas de cdes e gatos, sendo 0 agente mais comumente isolado de amostras
clinicas provindas desses animais. Dentre as afeccBes clinicas que se destacam, estdo as
piodermatites, otites (BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012), e infeccbes de carater
oportunista ou infeccdes adquiridas em ambientes hospitalares (GRONTHAL et al., 2014;
HAENNI et al., 2013). E atualmente, com o surgimento de cepas resistentes, denominadas de
S. pseudintermedius resistentes a meticilina (MRSP), hd& um aumento significativo na
dificuldade do tratamento de afec¢des causadas por esta espécie (WEESE, 2010).

S. pseudintermedius esta relacionado a infec¢Bes de ferida cirdrgica em cées (SSl,
Sirurgical Site Infection), sendo 0 MRSP o agente mais comumente causador de SSI em

alguns ambientes veterinarios. A SSI € um risco inerente de qualquer procedimento cirirgico
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e é reportado como complicacdo em 0,8% a 18,1% dos procedimentos, dependendo da
classificacdo da ferida cirargica (SINGH, 2013).

S. pseudintermedius carreado em cdes € mais frequente e geneticamente heterogéneo
comparado com o S. aureus carreado pelo homem. Aparentemente essas espécies de
Staphylococcus evoluiram separadamente através de adaptacdo em seus respectivos
hospedeiros naturais e diferem em relagdo a varios aspectos relativos a ecologia, estrutura e
evolucdo da resisténcia aos antibioticos (BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012).

Semelhante a outras espécies do género, o S. pseudintermedius é capaz de sintetizar
uma série de fatores de viruléncia e mecanismos de invasdo tecidual. E estdo incluidos fatores
de adeséo a célula hospedeira (clumping factor e biofilme), toxinas, fatores de modulagdo do
sistema imune (hemolisinas, leucotoxinas, toxinas exfoliativas e enterotoxinas). Além de
outros fatores de viruléncia também estarem presentes na espécie, como: coagulase, DNase,
proteina A e lipases (GARBACZ et al., 2013).

Em contraste com o descrito por Devriese et al. (2005), Garbacz et al. (2103)
revelaram que 20 % dos isolados eram positivos quando submetidos ao teste clumping factor,
podendo ser um importante fator de viruléncia associado a patogenicidade da espécie.

Segundo estudo realizado por Garbacz et al. (2013), onde foram analisados os
potenciais mecanismos envolvidos com a patogenicidade de S. pseudintermedius, observou-se
que em isolados de cdes que apresentavam alguma alteragdo clinica, a Proteina A era
sintetizada mais frequentemente quando comparada a isolados de cdes saudaveis. Além de
todos os isolados serem positivos para os genes siet e lukS/F — genes codificadores da toxina
exfoliativa e leucotoxina, respectivamente. Os genes sea, seb, sed, see e tst ndo foram
detectados em cdes saudaveis e cdes que apresentavam afeccdo clinica. O gene sec foi
detectado em um isolado (1,4 %) obtido de cdes saudaveis e dois isolados (1,6%) obtidos de
cdes com alguma afeccdo clinica.

Em concordancia com os dados anteriormente citados, em estudo realizado por Diribe
et al. (2015), dos 13 exemplares de MRSP, todos eram positivos para a presenca do gene lukS
e lukF e negativos para o gene PVL. E 12 dos isolados eram positivos para a presenca do gene
siet. E dentre os 13 isolados MSSP, todos apresentavam os genes IukS, lukF e siet, porém nédo
possuiam o gene PVL.

A real influéncia da presenca do gene siet sobre a patogenicidade de S.
pseudintermedius ainda ndo é clara. (GARBACZ et al., 2013). Em um recente estudo

realizado por Bannoehr e Guardabassi (2012), a injecdo da toxina exfoliativa recombinante de
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S. pseudintermedius em trés cdes ndo foi capaz de causar nenhuma alteracdo clinica ou

histopatoldgica evidente.

2.4. Staphylococcus pseudintermedius Resistente & Meticilina

Staphylococcus pseudintermedius € um importante patégeno oportunista de animais de
companbhia, especialmente em cdes. A partir de 2006, ocorreu um aumento significativo da
ocorréncia de S. pseudintermedius resistente a meticilina, principalmente devido a
disseminacéo clonal.

Semelhante ao que ocorre em S.aureus resistente & meticilina (MRSA), a resisténcia
do MRSP a meticilina é mediada pelo gene mecA que codifica a produ¢do de uma proteina de
ligacdo a penicilina modificada (PBP). Normalmente, antibioticos betalactamicos se ligam a
PBP do S. pseudintermedius para prevenira sintese da membrana celular pela bactéria. A PBP
modificada da MRSP tem uma baixa afinidade para betalactdmicos e, portanto, a sintese da
membrana celular ndo € impedida por estes antimicrobianos. O gene mecA € localizado no
cromossomo de S. pseudintermedius em uma estrutura genética denominada “cassete
cromossémico estafilocécico” (SCCmec). O elemento SCCmec pode ser transferido entre
diferentes espécies de Staphylococcus.

MutacBes associadas a resisténcia podem surgir espontaneamente ou certos
organismos podem as derivar de acido desoxirribonucleico (DNA) encontrado em locais
diversos. Muitos organismos se tornaram resistentes devido a sua capacidade de absorver o
DNA do ambiente circundante e o incorporar ao seu genoma (DICICCO et al., 2014).

