o ® g

\

=

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA - RENORBIO

Chirles Araujo de Franca

TOLERANCIA E PERSISTENCIA A ENROFLOXACINA EM Staphylococcus spp. DE
MASTITE CAPRINA: CARACTERIZACAO, DETERMINACAO DE FATORES DE
VIRULENCIA E GENOMICA COMPARATIVA

RECIFE - PE
2021



CHIRLES ARAUJO DE FRANCA

TOLERANCIA E PERSISTENCIA A ENROFLOXACINA EM Staphylococcus spp. DE
MASTITE CAPRINA: CARACTERIZACAO, DETERMINACAO DE FATORES DE
VIRULENCIA E GENOMICA COMPARATIVA

Tese submetida a Coordenagdo do Curso de Pos-
Graduacdo em Biotecnologia — RENORBIO, como
parte dos requisitos para obtencdo do titulo de
Doutora em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Mateus Matiuzzi da Costa

Coorientadora; Dra. Renata de Faria Silva Souza

RECIFE - PE
2021



Dados I nternacionais de Catal ogacéo na Publicacio
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

C541t

Franga, Chirles Araljo de

Tolerancia e persisténcia a enrofl oxacina em Staphylococcus spp. de mastite caprina: caracterizago, determinagéo de
fatores de viruléncia e genbmica comparativa/ Chirles Araljo de Franga. - 2021.

136f. :il.

Orientador: Mateus Matiuzzi da Costa.
Coorientador: Renatade Faria Silva.
Inclui referéncias e anexo(s).

Tese (Doutorado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Programa de Doutorado em Biotecnologia— Rede
Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO), Recife, 2021.

1. Cabras leiteiras. 2. Dorméncia. 3. Genoma. 4. Infecgles persistentes. |. Costa, Mateus Matiuzzi da, orient. I1. ,
Renata de Faria Silva, coorient. I1l. Titulo

CDD 620.8




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

TERMO DE APROVACAO

CHIRLES ARAUJO DE FRANCA

TOLERANCIA E PERSISTENCIA A ENROFLOXACINA EM Staphylococcus spp. DE
MASTITE CAPRINA: CARACTERIZACAO, DETERMINACAO DE FATORES DE
VIRULENCIA E GENOMICA COMPARATIVA

Tese defendida e aprovada em 26 de Fevereiro de 2021

BANCA EXAMINADORA

Orientador:

Prof. Dr. Mateus Matiuzzi da Costa
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco

Examinadores:

Prof. Dr. Helinando Pequeno de Oliveira
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco

Prof®. Dr®. Xirley Pereira Nunes
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco

Prof. Dr. Ulisses de Padua Pereira
Universidade Estadual de Londrina

Prof. Dr. Rodolfo de Moraes Peixoto
Instituto Federal Sertdo Pernambucano



DEDICATORIA

A meus pais, minhas irmds e a meus sobrinhos Benjamim e Gael por todo o amor, dedicagdo e

compreensdo, que tornaram esse sonho em realidade.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por ter me concedido a vida e por todas as béncaos alcangadas até aqui.
Gratidao infinita, aos meus pais, Manuel e Acidne, luz na minha vida, que sempre fizeram
todo o esforgo para a realizagdo desse momento, e por serem meu exemplo de amor, vida e
dignidade.

Agradeco as minhas irmas, Sheila e Sheilane pela compreensdo e apoio continuo.

A Fabiano, pelo companheirismo.

Sou grata as minhas primas irmas, Erivania e Erioneide pela constante preocupacéo e torcida
para o fechamento desse ciclo em minha vida.

As minhas amigas Valdenice, Emanuele e Aldenir pela amizade sem medida.

Ao professor Mateus, pela oportunidade e parceria.

Agradeco a TODOS do laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal que me ajudaram
direta e indiretamente na realizacdo deste trabalho, especialmente Renata e Danillo, por serem
parte fundamental na execucdo deste estudo, além de se tornarem verdadeiros amigos. Assim
como sou grata a Isabelle, Wilton, Isabelly e Gutiele pela ajuda e forca que cada um me deu
em momentos importantes. Igualmente, agradeco a pessoas especiais como Ruan e Renilde.
Gratiddo a um amigo querido, Aldrin (in memoriam), pelo exemplo de perseveranga e pela luz
e paz que sempre me transmitiu.

A todos os funcionarios da UNIVASF — Campus Ciéncias Agrarias, que contribuiram de
alguma forma na realizacdo desse estudo.

Aos professores Vasco, Maria Aparecida e a seus grupos de trabalhos pela colaboragédo
significativa na realizacdo desse projeto.

A FACEPE pela concesséo da bolsa, bem como ao CNPq e CAPES pelo financiamento.



Que nada nos limite, que nada nos defina, que nada nos sujeite. Que a liberdade seja nossa
propria substdncia, jd que viver é ser livre. Porque alguém disse e eu concordo que o tempo
cura, que a mdgoa passa, que decep¢do ndo mata. E que a vida sempre, sempre continua.