Segundo estudo realizado por Singh et al. (2013), cerca de 93% dos isolados de S.
pseudintermedius pertenciam a dois grupos — segundo a classificacdo realizada através da
tipificacdo da unidade direta de repeticdo —, um denominado de dt9a (48%) e outro
denominado de dtlla (45%) — sequéncia tipo (ST) 71 e 68, respectivamente. Conforme estudo
realizado por Perreten et al. (2010), esses dois clones independentes, pertencentes ao ST71 e
ao ST68, estdo distribuidos pela Europa e América do Norte, respectivamente — confirmando
os dados encontrados pelo estudo de Singh et al. (2013), realizado no Canada.

Embora exista grande variabilidade clonal entre os estafilococos, ainda nao é
compreendido por que alguns clones de Staphylococcus apresentam maior disseminagdo ou
por que algumas espécies sao mais prevalentes que outras (GUADARRAMA et al., 2017).

Em estudo realizado por Osland et al. (2012) com objetivo de avaliar a diversidade

clonal e padrao de resisténcia de cepas MRSP obtidas na Noruega, foi possivel observar que
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todos os isolados foram classificados como resistentes aos betalactamicos (cefalotina,
penicilina e oxacilina) baseados na presenca do gene mecA. Nesse trabalho também foi
verificado o padrdo de resisténcia para outros antimicrobianos, com os seguintes resultados:
86,9% dos isolados eram resistentes a canamicina; 82,6% dos isolados eram resistentes a
clindamicina, eritromicina e trimetoprim; 52,1% dos isolados eram resistentes a tetraciclinas;
34,8% dos isolados eram resistentes ao acido fusidico; 30,4% dos isolados eram resistentes a
gentamicina; 21,7% dos isolados eram resistentes a cloranfenicol; e 17,4% dos isolados eram
resistentes a ciprofloxacina.

Em estudo realizado no Jap&o por Bardiau et al. (2013), observou-se que dentre os 27
isolados — classificados com MRSP — a maioria das cepas pertenciam as cepas tipos ST71 e
ST26. Sendo a linhagem ST26 uma possivel cepa emergente da regido. E, 78 % dos isolados
MRSP apresentavam resultado resistente ou intermediario a 12 ou mais de cinco
antimicrobianos comumente utilizados em medicina veterinaria.

A partir dos perfis de sensibilidade das cepas MRSP foi possivel observar que todos 0s
isolados eram resistentes a pelo menos cinco dos antimicrobianos testados (gentamicina,
canamicina, espectinomicina, eritromicina e sulfazotrim). Todos os isolados, exceto um, eram
resistentes a penicilina, clindamicina e ciprofloxacina. Em contraste, mais de 40 % dos
isolados eram sensiveis a cefoperazona, cefalexina e ceftiofur. E um isolado era resistente a
todos os antimicrobianos testados (BARDIAU et al., 2013).

2.5.Caes carreadores de Staphylococcus pseudintermedius

Em cdes saudaveis, S. pseudintermedius faz parte da microbiota cuténea,
colonizando a pele, foliculos pilosos e, em particular, regiGes mucocutaneas, como nariz, boca
e anus (DEVRIESE e PELSMAECKER, 1987). S. pseudintermedius constitui cerca de 90%
dos Staphylococcus isolados de cédes portadores saudaveis ede cdes com doenca de pele
(FAZAKERLEY et al., 2009).

Em contraste a obtencdo de S. aureus em humanos, onde 0s swabs nasais Sdo
rotineiramente usados para fins de identificacdo do agente, caninos portadores de S.
pseudintermedius podem ser identificados de forma mais confiavel por esfregaco, tanto da
mucosa oral quanto do perineo (BANNOEHR e GUARDABASSI, 2012). A figura 1 ilustra o
sitios de deteccdo de S. pseudintermedius, com suas respectivas porcentagens.

Através de estudo realizado por Garbacz et al. (2013) onde foram analisados os

potenciais mecanismos envolvidos com a patogenicidade de S. pseudintermedius, foi
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observado que em ambos os isolados de cdes com alteragcdes clinicas e isolados de cdes
saudaveis foram capazes de sintetizar: hemolisina, clumping factor, coagulase, DNase,
proteina A e lipase. Sendo preocupanteos potenciais fatores de virulancia associados ao S.

pseudintermedius carreados por cées.

| Nose 31% (16-64%) |

IPerineuwrectum 52% (28-72%) I

| Mouth 57% (a2-74%) |

| Groin 23% (16-38%) |

Figura 1. Locais onde Staphylococcus pseudintermedius é comumente encontrado em
caninos. Adaptado de BANNOEHR e GUARDABASSI (2012).

2.6. Formagcao de Biofilme em Staphylococcus pseudintermedius

Em ambientes naturais ou em determinados hospedeiros, as bactérias podem estar
presentes de duas formas: célula plancténica (célula livre) ou em biofilme. Um biofilme
bacteriano é uma comunidade séssil e complexa de bactérias inseridas em uma matriz de
carboidratos, proteinas e &cido desoxirribonucleico, compostos formadores dasubstancia
polimérica extracelular (EPS). Dentro de um biofilme, as bactérias alteram acentuadamente o
metabolismo, melhoram a comunicacgdo, através de sinalizacdo por quorum sensing, e sao
capazes de escapar da resposta imune e dos efeitos dos antimicrobianos através de seu
metabolismo isolado, juntamente com a protecdo fisica e quimica da matriz do biofilme
(COSTERTON, 2007).
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Uma vez que ha a adesdo inicial a uma superficie (bidtica ou abidtica), ocorre a
secrecdo de EPS. Nos estafilococos, este componente da matriz extracelular, também
denominado polissacarideo de adesdo intercelular (PIA), é codificado, em parte, pelo operon
ica (CRAMTON et al., 1999).

Quando a terapia antimicrobiana acaba ou é interrompida, o biofilme age como uma
fonte reservatdria do agente, contribuindo para o estado recorrente de algumas afeccGes
(STEWART e CONSTERTON, 2001). E através do destacamento de células aderidas ao
biofilme ocorre a disseminacao de determinado agente, podendo acarretar na disseminacgao ou
permanéncia da doenga (OTTO, 2013).

A formacdo de biofilme atualmente é reconhecida como um importante fator de
viruléncia do género Staphylococcus. A formacdo de biofilme é variavel entre diferentes
espécies bacterianas, sendo a habilidade de formacédo de biofilme pelo S. pseudintermedius
ndo caracterizada totalmente (OTTO, 2013). A formacdo de biofilme em estafilococos é
multifatorial, e a capacidade de formar um biofilme torna as cepas mais habeis para
sobreviver em ambientes normalmente hostis (GOTZ, 2002).

Existem diversas hipdteses que explicam o motivo pelo qual os biofilmes bacterianos
sdo tdo resistentes a terapia antimicrobiana, e porque podem coexistir em um mesmo
ambiente. Dentre elas estdo: a matriz extracelular que impede a penetragéo de antimicrobianos
no biofilme; muitas células dentro do biofilme ndo sdo metabolicamente ativas e s&o,
portanto, resistentes a muitas terapias antimicrobianas; biofilmes sdo ativamente resistentes
através da aquisicao de genes de resisténcia e/ou expressdo de bombas de efluxo; e biofilmes
contém uma subpopulacdo de células que ndo sdo suscetiveis a antimicrobianos (por exemplo,
resisters) (FUENTE-NUNEZ et al., 2013). Como resultado, a concentracdo inibitoria minima
(MIC) de bactérias presentes em biofilme pode ser dez a 1.000 vezes maior do que em suas
células planctonicas, o que frequentemente representa uma dose que seria letal ao hospedeiro
(WALKER et al., 2016).

Genes que codificam a resisténcia aos antimicrobianos e a formagdo de biofilme s&o
caracterizados como genes acessorios, e essas caracteristicas ndo sdo necessariamente estaveis
nos genomas bacterianos (OSLAND et al., 2012). Em Staphylococcus epidermidis, foi
demonstrado que a expressdo conjunta dos genes icaA e icaD acarreta em um aumento na
atividade da PIA. No entanto, a formacéo de biofilme independente da expresséo do ica tem
sido relatada em Staphylococcus e o papel do operon ica na habilidade de formacdo de

biofilme de S. pseudintermedius ainda € desconhecido.
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Apesar de ndo ser esclarecido o envolvimento de genes no aumento da formacao de
biofilme produzido por S. pseudintermedius, foi observado por gqRT-PCR que a expressdao do
gene icaA é significativamente maior em biofilme comparado com as fases de crescimento
logaritmicas e estacionarias da bactéria (CRAWFORD et al., 2014).

Em relacdo a presenca dos genes relacionados a secrecdo de PIA, estudos
demonstraram que o gene icaA foi detectado em 77,9% dos isolados (MRSP e S.
pseudintermedius sensiveis a meticilina — MSSP). E apesar dos genes icaA e icaD estarem
associados a producdo de PIA, nenhuma associacdo entre a presenca do icaA e valor de
densidade éptica (OD) 570; icaA e diferentes intensidades de producdo de biofilme; e entre
icaA e cepas MRSP ou MSSP foram observadas (SINGH et al., 2013; HAN et al., 2015).

Semelhante ao gene icaA, o gene icaD foi detectado em 75,7% dos isolados (MRSP e
MSSP). E nenhuma associacao entre a presenca do icaD e valor de OD570; icaD e diferentes
intensidades de producdo de biofilme; e entre icaD e cepas MRSP ou MSSP foram
observadas (SINGH et al., 2013).

Proietti et al. (2015) encontraram dados semelhantes aos encontrados por Singh et al.
(2013), sendo os genes icaA e icaD detectados em 91,6% das amostras.

Quando a producdo de biofilme por S. pseudintermedius é avaliada, € possivel
observar que S. pseudintermedius tem grande capacidade de formacdo de biofilme em
métodos in vitro (SINGH et al., 2015; HAN et al., 2015; GARBACZ et al., 2013). Em estudo
realizado por Bardiau et al. (2013), avaliou-se a formacéo de biofilme de 27 cepas de MRSP e
foi possivel observar que 92,6% das cepas apresentavam forte producéo de biofilme e os
demais isolados apresentaram moderada e fraca producdo de biofilme. Além de 96% dos
isolados possuirem o gene siet, que € um importante fator de viruléncia, que associado a
formacdo de biofilme, pode estar auxiliando na disseminacdo e persisténcia do S.
pseudintermedius.

Segundo estudo realizado por Singh et al. (2013), 96% dos S. pseudintermedius
isolados foram classificados como moderados e fortes produtores de biofilme. Sendo que néo
houve diferenca significativa entre a formacdo de biofilme entre MRSP e MSSP testados
(SINGH et al., 2015; DIRIBE et al., 2015; HAN et al., 2015; STEFANETTI et al., 2017).