Simone de Beauvoir



RESUMO

O leite caprino constitui uma importante fonte de alimentacdo para a nutricdo humana e a
contaminacdo por bactérias provenientes de infec¢bes intramamarias, especialmente
Staphylococcus spp., representa um risco de satde publica. Apesar da antibioticoterapia ser o
método de escolha, os micro-organismos podem sobreviver, se forem resistentes, tolerantes
ou persistentes. Portanto, a identificacdo de isolados com esses perfis pode auxiliar no
controle das complicagdes causadas pela mastite. O objetivo deste estudo foi caracterizar
isolados de Staphylococcus spp. provenientes de mastite caprina, quanto ao perfil de
tolerancia/persisténcia e fatores de viruléncia associados, assim como identificar possiveis
fatores genéticos relacionados a persisténcia. A identificacdo taxondmica de doze isolados de
Staphylococcus spp. foi realizada por meio do MALDI-TOF. Aplicou-se o TDTest para
triagem da tolerancia/persisténcia, e através da microdiluicdo em caldo, obteve-se as
concentragOes inibitéria minima (CIM) e bactericida (CBM) para enrofloxaxina. Curvas de
morte foram realizadas utilizando 2xCIM do antimicrobiano, analisando a populacédo
bacteriana sobrevivente em funcdo da duracdo minima de morte, assim como se é dependente
de dose ou tempo. Realizou-se a quantificacdo do biofilme, através do ensaio de aderéncia em
microplaca. Foram sequenciados os genomas dos oitos isolados de Staphylococcus warneri
antes (4) e apds (4) tratamento com enrofloxacina. A relacdo filogendmica e plasticidade
genética foram avaliadas. Adicionalmente, houve a busca por genes de resisténcia e
viruléncia, assim como a presenca de polimofismos. Os isolados foram identificados como
Staphylococcus aureus (n=4) e S. warneri (n=8). As bactérias apresentaram CIM e CBM
variando entre 0,12 e 1,95 pug / mL, concentragdo abaixo do breakpoint (4pug / mL). Na curva
de morte, os isolados de S. aureus mostraram-se tolerantes e S. warneri foram classificados
como persistentes. Verificou-se que em isolados selecionados, a persisténcia foi tempo
dependente do tipo I. Todos os isolados foram produtores de biofilme. No sequenciamento
dos isolados de S. warneri, foram determinadas as sequéncias completas de trés genomas e
cinco em formato incompleto. Os isolados foram considerados clonais e na anélise
pangendmica, foram encontrados 2017 genes centrais, e entre 176 a 336 genes acessorios.
Contudo, ndo foram encontrados genes Unicos. Confome as analises do COG, o0s genes estdo
envolvidos em processos de funcbes gerais, transcricdo, replicacéo e reparo de recombinacéo.
Trés profagos e seis ilhas gendmicas foram preditos e totalmente compartilhados por todos os
genomas de S. warneri. Similarmente, sete genes de resisténcia e seis genes de viruléncia
foram compartilhados. A analise de polimorfismos detectou 13 variantes. Conclui-se que a
tolerancia e persisténcia nos isolados de Staphylococcus spp. foi fator determinante na
sobrevivéncia a enrofloxacina. A tolerancia foi confirmada para S. aureus, enquanto a
persisténcia em S. warneri. A producdo de biofilme pelas espécies pode ter favorecido
significativamente a tolerdncia ao antibidtico. As andlises de gendmica comparativa
demonstraram similaridade entre os isolados de S. warneri persistentes, indicando o potencial
de disseminagdo entre animais e consequentemente um risco a saude publica. Esse estudo
permitiu tracar o perfil genético de isolados de S. warneri persistentes e a presenca de genes
que podem estar relacionados a processos importantes para a persisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Cabras leiteiras, Dorméncia, Genoma, Infeccdes persistentes.



ABSTRACT

Goat milk is an important source of food for human nutrition and contamination by bacteria
from intramammary infections, especially Staphylococcus spp., poses a public health risk.
Although antibiotic therapy is the therapy of choice, microorganisms can survive if they are
resistant, tolerant or persistent. The identification of isolates with these profiles can help
control complications caused by mastitis. The aim of this study was to characterize isolates of
Staphylococcus spp. goat mastitis, as to the tolerance/persistence profile and associated
virulence factors and identify possible genetic factors related to persistence. The taxonomic
identification of twelve isolates of Staphylococcus spp. was carried out through the MALDI-
TOF. TDTest was applied for tolerance/persistence screening, and through broth
microdilution, minimal inhibitory (MIC) and bactericidal (CBM) concentrations were
obtained for enrofloxaxin. Death curves were performed using 2xCIM of the antimicrobial,
analyzing the surviving bacterial population according to the minimum duration of death, as
well as if it is dose or time dependent. Quantification of the biofilm was carried out through
the microplate adherence test. The genomes of the eight Isolates of Staphylococcus warneri
before (4) and after (4) enrofloxacin treatment were sequenced. The phylogenomic
relationship and genetic plasticity were determined. Additionally, there was the search for
genes of resistance and virulence, as well as the presence polymorphisms. Bacterial isolates
have been identified as Staphylococcus aureus (n=4) and Staphylococcus warneri (n=8). The
bacteria showed MIC and CBM varying between 0.12 and 1.95 pg / mL, concentration below
the breakpoint (4g / mL). On the death curve, S. aureus isolates were tolerant and S. warneri
were classified as persistent. It was found that in selected isolates, persistence was time
dependent on type I. All isolates were biofilm producers. In the sequencing of S. warneri
isolates, the complete sequences of three genomes and five in incomplete format were
determined. The isolates were considered clonal and in the pangenomic analysis, 2017 central
genes were found, and between 176 to 336 accessory genes. However, no single genes were
found. According to COG analyzes, genes are involved in processes of general functions,
transcription, replication and recombination repair. Three phages and six genomic islands
were predicted and fully shared by all S. warneri genomes. Similarly, seven resistance genes
and six virulence genes were also shared. Similarly, seven resistance genes and six virulence
genes were shared. The polymorphism analysis detected 13 variants. It is concluded that
tolerance and persistence in Staphylococcus spp. was a determining factor in the survival of
enrofloxacin. Tolerance was confirmed for S. aureus, while persistence in S. warneri. This
indicates that it may be a species-specific phenomenon in this case. Biofilm production by
species may have significantly favored antibiotic tolerance. Comparative genomics analyzes
showed similarity between persistent S. warneri isolates, indicating the potential for
dissemination among animals and consequently a risk to public health. This study allowed
totrace the genetic profile of persistent S. warneri isolates and the presence of genes that may
be related to important processes for bacterial persistence.

Keywords: Dairy goats, Numbness, Genome, Persistent infections.
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura leiteira € uma atividade em crescimento exponencial e desempenha
um papel significativo nas exigéncias socioecondmicas e nutricionais da maioria dos paises
(DANMALLAM; PIMENOQV, 2019). A nivel nacional, ela tem um papel representativo
econémico e social para 0s pequenos e grandes produtores (DOS SANTOS SOUZA et al.,
2019), especialmente no Nordeste, regido detentora de 92,8% do rebanho nacional (IBGE,
2018).

Embora essa atividade apresente um nUmero expressivo, alguns problemas podem
impedir seu maior desenvolvimento na cadeia produtiva. Nesse sentido, destaca-se a mastite,
inflamacdo da glandula mamaria, incluindo ndo apenas tecidos intramamarios, mas também
estruturas anatdmicas relacionadas, como mamilos, aréolas mamérias e dutos de leite
(CONTRERAS; RODRIGUEZ, 2011). Em cabras leiteiras, as inflamacdes intramamarias
acarretam perdas econémicas devido a diminuicdo da producdo de leite, bem como risco a
salde publica, uma vez que o leite e seus derivados sdo importantes fontes de alimentacao
humana (CONTRERAS et al., 2003; MORONI et al., 2005). Com relacdo a etiologia, as
bactérias pertencentes ao género Staphylococcus spp. sdo 0s agentes causadores de mastite
mais prevalentes e estdo envolvidos em todas as suas formas de manifestacdo (CONTRERAS
et al., 2007).