Ainda, cerca de 93% dos isolados pertenciam a dois grupos, um denominado de dt9a
(48%) e outro denominado de dtlla (45%) — sequéncia tipo 71 e 68, respectivamente. N&o
houve diferenca significativa quanto a formacédo de biofilme desses dois grupos. E a producao
de biofilme ndo foi significativamente diferente entre S. pseudintermedius isolados de cées
carreadores e animais com afeccdes clinicas (SINGH et al., 2013; GARBACZ et al., 2013).
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Um dado relevante observado por Garbacz et al. (2013), é que todas as cepas isoladas
de cdes com conjuntivite produziram significativamente mais biofilme quando comparadas a
outras manifestacdes clinicas. De acordo com Prado et al. (2005) e Varges et al. (2009) o
Grupo Staphylococcus intermedius compdem as espécies do género Staphylococcus mais
frequentemente isoladas da conjuntiva de cées clinicamente saudaveis e cdes que possuem 0
quadro de ceratite ulcerativa. Podendo, portanto, a capacidade de formagéo de biofilme estar
intimamente relacionada ao carreamento do S. pseudintermedius na conjuntiva, bem como o
aparecimento de determinadas afecgdes oculares.

Apesar da emergéncia recente e do aumento da ocorréncia do MRSP ST71 na Europa,
em estudo realizado por Diribe et al. (2015) demonstrou, que além da resisténcia a muitos
antimicrobianos, ndo foi observado diferenca significativa quando comparada a formacéo de
biofilme, suscetibilidade a biocidas e carreamento de fatores de viruléncia. Sugerindo que
fatores determinantes que promovem o desenvolvimento de SSI néo estdo restritos a apenas
um clone, mas a toda a espécie S. pseudintermedius.

Ja, em estudo realizado por Osland et al. (2012), as cepas de MRSP pertencentes ao
ST71 produziram quantidades maiores de biofilme e demonstraram diferenca estatistica
significativa quanto a habilidade em formar biofilme quando comparado a outros isolados de
MRSP. Enquanto isolados pertencentes a ST106 demonstraram uma produgdo de biofilme
moderada comparada com os demais MRSP isolados no estudo.

Guadarrama et al. (2017) realizaram um estudo comparando trés diferentes espécies de
Staphylococcus Coagulase Positiva (CoPS): S. aureus, S. intermedius e S. pseudintermedius.
As amostras foram obtidas a partir de coletas realizadas no Hospital Veterinario Escola,
localizado na Cidade do México. Segundo dados coletados, as cepas de S. pseudintermedius
foram as Unicas resistentes a meticilina — enquanto a maioria dos isolados eram resistentes a
multiplos grupos antimicrobianos, e tinham capacidade significativamente maior de formar
biofilme.

Os S. pseudintermedius isolados foram agrupados, segundo metodologia Eletroforese
em Gel de Campo Pulsado (PGFE), em sete padrfes diferentes, sem mostrar dispersdo clonal
entre animais ou isolados ambientais. Este estudo sugere que tanto animais, quanto o ar sdo
fontes ambientais potenciais do S. pseudintermedius multirresistente, que sobrevive em
diferentes ambientes através da formagdo de biofilme e resisténcia a multiplos farmacos.
Caracteristicas que podem ser transmitidas horizontalmente para outras bactérias e exacerbar
o problema da resisténcia a antibiéticos em humanos (GUADARRAMA et al., 2017).
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Através da comparacdo realizada por Guadarrama et al. (2017), as linhagens de S.
pseudintermedius formaram maior quantidade de biofilme e apresentaram diferenca estatistica
significativa nas habilidades de formacdo de biofilme em comparacdo com as demais CoPS
(S. intermedius e S. aureus). E ndo houve diferenca estatistica significativa quanto a
capacidade de formacéo de biofilme entre os isolados de S. intermedius e S. aureus.

Uma das grandes preocupac@es do método atualmente empregado para a avaliacdo da
producdo de biofilme é a padronizacdo do indculo inicial. Em analise comparativa da
producdo de biofilme a partir de trés inéculos iniciais diferentes: 10°, 10° e 10’ unidades
formadoras de coldnia por mililitro (UFC/mI), a maxima producéo de biofilme foi observada
em inéculo inicial de 10, no entanto ndo foi possivel observar diferenca estatistica
significativa na producdo de biofilme entre os trés indculos iniciais (POMPILIO et al., 2015).

Crawford et al. (2016) realizaram um estudo importante comparando a expressdo de
inimeros genes por duas cepas de S. pseudintermedius resistentes a meticilina, A42 (ST68) e
A54 (ST71), em diferentes materiais. Quanto aos genes envolvidos na producdo de matriz
extracelular (icaA, icaC, e icaD), em ambas as cepas bacterianas, a expressdo de genes
responsaveis pela producdo de matriz extracelular foi aumentada em biofilmes produzidos em
superficie de vidro e acrilico.

Quanto aos genes de moléculas especificas de adesdo (spsk, ebpS e atl),embora
houvesse diferencas significativas na expressdo de moléculas de adesdo especificas entre
superficies, ndo houve diferencas consistentes identificadas na expressdo de todos os trés
Componentes da Superficie Microbiana que Reconhecem Moléculas Adesivas da Matriz
(MSCRAMM) entre superficies para as duas estirpes bacterianas (CRAWFORD et al., 2016).