A terapia das mastites baseia-se principalmente na antibioticoterapia (MAHLANGU;
MAINA; KAGIRA, 2018). Contudo, 0 uso inadequado de antibi6ticos ao longo do tempo
contribuiu (KROMKER; LEIMBACH, 2017; KUMAR; GUPTA, 2018) para a crescente
resisténcia a antibidticos, sendo um dos principais problemas do século XXI. A répida
disseminacdo de patdgenos multirresistentes (MDR) tem sido considerada como uma crise
global que pode levar a uma era sem antibiéticos eficazes (MCKEEGAN; BORGES-
WALMSLEY; WALMSLEY, 2002; GOLLAN et al., 2019), além de representar o principal
desafio aos esforcos no controle de doencas infecciosas (BOUCHER et al.,, 2009).
Adicionalmente, essa conjuntura predispde a ameaca de residuos de antibidticos no leite,
constituindo um problema de saude publica (OLIVER; MURINDA, 2012; PREETHIRANI et
al., 2015).

Além da resisténcia, foi observado que muitos micro-organismos podem ser
geneticamente suscetiveis e expressar um fenotipo tolerante ao tratamento com
antimicrobianos, o que € descrito como tolerancia e persisténcia. Bactérias tolerantes possuem

a capacidade de sobreviver a exposicdo transitéria de altas concentragdes de um antibidtico e
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podem exibir essa caracteristica quando presentes em ambientes pobres (BRAUNER et al.,
2016). Enquanto, a persisténcia é caracterizada quando uma subpopulacdo bacteriana de uma
populacdo clonal é capaz de sobreviver a altas concentragdes da droga (BALABAN et al.,
2004). Esses eventos propiciam a ocorréncia de infecgOes recorrentes e intensifica a
problematica quanto ao tratamento para esse tipo de infeccdo, tanto na medicina clinica
humana como na veterinaria (RENBARGER et al., 2017).

Assim, é de fundamental importancia conhecer esses fendmenos e os fatores de
viruléncia associados, bem como a sua ocorréncia nos diferentes cenarios humano e animal.
Até o momento, ndo foi descrito na literatura a ocorréncia de tolerancia e persisténcia em
micro-organismos causadores de mastite. Nessa perspectiva, hipotetiza-se que isolados
oriundos de mastite em cabras, apresentem perfis de toleréncia e persisténcia em funcdo da
falha no tratamento causada pelo uso indiscriminado de antimicrobianos e a caracterizagéo
fenotipica e gendmica comparativa podem ser aplicadas como ferramentas percursoras de
respostas. Portanto, esse fato ressalta ainda mais a importancia e o ineditismo do estudo
desses fendbmenos em isolados de Staphylococcus spp. oriundos de mastite caprina, além de
fornecer informac6es e subsidiar futuramente pesquisas no intuito de estabelecer estratégias
para elimina-los. Desse modo, o0 presente estudo teve como objetivo caracterizar isolados de
Staphylococcus spp. provenientes de mastite caprina quanto a tolerancia/persisténcia, fatores

de viruléncia associados e perfil genético.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CAPRINOCULTURA LEITEIRA

A caprinocultura no Brasil ¢ uma atividade progressiva de grande importancia
econbmica e social, tanto para os pequenos como para os grandes produtores (DOS SANTOS
SOUZA et al., 2019). De acordo com o Censo Agropecuario de Geografia e Estatistica
(IBGE), o Brasil produziu 8,26 milhGes de cabecas caprinas no ano de 2017, representando
um crescimento de 16% quando comparado ao ano de 2006. A regido Nordeste se destaca por
concentrar a maior parte desse rebanho, sendo responsavel por 92,8% do quantitativo
nacional, e o estado de Pernambuco é considerado o segundo maior produtor de caprinos
(IBGE, 2018).

De todo o rebanho de ovinos e caprinos no mundo, 20,8% sdo destinados a producéo
de laticinios (PULINA et al., 2018). O Brasil possui uma producéo leiteira de 25,3 milhGes de
L/ano, sendo o maior fornecedor de leite de cabra do continente americano (IBGE, 2018). As
regides Nordeste e Sudeste detém cerca de 95% da producdo nacional, sendo o Nordeste
responsavel por 70% dessa produtividade (EMBRAPA, 2019).

O leite de cabra e derivados representam uma excelente fonte alimentar com alto valor
nutritivo e proporciona uma boa fonte de renda para os pequenos produtores (CLARK;
GARCIA, 2017). Fato que favorece o desenvolvimento de uma grande variedade de produtos
inovadores para a promocdo da salde e alimentos funcionais para os consumidores
(VERRUCK; DANTAS; PRUDENCIO, 2019). Segundo as estatisticas da Organizacdo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), o leite de cabra é a terceira variedade
de leite mais produzida no mundo, atras dos leites de vaca e bdfala, representando cerca de
2,3% (FAO, 2018).

A progressdo do consumo de leite caprino tem sido relacionada a presenca de
compostos benéficos para saude, como ingredientes funcionais com atividades: anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, imunomoduladora, entre outras (VERRUCK;
DANTAS; PRUDENCIO, 2019). Portanto, com esse aumento das demandas do mercado
consumidor, 0s pequenos produtores tém investido na atividade da caprinocultura leiteira,
presumindo uma maior potencialidade econdmica (CRUZ et al., 2019).

Em comparacdo ao leite bovino, o produto caprino possui um menor potencial
alergénico e uma melhor digestibilidade, devido a sua diferente composi¢do de amino&cidos e
estrutura secundaria (DOS SANTOS SOUZA et al., 2019). Além disso, alguns compostos



18

promotores de salide como peptideos bioativos, acidos graxos essenciais e oligossacarideos
estdo presentes (MUKDSI et al., 2013; VERRUCK; DANTAS; PRUDENCIO, 2019).
Entretanto, a composicao do leite pode variar entre os animais, principalmente, em relacéo
aos cuidados nutricionais e sanitarios (DA COSTA et al., 2014). Sendo assim, um manejo
adequado é imprescindivel para a eficiéncia dos sistemas de producdo e selecdo do plantel
(CRUZ et al., 2019).

A producgdo de leite caprino é regulamentada pelo Ministério da Agricultura, que
publicou uma Instrucdo Normativa DAS — 37 de 31 de outubro de 2000, a qual aprova o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite de Cabra. Entretanto, pesquisas
com o intuito de verificar a qualidade do leite produzido demonstram que muitos produtores
ndo atendem as exigéncias sanitarias, demonstrando a importancia da implantacdo de
programas para o controle da mastite nas propriedades que exploram a caprinocultura leiteira
(DUTRA et al., 2014).

Algumas doencas infectocontagiosas, a exemplo da mastite, podem alterar a
composigdo do produto final e diminuir a produtividade desses animais, ocasionando grandes
perdas financeiras (LI et al., 2016a). Além disso, a rusticidade da caprinocultura aliada a sua
rapida expansdo tem gerado déficits sanitarios na cadeia produtiva devido a essas doencas
(FARIAS et al., 2018). Portanto, a garantia da alta produtividade leiteira depende,
principalmente, da salde animal e dos cuidados com o Ubere (RUEGG, 2012). Um manejo
inadequado pode acarretar em um tecido mamario infectado por micro-organismos

patogénicos, ocasionando, por exemplo, a mastite (GELASAKIS et al., 2018).

2.2 MASTITE

A mastite estd entre as enfermidades com maior importancia para 0s pequenos
ruminantes, capaz de causar graves danos ao Ubere e consequente prejuizo econdmico, devido
aos custos com tratamento e descarte do leite e de animais (GELASAKIS et al., 2018; RUPP
etal., 2019).

Essa enfermidade afeta negativamente a quantidade e a qualidade do leite e é
caracterizada por alteracdes fisicas, quimicas, microbiologicas e patologicas no Ubere e no
leite. E caracterizada como uma inflamacdo da glandula mamaria e pode ser classificada
como clinica, subclinica ou crénica, categorizacdo diretamente relacionada a presenca e a

duracdo do conjunto dos sinais clinicos, assim como, ao aspecto macroscopico do leite. A
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gravidade da enfermidade ainda pode estar relacionada ao estado imune, idade, raca e ao
estagio da lactacdo da fémea (LI et al., 2016a; PIRZADA, 2016).

Caracteristicas como aumento do tamanho e densidade da glandula mamaria, dor,
hiperemia, assim como, febre e depressdo sdo evidéncias da mastite clinica. A forma
subclinica da enfermidade € descrita pela auséncia de alteragdes perceptiveis no leite, exceto
pela reducdo de sua producdo, sendo definida pela quantificacdo de células somaticas
presentes no leite (QIAO et al., 2015). A mastite subclinica é mais frequente em cabras, sendo
de 15 a 40 vezes mais prevalente que a forma clinica, constituindo-se um reservatorio de
micro-organismos que atuam como fonte infecciosa para os animais saudaveis (THOMPSON-
CRISPI et al., 2014).

Fatores como decréscimo na producdo do leite e seus subprodutos, alteracdes
organolépticas e microbiologicas do leite, gastos com medicamentos e honorérios
profissionais, além de substituicdes de matrizes tornam a mastite uma das doencas mais
importantes que influenciam diretamente a caprinocultura leiteira (PIRZADA, 2016).

Adicionalmente, a enfermidade tem grande importancia em termos de saide publica,
devido a influéncia direta sob os derivados do leite, visto que 0s micro-organismos causadores
da mastite, principalmente aqueles que produzem enterotoxinas, oferecem riscos aos
consumidores (MAHLANGU; MAINA; KAGIRA, 2018).

2.2.1 Aspectos epidemiolégicos e etiologia

A mastite se apresenta como uma doenca de etiologia multifatorial, contudo, a maioria
dos casos estd associada a agentes infecciosos. Dentre eles, pode se destacar aqueles de
origem contagiosa, como o género Staphylococcus spp., principalmente Staphylococcus
aureus e Staphylococcus coagulase negativa (SCN), que habitam a prépria glandula mamaria
dos animais, sendo transmitidos durante a ordenha e/ou por meio das méaos ndo higienizadas
dos ordenhadores (MAHLANGU; MAINA; KAGIRA, 2018).

O ambiente onde os animais vivem também é um reservatério de patdgenos
causadores da enfermidade do tipo ambiental, como as enterobactérias Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp., Streptococcus uberis, Streptoccus dysgalactiae,
Pseudomonas spp., Trueperella pyogenes e espécies de leveduras e algas, como as do género
Prototheca (CONTRERAS; RODRIGUEZ, 2011).

S. aureus é relacionado como o patégeno bacteriano mais comum associado a mastite

clinica em cabras leiteiras, seguido por Streptococcus spp., enquanto, SCN sdo relatados
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como 0s mais prevalentes em casos de mastite subclinica (MISHRA et al., 2014). De forma
semelhante, Mishra et al. (2018) ratificaram a prevaléncia desses agentes infecciosos na
maioria dos casos de mastite subclinica em cabras Barbari e Jamunapari, demonstrando ainda
0 impacto negativo na quantidade e qualidade do leite.

Aspectos como prevaléncia e fatores de riscos devem ser enfatizados quando
relacionados as perspectivas epidemioldgicas. A aplicacdo de estudos voltados a essas
condigdes leva a uma caracterizagdo concisa, viabilizando a implementacdo de medidas
preventivas. No entanto, esse tipo de pesquisa ainda € pouco explorado, a nivel nacional para
cadeia leiteira (GOUVEIA et al., 2015).

Em um trabalho realizado por Lima et al. (2018) na regido de Minas Gerais, avaliando
perfis de prevaléncia e fatores de risco, o género encontrado como mais prevalente foi
Staphylococcus, onde dentre os animais amostrados, 62% (166/268) foram positivos para
mastite. Destes, apenas 9% (15/166) eram de mastite clinica. A frequéncia de limpeza dos
bebedouros, o tipo de piso, o intervalo entre partos, o percentual de lactantes e a ordenha
manual tiveram efeitos significativos na prevaléncia de mastite.

Em um estudo similar, Machado et al. (2018), no estado de Sdo Paulo, encontraram
173 patdgenos em 28,9% de amostras de leite, 28,1% em Uberes e 70% em tanques a granel,
com a frequéncia para S. aureus de 30,9% e 60% em meios-Uberes e tanques,
respectivamente. Onde, a prevaléncia de S. aureus variou de 0 a 24,3%, em relacdo a demais
patdgenos encontrados nas propriedades leiteiras avaliadas.