Quanto aos genes envolvidos no quorum sensing (agrA e agrB), a expressdo dos genes
foram significativamente diferente entre as fases de crescimento (CRAWFORD et al., 2016).

A partir dos dados coletados por Crawford et al. (2016) foi possivel concluir que
existem diferencas significativas entre quase todas as superficies testadas sendo necessario
estudos futuros para o esclarecimento dos mecanismos que estdo envolvidos na expresséo
desses diferentes genes no S. pseudintermedius.

Em estudo realizado por Proietti et al. (2015) comparando trés diferentes métodos para
avaliacdo da formacdo de biofilme por S. pseudintermedius, verificou-se que 93,3% dos
isolados produziam biofilme através dos métodos de aderéncia em tubo (MAT) e da placa de
microtitulacdo (MTP) e 86,6% dos isolados foram considerados produtores de biofilme

através do método de cultivo em agar vermelho congo (CRA).
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A concordancia entre o teste de aderéncia em tubo e o método da placa de
microtitulacdo e entre o teste do agar vermelho congo e o teste de aderéncia em tubo com
dados categoricos foi razoavel, enquanto moderada entre 0 CRA e o MTP. (PROIETTI et al.,
2015).

Em um trabalho semelhante ao desenvolvido por Proietti et al. (2015), Lopes (2016)
comparou a formacédo de biofilme de S. pseudintermedius através de trés métodos: método da
placa de microtitulacdo, cultivo em agar vermelho congo e cultivo em caldo vermelho congo
(CRB) (Figura 2). A partir do experimento foi possivel observar que no MTP, em acordo com
0 esquema de classificacdo proposto por Stepanovic et al. (2007), 95,45% dos isolados foram
classificados como fortes produtores de biofilme, 3,03% como intermediérios e 1,52% como
fracos produtores. Utilizando o método de formagédo de biofilme em placa de microtitulacéo,
todos os isolados foram classificados como produtores de biofilme. Através do método CRA,
78,79% dos isolados foram classificados como produtores de biofilme e 21,2% como ndo
produtores. E usando o método do CRB, 93,94% dos isolados foram classificados como
produtores e 6,06% como ndo produtores (LOPES, 2016). Finalmente, houve concordancia
entre os métodos CRA e CRB, baixa concordancia entre os metodos MTP e CRA, e entre
MTP e CRB concordancia moderada (LOPES, 2016).

Figura 2. Staphylococcus pseudintermedius em &gar vermelho congo. A: isolado de S.
pseudintermedius ndo produtora de biofilme. B: isolado de S. pseudintermedius produtora de
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biofilme. C: detalhe de amostra de S. pseudintermedius produtora de biofilme. Adaptado de
LOPES (2016).

2.6.a. Avaliacdo de imagens obtidas de biofilmes formados por Staphylococcus

pseudintermedius

Através da visualizacdo por microscopia eletronica de varredura (MEV), € possivel
observar que o S. pseudintermedius é capaz de formar estruturas de biofilme a partir de quatro
horas de incubacdo. Foi possivel observar células aderidas a superficie de aco inoxidavel de
parafusos 6sseos, bem como a visualizacdo de quantidades variaveis de substancia polimérica
extracelular (Figura 3) (DICICCO et al., 2012).

Figura 3. Imagens obtidas a partir de microscopia eletronica de varredura de biofilme formado
por Staphylococcus pseudintermedius em parafusos ortopédicos tratados com claritromicina.



21

A: producdo de biofilme ap6s quatro horas de incubacdo. B: aumento de EPS e mudancas
morfoldgicas do biofilme ap6s incubacédo de 12 horas. C: formacéo de biofilme apo6s 24 horas.

D: crescimento do biofilme concentrado em especificas areas do parafuso. Adaptado de
DICICCO et al. (2012).

Em estudo realizado por Pompilio et al. (2015), avaliou-se a produgéo de biofilme sob
condi¢cbes dinamicas e estaticas através da visualizacdo com microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Sob incubacdo estatica, S. pseudintermedius é capaz de formar um biofilme
denso com arquitetura cogumelo-like (semelhante a um cogumelo) consistindo de agregados e
microcolbnias que cobrem quase completamente a superficie de poliestireno (Figura 4). O
biofilme formado na camara da célula de fluxo, sob condi¢Ges dindmicas, mostrou-se
significativamente mais complexo, em termos de espessura e celularidade, comparado ao
biofilme formado sob incubacéo estatica (espessura média, 25,4 e 14,2 um, respectivamente)
(POMPILIO et al., 2015).

Figura 4. Imagens obtidas a partir de microscopia eletrénica de varredura de biofilmes
formados por Staphylococcus pseudintermedius em superficie de poliestireno ap6s 72 horas
de incubagdo. A: o biofilme exibe uma organizacdo espacial heterogénea, com estruturas
cogumelo-like indicadas pelas setas. B: células bacterianas e presenca de EPS (aumento de

12.500x). C: células bacterianas e presenca de EPS (aumento de 20.000x). Adaptado de
POMPILIO et al. (2015).