Ainda nesse cenario, Oliveira et al. (2011), no Nordeste paraibano, constataram a
presenca de Staphylococcus spp. em amostras de leite com contagens variando de 500 a
30.900.000 UFC / mL, com contagem média de 1.971.206 UFC/mL, estimando uma
contaminacdo média por S. aureus de 1,2 x 10* UFC/ mL). Relacionando este achado &
existéncia de problematicas vinculadas as praticas de higiene da ordenha, transporte e
retencdo do leite.

Uma proporcéo significativa de mastite subclinica causada por S. aureus foi relatada
por Mahlangu; Maina; Kagira (2018), que verificaram ainda que além de reduzir a producédo
leiteira, as bactérias sdo responsaveis pela evolucdo da doenca para a forma clinica. Elas
podem desenvolver uma barreira tecidual que impede a penetracdo dos antibioticos no local
da infeccdo, com estimativa que apenas 70% dessas infecgdes estafilocdcicas respondem a
terapia instituida (MAHLANGU; MAINA; KAGIRA, 2018).

As espécies de SCN podem apresentar diferencas em sua patogenicidade, mas sabe-se

pouco sobre seus fatores de viruléncia ou sua resposta imune especifica em infecgdes
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intramamarias, sendo escassos estudos experimentais que demonstrem sua patogénese em
cabras em lactacdo (SUPRE et al., 2011). Lasagno (2018), em um estudo com mastite
induzida por Staphylococcus cromogenes (SCN) em cabras em lactacdo, verificaram que o
micro-organismo € capaz de provocar uma resposta inflamatoria e alteragdes patologicas nas
primeiras horas apés inoculacdo, demonstrando grande importancia do agente patogénico na
etiologia da mastite em cabras.

Um fator importante para a instalacdo do processo infeccioso na glandula mamaria é o
biofilme. Os biofilmes sdo arranjos bacterianos complexos, envolvidos por uma matriz
polimérica extracelular, que conferem protecdo e resisténcia aos micro-organismos
(STEPANOVIC et al., 2007). Agentes patogénicos como S. aureus e S. epidermidis, isolados
de tetos com mastite, possuem alta eficiéncia para adesdo em superficies bidticas e abioticas,
produzindo biofilmes com alto grau de organizacdo (KHORAMIAN et al., 2015; LI et al.,
2016b).

O biofilme representa um dos principais mecanismos de sobrevivéncia das bactérias
perante os tratamentos instituidos, persistindo no hospedeiro por longos periodos sem causar
sintomatologia aparente (YUAN; PENG; GURUNATHAN, 2017) e sua produgdo pode estar
relacionada a falhas do sistema imune do hospedeiro e decréscimo da acdo dos agentes
antimicrobianos (ZHANG et al., 2016).

2.2.2 Diagnostico

Devido aos altos custos financeiros da mastite, seu diagndstico precoce é de extrema
importancia e métodos para essa finalidade tém sido desenvolvidos, sendo capazes de detectar
a inflamacdo do Ubere, assim como, os agentes etioldgicos (VIGUIER et al., 2009;
SHAHEEN; TANTARY; NABI, 2016).

O teste da caneca de fundo preto/telado associado ao exame clinico do animal
configura o principal mecanismo para o diagndstico da mastite clinica. Enquanto, o California
Mastitis Test (CMT) e a técnica da Contagem de Células Somaticas (CCS) sdo os principais
testes utilizados para identificar a mastite subclinica (CHINNAPPAN et al., 2017).

Peixoto et al., (2016), em um estudo que avaliou os testes indiretos CMT e CCS na
deteccdo da mastite subclinica em cabras leiteiras, verificaram indices de sensibilidade e
especificidade satisfatorios, com pontos de corte proximos aos recomendados por outras
pesquisas, devendo, dessa forma, continuar a serem considerados como ferramentas para o

diagnostico da mastite em cabras.
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Apesar de o CMT possuir boa concordancia com a CCS, amostras que apresentam
elevados escores devem ser interpretadas com maior cautela, visto que elas podem apresentar
reacOes falso-positivas, devido a causas ndo infecciosas (TOLOSA et al., 2013).

A Contagem de Células Diferenciais (CCD) é uma técnica que demonstra alteragdes
nas proporc¢oes relativas das células e possui a capacidade de diferenciar a glandula saudavel
daquelas infectadas, sendo uma ferramenta de uso nos casos em que a CCS esteja baixa
(PILLA et al., 2012). Sua metodologia pode ser baseada em um método microscopico, que
apresenta baixo custo e minima dificuldade de execucdo. Contudo, a maioria dos estudos
utiliza a citometria de fluxo, pois € um método mais preciso, visto que permite a avaliacao de
um namero maior de células por amostra (ABDEL-SALAM et al., 2015).

O ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA, do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) possui alta sensibilidade e especificidade, sendo capaz de detectar a
catelicidina no leite, um marcador inflamatério, demonstrando que ela pode se tornar uma
ferramenta potencial para a classificacdo da doenca (ADDIS et al., 2017). Ming et al. (2020)
exploraram o efeito da mastite na asl-caseina em amostras de leite de cabras saudaveis, com
mastite subclinica e mastite clinica por meio do ELISA competitivo indireto, verificando que
a secrecdo da caseina esta diretamente relacionada ao grau de infec¢do da glandula mamaria.

A cultura microbiologica do leite é a ferramenta padrdo para o diagnostico e
identificacdo do agente etioldgico da mastite, e utiliza critérios estabelecidos pelo National
Mastitis Council (MIDDLETON et al., 2014). Contudo, alternativas que possam identificar o
DNA dos micro-organismos no leite tém sido aplicadas, facilitando assim a identificacdo de
amostras ndo cultivaveis (OULTRAM et al., 2017).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polymerase chain reaction) é
uma técnica que apresenta elevada sensibilidade, sendo adequada e altamente eficiente para o
monitoramento da enfermidade no rebanho, assim como sua evolugdo (SYRING et al., 2012).
Ashraf et al. (2017) utilizaram PCR para deteccdo de diferentes patdgenos mastiticos, e a
técnica pareceu ser suficientemente especifica e sensivel para o diagnéstico da doenca.
Contudo, devido a alta sensibilidade do método, ele pode detectar o DNA de micro-
organismos que ndo estejam mais viaveis, e assim, revelar resultados falsos positivos
(KOSKINEN et al., 2010).

Rainard et al. (2018), por meio da PCR em tempo real, demonstraram alguns fatores
explicativos para a evolucdo da infeccdo por S. aureus em direcdo a forma gangrenosa, sendo

a concentragdo de bactérias no leite uma condi¢do determinante. No entanto, o custo do
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equipamento e a velocidade de execucdo mostram-se fatores limitantes ao uso do método
(AGRIMONTI et al., 2019).

2.2.3 Ferramentas de controle e tratamento

No intuito de reduzir os casos de mastite em rebanhos leiteiros, a higiene representa
um fator crucial, e a utilizacdo do pré e po6s-dipping mostra-se uma estratégia eficaz na
prevencdo de novas infec¢des na glandula mamaria por diferentes patégenos (MAHLANGU;
MAINA; KAGIRA, 2018). A desinfeccdo do teto ap0s a ordenha tem sido aplicada em
pequenos ruminantes, especialmente, em rebanhos com alta incidéncia da infeccdo
(BERGONIER; BERTHELOT, 2003; CONTRERAS et al., 2003).

Outra opgdo que pode ser Util e vidvel economicamente é o0 uso de vacinas, tendo em
vista a reducdo de custos e por apresentar efeitos positivos sobre a qualidade do leite e a satde
publica, uma vez que minimiza a necessidade do uso de antimicrobianos. Em contrapartida,
os diferentes relatos sobre a efetividade dessas vacinas para vacas leiteiras e ovelhas, bem
como sua inabilidade na prevencéo de novas infecgdes, sugere que sejam usadas em rebanhos
leiteiros com alta prevaléncia de S. aureus na tentativa de reduzir os sinais clinicos
(CONTRERAS et al., 2007). Apesar da evidéncia da efetividade dos programas de vacinacao
contra mastite causada por S. aureus para ovelhas, para cabras ndo é possivel visualizar tal
eficiéncia sendo isto considerado como um fator limitante (TOLLERSRUD et al., 2002). De
forma geral, mais pesquisas sobre imunizacdo sao necessarias para melhorar essa estratégia,
visto que estudos com vacinacdo nao tém apresentado resultados suficientes para utilizacédo
dessa ferramenta como Unica forma de controle da mastite (CONTRERAS et al., 2007;
KAUTZ; NICKERSON; ELY, 2014).

O uso de antimicrobianos tem sido a ferramenta mais comumente utilizada para o
controle e tratamento da mastite caprina, entre os quais: aminoglicosideos,  — lactdmicos
(penicilinas e cefalosporinas), tetraciclinas e fluoroquinolonas. Contudo, além do alto custo, o
emprego abusivo desses farmacos tem permitido a selecdo de bactérias multirresistentes
(KOOP et al., 2016; MAHLANGU; MAINA; KAGIRA, 2018). Os residuos de antibioticos
no leite e seus derivados representam uma grave problematica para a salde publica,
apresentando-se como um fator limitante para o crescimento da industria de laticinios, e isso
tem estimulado pesquisas referentes as alternativas de novos tratamentos com menores riscos
a saude humana, como a utilizacdo de extratos de plantas medicinais (MOREIRA et al.,
2014).
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Além disso, alguns agentes etioldgicos da mastite, como S. aureus, sdo capazes de
permanecer ativos intracelularmente, o que diminui a acdo do antimicrobiano, que pode

apresentar uma taxa de sucesso variando entre 10-30% (SANTANA et al., 2016).

2.3 Staphylococcus spp.

2.3.1 Caracteristicas gerais: aspectos microbiologicos e bioquimicos

Staphylococcus spp. € classificado como coco gram-positivo de aproximadamente 0,5-
1 pum de tamanho, com crescimento em condigdes aerébicas e anaerdbicas
(CHUKWUNONSO et al., 2018). Esses micro-organismos crescem bem em meio agar
sangue como coldnias brancas e pequenas. Além disso, sdo halo-tolerantes, ou seja, crescem
bem em meio salino (7,5% de NaCl). Os principais testes bioquimicos para identificacdo
incluem catalase, coagulase e desoxirribonuclease (FOSTER, 1996). Cerca de 30 espécies do
género ja foram catalogadas a partir de anélises bioquimicas e por hibridizacdo de DNA, a
exemplo de S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, S. simulans, S.
cohnii, S. warneri e S. lugdunensis (PARTE et al., 2021).

De forma geral, sdo divididos em dois grupos em funcdo da coagulase positiva ou
negativa. O teste de coagulase se baseia na capacidade de coagular o plasma, convertendo
fibrinogénio em fibrina. 1sso é possivel devido ao género Staphylococcus spp. secretar alguns
fatores que favorecem o processo, como o Coa (coagulase), Efb (Proteina Extracelular de
ligacdo ao Fibrinogénio) e o Eap (proteina de aderéncia extracelular) (DOS SANTOS et al.,
2016).

2.3.2 Fatores de viruléncia

Staphylococcus spp. sdo patdgenos que podem causar infeccdes tanto em humanos
como em animais, gerando, portanto, um grande impacto na salde. Uma caracteristica
interessante é que esses micro-organismos sdo especialistas em adquirir genes de resisténcia e
viruléncia, o que aumenta seu potencial patogénico (KIVANC, 2018; PUMIPUNTU et al.,
2019).

Diversos fatores de viruléncia podem ser expressos por esses patdgenos, entre oS
quais: polissacarideos de superficie, capsula, biofilme, bomba de efluxo e toxinas. A auséncia
da expressao de alguns genes envolvidos nesses fatores de viruléncia, como a sintese capsular,
pode aumentar a adesdo e a invasdo em células eucariontes pelo micro-organismo, o que
sugere que a ndo expressao da capsula esteja relacionada com a persisténcia destas bactérias

nas glandulas mamérias, além de predizerem infec¢6es agudas ou crénicas (BARDIAU et al.,
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2016). A capsula de polissacarideo extracelular, nesse caso, € relevante principalmente para a
mastite bovina, porque 94 a 100% de cepas de S. aureus isoladas de mastite bovina sdo
encapsuladas (BARDIAU et al., 2016).

Staphylococcus spp. possui proteinas de superficie que permitem a fixacdo nas células
ou matriz extracelular do hospedeiro. 1sso permite aos micro-organismos formarem uma
estrutura que confere protecdo a coldnia, denominada biofilme. Esse processo ocorre através
de mecanismos de aderéncia, formacdo de uma matriz de exopolissacarideo (EPS),
desestabilizacdo e consequente disseminacdo das bactérias (COIMBRA SOUZA et al., 2019).
Os estudos sobre esse mecanismo estdo voltados para as moléculas sinalizadoras (Quorum-
sensing), compostos quimicos e indicadores fisicos, como nutrientes, pH e temperatura que
permitem a colonizacéo inicial (FERACO et al., 2016).