Uma andlise de MEV foi realizada para monitorar a cinética de formacdo do biofilme
durante 72 h de incubagdo e para analisar as caracteristicas morfoldgicas do biofilme
(POMPILIO et al., 2015). Os autores observaram ap6s apenas 30 minutos, cocos individuais
aderindo aleatoriamente ao poliestireno (fase de adesdo). Apds 4 h, o biofilme inicial apareceu
como microcoldnias, consistindo principalmente de células agrupadas sem qualquer evidéncia

de EPS. Durante a fase de maturacdo (8 a 72 h), as microcolonias aumentaram
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dimensionalmente, cobrindo a maior parte da superficie. Em particular, a adicdo de azul de
alciano a solucéo fixadora revelou uma producéo significativa de EPS ap6s 48 h, aparecendo
como uma extensa rede de filamentos. O EPS, entdo, cobriu a maior parte da superficie,

cercou as celulas do biofilme e conectou-as ao substrato (Figura 5) (POMPILIO et al., 2015).

Figura 5. Imagens obtidas a partir de microscopia eletronica de varredura de biofilmes
formados por Staphylococcus pseudintermedius em superficie de poliestireno apds 72 horas
de incubacdo. A-F: representam imagens da formacédo de biofilme em 1, 4, 8, 24, 48 e 72
horas de incubacdo (aumento de 1.000 vezes). G: aumento de 20.000 vezes do biofilme
formado em 48 horas. H: aumento de 20.000 vezes do biofilme formado em 72 horas.
Adaptado de POMPILIO et al. (2015).

Conforme pode ser observado na Figura 6, através de imagens geradas por
microscopia eletrbnica de transmissdo, as bactérias mostram tipica forma esférica, mais
alongada bilateralmente no estadgio de divisdo. O citoplasma é finamente granular e
moderadamente denso quando comparado com a membrana celular. Biofilme foi demonstrado
com contraste, varidvel (fraco, moderado e forte) e estendendo ramos fibrilares em todas as
amostras. As estruturas semelhantes a fibras ramificadas sdo cercados por um material amorfo
moderadamente denso. A rede de biofilme parece surgir da superficie bacteriana, aderindo
parcialmente a parede e ligando bactérias contiguas e em parte destacando. A coloracdo
PATCH revela a natureza polissacaridica do biofilme que, assemelha-se a uma matriz
pequena organizada linearmente e como manchas altamente densas que se encontram ao
longo da rede fibrilar (STEFANETTI et al., 2017).
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Figura 6. Imagens obtidas a partir de microscopia eletrénica de transmissdo de biofilmes
formados por Staphylococcus pseudintermedius. A: distribuicdo espacial da estrutura do
biofilme. B: isolado considerado fraco produtor de biofilme. C: isolado considerado
moderado produtor de biofilme. D: isolado considerado forte produtor de biofilme. Adaptado
de STEFANETTI et al. (2017).

2.7. Suscetibilidade do biofilme formado por Staphylococcus pseudintermedius

Devido a dificuldade atribuida ao tratamento de infeccBGes associadas a biofilmes
produzidos por S. pseudintermedius — MRSP ou MSSP —, cada vez mais, atualmente,
procuram-se alternativas eficazes para o tratamento dessas afeccdes.

Em estudo realizado para a observacdo da suscetibilidade de isolados de S.
pseudintermedius e efeitos na formacdo de biofilme através da utilizacdo de 6leo de manuka,
todos os isolados foram sensiveis ao 6leo, demonstrando inibicdo da formacéo de biofilme,
sem diferenca entre os grupos de MRSP e MSSP (SONG et al., 2013).

Buscando alternativas para o tratamento de doencas associadas a biofilmes, Turk et al.
(2013) utilizaram a Dispersina B, uma enzima produzida pela espécie Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, para a inibicdo da producdo de biofilme de S. pseudintermedius. A
enzima Dispersina B demonstrou atividade de degradacdo da matriz extracelular no biofilme

de uma variedade de bactérias, incluindo S. aureus e S. epidermidis. A partir do estudo
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realizado por Turk et al. (2013) foi possivel observar a influéncia da enzima Dispersina B
sobre a reducdo da formacdo de biofilme e sobre a diminuicdo da estabilidade do biofilme
formado. Os resultados sugerem que a utilizacdo da Dispersina B no tratamento adjuvante de
biofilmes causados por cepas MRSP podem ser uma alternativa para o futuro. Apesar da
enzima Dispersina B ndo apresentar efeitos diretos quanto ao crescimento das cepas MRSP,
ela age na diminuicdo da formacdo de biofilme e degradagdo do biofilme estdvel (TURK et
al., 2013). Interessantemente, quando comparado o crescimento das cepas MRSP com e sem
Dispersina B, nao se observou diferenca significativa. Porém, quando comparada a formacéo
de biofilme entre as cepas que foram submetidas ao tratamento com Dispersina B e as cepas
do grupo controle, observou-se diferenca entre os dois grupos, sendo que, foi possivel
observar a erradicacdo da formacéo de biofilme em algumas linhagens (TURK et al., 2013).