De acordo com o Da Silva Trentin; Giordano; Macedo (2013), os biofilmes sé&o
responsaveis por, aproximadamente, 80% das infeccbes bacterianas. Essas estruturas sdo
formadas a partir da adaptacdo dos micro-organismos a condicdes de estresse, como
nutricional, hidrico, imunoldgico ou antimicrobiano. Enquanto as células planquitdnicas
conferem rapidez na proliferagdo em novos ambientes, as sésseis caracterizam a cronicidade.
Conforme a quantidade de bactérias aumenta, ocorre 0 aumento da transcricdo de genes que
estdo envolvidos na motilidade, producéo de EPS e formacéo de biofilme.

Em espécies estafilococicas, a formagéo de biofilme deve-se a fatores como o l6cus de
adesdo intracelular (icaABCD), que codifica as proteinas responsaveis pela sintese de poli-N-
acetil-glucosamina (PNAG), além da proteina Bap associada ao biofilme e a proteina
associada a acumulacdo Aap (TREMBLAY et al., 2013).

Outro importante mecanismo abrange proteinas de membrana que estdo relacionadas a
extrusdo de compostos, como antibidticos, as chamadas bombas de efluxo. Os genes
envolvidos na expressdo dessas estruturas estdo em cromossomo bacteriano e plasmideos
(ZIMMERMANN et al., 2017). Cinco superfamilias estdo associadas com o MDR (Multi-
Drug Resistance), que utilizam energia de transporte ativo secundario a partir de uma bomba
de sodio/potassio sendo elas: MFS (Major Facilitator Superfamily), SMR (Small Multidrug
Resistance), MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion), RND (Resistance-
Nodulation-Cell Division) e ABC (Adenosine-Triphosphate (ATP)-Binding Cassette).

O sistema de efluxo multidrogas é um fendmeno relatado de forma crescente e esta
relacionado aos mecanismos de resisténcia. Muitos desses sistemas sdo capazes de extrusar
varias classes antimicrobianas, promovendo fenotipos de resisténcia a multiplos farmacos

(COSTA et al., 2013). Em S. aureus foram identificados, aproximadamente, 21 sistemas de
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efluxo multidrogas, codificados no cromossomo ou em plasmideos (JANG, 2016). A familia
MFS tem sido amplamente estudada entre os sistemas de efluxo de multidrogas
estafilocdcicas, que inclui cinco sistemas de efluxo, norA, norB e norC responsaveis pela
exportacdo de fluorquinolonas (ZIMMERMANN et al., 2017; ALAV; SUTTON; RAHMAN,
2018) e ImrS e tet38 descritos como o0s principais mecanismos de resisténcia para lincomicina
e tetraciclina, respectivamente (KAATZ; SEO, 1997; KAATZ; MCALEESE; SEO, 2005;
FLOYD etal., 2010; COSTA et al., 2013).

Outro mecanismo de viruléncia € a producdo de toxinas intrinsecas ou extrinsecas ao
micro-organismo que geram danos as células do hospedeiro, alteram a resposta imune inata e
adaptativa, contribuindo para a sobrevivéncia da bactéria. As toxinas podem ser divididas em
trés grupos: formadoras de poros (PFTs), como a a e B-hemolisina e leucotoxinas; esfoliativas
(ETs) e superantigenos (SAgs) (OLIVEIRA; BORGES; SIMOES, 2018). As toxinas
pertencentes ao grupo superantigenos incluem as enterotoxinas estafilocdcicas (OLIVEIRA,
BORGES:; SIMOES, 2018). Estudos em rebanhos leiteiros mostram que vacas com mastite
causada por Staphylococcus spp. sdo considerados reservatorios de enterotoxinas que podem
causar riscos a saude humana (CONTRERAS et al., 2007; PODKOWIK et al., 2013). De
forma semelhante, Salaberry et al. (2015) evidenciaram que todos 0s genes que codificam
enteroxtoxinas (sea, seb, sec, sed e see) foram detectados em SCP e SCN isolados de mastite

caprina.

2.4 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia antimicrobiana é considerada um problema global. E definida como a
capacidade que o0 micro-organismo possui de sobrevivéncia na presenca de altas
concentracdes de antibidticos, sendo mediada por diversos mecanismos moleculares
(MCKEEGAN; BORGES-WALMSLEY; WALMSLEY, 2002). Trata-se de um fendmeno
natural, ou seja, por meio da selecdo natural de cepas que ja sdo resistentes em uma populacdo
sensivel (OLIVEIRA et al., 2011).

A resisténcia aos antimicrobianos envolve desde alteracdo do sitio alvo do farmaco,
inativacdo enzimética, bomba de efluxo ou, até mesmo, captura do agente antimicrobiano
(VON WINTERSDOREFF et al., 2016). Diante disso, a grande perspectiva no tratamento de
infecces € a selecdo de agentes terapéuticos adequados, a fim de evitar a transferéncia de
genes que possam conferir resisténcia. Acredita-se que SCN é um reservatério dos genes a

serem transferidos entre 0os micro-organismos. Isso tem se tornado um fator limitante para o
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desenvolvimento de novos antibioticos, aumentando o impacto da resisténcia e 0s custos na
saude (BITRUS et al., 2018).

S. aureus é considerado um micro-organismo dindmico e versatil, pois possui uma
grande capacidade de adaptacdo a condicGes desfavoraveis a sua sobrevivéncia. A primeira
notificacdo de resisténcia se deu por volta de 1940, quando descobriram que algumas cepas de
S. aureus produziam uma hidrolase chamada de penicilinase (BASSET et al., 2011). No
inicio, as infeccBes eram tratadas com penicilina, todavia, a bactéria comegou a apresentar
mecanismos de resisténcia a esse farmaco. A criagdo da meticilina, uma penicilina
semissintética resistente as penicilinases, conseguiu amenizar 0s casos de infecgdes com S.
aureus resistentes a penicilina, mas logo cepas resistentes a meticilina foram selecionadas,
hoje conhecidas como S. aureus meticilina resistente (MRSA, do inglés Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) (CHUKWUNONSO et al., 2018). O gene mecA é o responsavel pela
resisténcia desses micro-organismos, o qual expressa uma proteina que confere acdo pela
producdo de uma proteina de ligacdo a penicilina (PBP2A) frente a presenca do antibidtico
em questdo (MOON et al., 2007). A aquisicdo deste perfil estd associada a elementos
transmissiveis (staphylococcal cassette cromossomo mec — SCCmec) (CHUKWUNONSO et
al., 2018).