Em estudo realizado por DiCicco et al. (2014), verificou-se a eficacia do sinergismo
entre fosfomicina e claritromicina sobre a diminui¢do da producéo de biofilme de MRSP. Foi
possivel observar uma maior diminui¢cdo na formacdo de biofilme quando utilizada a agao
sinérgica entre fosfomicina e claritromicina. Através da observacdo por microscopia
eletrénica de varredura foi possivel verificar a acdo da fosfomicina na diminuicdo da
formacgdo de biofilme em proéteses ortopédicas. Além disso, foi proposto que a atividade
bacteriostética da claritromicina é acentuada quando a fosfomicina estd presente, pois pode
permitir uma melhor penetracdo na matriz do biofilme, permitindo o acesso da fosfomicina a
bactérias sésseis perto da superficie de adesdo (DICICCO et al., 2014). A eficacia da
fosfomicina, utilizada individualmente no tratamento de biofilmes formados em proteses de
titdnio, foi verificada sendo possivel observar uma diminui¢do da aderéncia e da estrutura do
biofilme formado (DICICCO et al., 2014). Além da diminuigdo na formacdo de biofilme, foi
possivel observar diferencas quanto a estrutura das células bacterianas, com algumas células
lizadas apds o tratamento. As células que sofreram tratamento possuiam diametro de 97
nandmetros e as células do tratamento controle apresentaram didmetro de um micrémetro
(DICICCO et al., 2014).

Em outro estudo, verificou-se a eficacia do uso da claritromicina na diminuicdo da
formacéo de biofilme por cepas MRSP (DICICCO et al., 2012). Nesse estudo, foi possivel
constatar que ndo houve impacto quanto a formacdo de biofilme em cepas que foram
submetidas ao tratamento com claritromicina.

Em estudo realizado por Walker et al. (2016) comparando a suscetibilidade de
biofilmes formados por S. pseudintermedius e células planctdnicas frente a diferentes

antimicrobianos, constatou-se diferenca significativa na MIC de todos os antibioticos testados
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(amicacina, cefazolina, enrofloxacina e gentamicina). Surpreendentemente, foi observada uma
diferenca maior que 667 vezes na MIC entre isolados associados a biofilme e células
plancténicas tratadas com amicacina; maior que 4.000 vezes a diferenca na MIC para isolados
tratados com cefazolina; maior que 2.000 vezes a diferenga na MIC para isolados tratados
com enrofloxacina; e maior que 1.000 vezes na MIC para isolados tratados com gentamicina.
Além do mais, para todos os antimicrobianos, houve diferencas significativas na MIC
plancténica da MRSP e MSSP, mas ndo houve diferencas entre a MIC associada ao biofilme
para a MRSP e MSSP.

Pompilio et al. (2015) desenvolveram um trabalho avaliando uma cepa de S.
pseudintermedius oriunda de um paciente com uma ferida cronica e portador da Doenca do
Enxerto contra Hospedeiro (GVHD). A partir da avaliacdo da atividade antimicrobiana sobre
o biofilme pré-formado, testados em concentrag¢des iguais ou multiplas de MIC em biofilmes
maduros, foi possivel observar o0s seguintes resultados: a rifampicina é o antibiético mais
ativo contra biofilmes pré-formados com erradicagdo minima de 50% do biofilme (MBEC50)
IXMIC e erradicacdo minima de 90% do biofilme (MBEC90) 2xMIC. Em particular, a
vancomicina mostrou MBEC50 e MBEC90 de 8x e 16xMIC, respectivamente, seguido de
cefoxitina (MBEC50 e MBEC90: 1x e 64xMIC, respectivamente). Cloranfenicol (MBEC50 e
MBEC90: 4x e 128xMIC, respectivamente), linezolida, tetraciclina e tigeciclina (MBEC50 e
MBEC90: 1x e maior que 128xMIC, respectivamente) mostraram atividade semelhante. A
gentamicina foi a menos ativa entre os antibioticos testados (MBEC50 e MBEC90: 64xMIC),
estimulando até mesmo a producéo de quantidades significativamente maiores de biofilme em
1x e 2xMIC, em comparagdo aos controles. Todos os antibidticos exibiram um efeito
dependente da dose, exceto para linezolida, rifampicina e tigeciclina. E importante ressaltar
que nenhum dos antibidticos estudados foi capaz de erradicar os biofilmes maduros nas
concentracOes testadas. Considerando as concentracfes correspondentes aos valores de
MBEC90, confirmou-se que a rifampicina ¢ o antibitico mais ativo, seguido pela
vancomicina e gentamicina, enquanto o cloranfenicol foi 0 menos eficaz.

A producdo de biofilme é influenciada por diversos fatores como temperatura,
concentracdo de fontes de carbono e pH. Em trabalho realizado por Pompilio et al. (2015),
avaliou-se a influéncia da atividade de soro e pH na formacdo de biofilme por S.
pseudintermedius. Na auséncia de soro, a formacdo de biofilme em pH 7,1 foi
significativamente maior do que a obtida em pH 5,5 ou 8,7. Na presenca de soro, a capacidade
de formar biofilme foi significativamente afetada, independente do valor de pH (POMPILIO
etal., 2015).
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O pré-tratamento do poliestireno com soro reduziu significativamente a formacéo de
biofilme em condic¢des acidas, mas apenas na presenca de soro 1:2 e 1:10 e pH neutro. Com
pH 8,7, o pré-tratamento com soro nao reduziu a formacéo de biofilme. O efeito antibiofilmes
e mostrou dependente apenas dos niveis de concentracdo no caso do soro livre,
independentemente do valor de pH considerado (POMPILIO et al., 2015).

Em um estudo desenvolvido por Lopes (2017), avaliou-se a formacdo de biofilme por
S. pseudintermedius em duas condicdes de pH: neutra (pH 7,2) e bésica (pH 8), onde 79% dos
isolados apresentaram maior formacéo de biofilme em pH basico.

Além de testarem o efeito de antimicrobianos em biofilme pré-formado, Pomplio et al.
(2015) testaram os efeitos de concentracdes subinibitdrias de antibidticos na formacao de
biofilme. Os efeitos dos antibioticos testados em concentracdes subinibitdrias (1/2x, 1/4x e
1/8x MIC), de maneira geral, causaram uma reducdo significativa na formacéo de biofilme de
maneira dependente.

Recentes estudos vém demonstrando que a eficacia do tratamento com clorexidine
topico pode ser semelhante ou melhor no tratamento de piodermatites causadas por
Staphylococcus (BORIO et al., 2015; FERRAN et al., 2016). Ferran et al. (2016)
demonstraram em um trabalho comparando a atividade de seis compostos antimicrobianos
(amoxicilina, cefalexina, clindamicina, doxiciclina, marbofloxacina e clorexidine) sobre a
producéo de biofilme de um cepa de S. aureus e um exemplar de S. pseudintermedius. A
partir dos resultados obtidos foi possivel observar que a contagem de UFC do biofilme
diminuiram frente aos antibioticos testados, mas o clorexidine foi 0 agente mais eficaz para a
diminuigéo da producéo de biofilme do S. pseudintermedius.

Em um trabalho realizado por Morrison et al. (2015), avaliou-se a formacdo de
biofilme por S. pseudintermedius em esferas de polimetilmetacrilato (PMMA, acrilico)
impregnadas com prata e gentamicina, empregando microscopia eletronica de varredura para
confirmacdo. As correntes formadas por esferas de acrilico sdo utilizadas em cirurgias como
artroplastia total de articulagdo, fixacdo de fraturas de coluna e em outras cirurgias
ortopédicas e neuroldgicas como método profilatico bem como, pode ser utilizado como
método de tratamento local de SSI. A partir dos resultados obtidos no trabalho, nenhum dos
aditivos de PMMA inibiu completamente a formacdo de biofilme de MRSP, porém, quando
todos os isolados foram agrupados, independentemente da suscetibilidade a gentamicina,
houve um efeito significativo do tratamento que utilizou apenas gentamicina e do tratamento
que utilizou gentamicina associada a prata, comparado aos controles (MORRISON et al.,
2015).



27

Em trabalho realizado por Morrison et al. (2016), comparando a formagéo de biofilme
em diferentes tipos de fios de sutura foi possivel observar que houve significativamente
menos adesdo de MSRP ao monofilamento de polidioxanona revestido com triclosan do que a
poliglecaprone 25, poliglactina 910, monofilamento de polidioxanona farpado e
polidioxanona monofilamentar. Também, houve significativamente menos aderéncia do
MSRP ao poliglecaprone do que a poliglactina 910.

A sutura farpada apresentou um perfil de adesdo bacteriana comparavel ao da sutura
monofilamentar. A adesdo do MRSP foi maior para poliglactina trangada 910. O uso de
polidioxanona monofilamentar revestido com triclosan pode ser considerado para pacientes
com alto risco de desenvolver infecgdes de sitio cirargico. A avaliacdo das imagens da
microscopia eletronica revela a presenca de bactérias aderentes em todos os tipos de sutura,

exceto no monofilamento de poliodioxanona revestido de triclosan.

Figura 7. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura da formagdo de biofilme
por Staphylococcus pseudintermedius sobre a superficie do monofilamento de polidioxanona
barbado. A: antes de o monofilamento ser submetido ao processo de sonicacdo. B: ap6s o
monofilamento ser submetido ao processo de sonicagdo. Adaptado de MORRISON et al.
(2016).
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3. CONCLUSAO

A producdo de biofilme por S. pseudintermedius pode desempenhar um papel
importante na fisiopatologia da doenca e potencial colonizacdo, e pode ter sido um fator
contribuinte para o rapido surgimento mundial da MRSP.

Com a observacdo do surgimento de cepas multirresistentes de S. pseudintermedius
e sua potencial capacidade de formacao de biofilme, houve um aumento da preocupacdo em
se desenvolver medidas alternativas para tratamento e prevencdo da formacdo de biofilme.
Apesar de Staphylococcus ser um agente largamente distribuido em todas as espécies de
mamiferos é possivel, através de praticas corretas de utilizacdo de antimicrobianos, evitar
demasiada pressao de selecdo nesses micro-organismos.

A partir dos estudos apresentados foi possivel observar que ndo ha diferenca na
producéo de biofilme de cepas MRSP e cepas MSSP. Sendo necessarios estudos futuros para
a elucidagdo da associacdo da producdo de biofilme com diversas doencas e a grande
distribuicéo de determinados clones de S. pseudintermedius.

Atualmente, ndo estdo disponiveis meétodos alternativos para a avaliacdo da
producédo de biofilme que se assemelhem as condic¢des in vivo. Esse fator representa um
grande empecilho no momento da identificagdo do potencial patogénico do S.
pseudintermedius. Hoje, sabe-se que a maioria dos isolados de S. pseudintermedius apresenta
uma grande capacidade de producdo de biofilme, in vitro, até mesmo cepas oriundas de
animais saudaveis. Levando em conta que ha distintos padrdes de expressdo génica em
biofilmes formados em diferentes superficies, a utilizacdo de estruturas que diminuam o
potencial de desenvolvimento de biofilme pode ser uma alternativa de prevencao.

Finalmente, apesar de pouco elucidados os mecanismos de quorum sensing
associados as diversas espécies bacterianas produtoras de biofilme, a interrupcdo destes
mecanismos pode ser uma potencial ferramenta para o tratamento de doengas associadas a

biofilme.
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