Alguns trabalhos investigaram que o uso de cefalosporinas, penicilinas e combinacdes
tém aumentado a probabilidade de encontrar cepas resistentes, bem como a patogenicidade
nesses micro-organismos. Em consonancia, a formagao do biofilme contribuiu para o aumento
da resisténcia aos antibioticos, por meio da funcdo protetora que essa estrutura oferece contra
concentracdes bactericidas de drogas ou outros agentes antibacterianos. 1sso gera um grande
impacto na terapia antimicrobiana, prejudicando o quadro clinico. No entanto, pode-se
considerar a administracdo de multiplas drogas como estratégia para tratamento, todavia, a
dose deve ser cuidadosamente ajustada para evitar novos casos de resisténcia (TREMBLAY
etal., 2014).

Nesse contexto, ao avaliar o perfil de resisténcia antimicrobiana em diferentes isolados
causadores de mastite em espécies distintas, Ceniti et al. (2017) revelaram uma ampla difuséo
da resisténcia a antibioticos para a maioria dos antimicrobianos testados. O estudo mostrou
gue os isolados de estreptococos apresentaram alta resisténcia a tetraciclina e clindamicina,
enquanto os estafilococos se mostraram resistentes a sulfisoxazol. De forma geral, 25% dos
isolados de bovinos e 17% dos isolados de ovinos foram multirresistentes. Além disso, foi

igualmente relatada a multipla resisténcia em S. aureus (resistentes a penicilina G, tetraciclina
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e norfloxacina) e em outras espécies gram-negativas obtidas a partir de leite de cabra com
mastite subclinica (MAHLANGU; MAINA; KAGIRA, 2018).

2.5 TOLERANCIA E PERSISTENCIA

A resisténcia bacteriana a antibidticos, sem davida, representa um dos mais
importantes desafios que a saude publica enfrentard nas proximas décadas (GOLLAN et al.,
2019). Além disso, estudo desenvolvido por Wang et al. (2020) ja demostra que compostos
ndo antibidticos, a exemplo de anti-inflamatorios ndo esterdides, ibuprofeno, naproxeno,
diclofenaco, sdo capazes de promover o aumento na transmissdo de genes exdgenos de
resisténcia aos antimicrobianos por meio da transformacdo bacteriana. Nessa perspectiva,
deve-se dar mais atencdo a estudos com compostos farmacéuticos ndo antibidticos e seus
efeitos tanto na selecdo de cepas bacterianas tolerantes quanto resistentes, posto que Windels
et al., (2019) relacionam a persisténcia como caminho evolutivo para a resisténcia bacteriana.

Embora a tolerancia e persisténcia tenha pouco destaque na préatica clinica em
relagdo a resisténcia, desde 1942 (HOBBY; MEYER; CHAFFEE, 1942) foi possivel observar
que as infecgdes por estreptococos se repetiam mesmo apos tratamentos extensos com altas
doses de penicilina, devido a sobrevivéncia de uma fracdo da populacdo bacteriana. Dois anos
depois, Bigger (1944) observou que as bactérias eram capazes de sobreviver a extensos
tratamentos com antibidticos, sem necessariamente adquirir mutagdes de resisténcia.

Somente nos anos 80, houve avancos nas pesquisas relativas aos mecanismos de
persisténcia a antibidticos, quando Moyed e Bertrand (1983) realizaram uma triagem genética
selecionando mutantes com o nivel elevado de sobrevivéncia a ampicilina, que exibiam um
fendtipo altamente persistente (hip), com duas mutacdes encontradas em um gene que
nomearam de hipA. Desde entdo, esse gene é referéncia em estudos sobre persisténcia. Anos
depois, Balaban et al. (2004) desenvolveram o derivado do hipA, o alelo hipA7, que pela
primeira vez foi capaz de interromper o crescimento de células persistentes.

Dentro dessa perspectiva, surgem os fendmenos classificados como toleréncia e
persisténcia, eventos que evidenciam a plasticidade dos micro-organismos em driblar o
sistema imunoldgico e a acdo de medicamentos, tornando-os protagonistas em infeccGes
recorrentes, através de fatores de viruléncia como biofilme, sistema de efluxos, etc
(BRAUNER et al., 2016; FISHER; GOLLAN; HELAINE, 2017; GOLLAN et al., 2019).
Vérias sdo as espécies bacterianas que desenvolvem esses mecanismos de sobrevivéncia,
dentre elas: E. coli (WANG; MEOUCHE; DUNLOP, 2017), Acinetobacter baumannii
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(BARTH JR. et al., 2013), Pseudomonas aeruginosa (MULCAHY et al., 2010; NARTEN et
al., 2012), Mycobacterium tuberculosis (NANDAKUMAR; NATHAN; RHEE, 2014), S.
aureus (SIERADZKI; TOMASZ, 2006; HAABER et al., 2015), Streptococcus pneumoniae
(NOVAK et al., 1999; NORMARK; NORMARK, 2002) e Burkholderia cepacia (CABRAL,
WURSTER; BELENKY, 2018).

A tolerancia refere-se a capacidade de uma populagéo bacteriana inteira de sobreviver
a exposicdo transitoria a antibidticos bactericidas, sem alteracdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) (HANDWERGER; TOMASZ, 1985). Este fendbmeno, geralmente, é alcangado
quando as bactérias alteram seu metabolismo, entrando no estado de dorméncia, ou seja,
reducdo da atividade celular mensuravel até a interrupcdo do crescimento (BALABAN et al.,
2004; AMATO; ORMAN; BRYNILDSEN, 2013; GOLLAN et al., 2019). A tolerancia pode
ser adquirida por meio de mutagdes genéticas ou por condigdes ambientais (MC DERMOTT,
1958).

Ja a persisténcia € observada quando a maioria da populacdo bacteriana é rapidamente
morta, enquanto uma subpopulacdo persiste por um periodo muito maior, apesar da populacdo
ser clonal (BRAUNER et al., 2016). Diferentemente da tolerancia, a persisténcia nao é
herdavel. Quando células persistentes sdo isoladas, renovadas e reexpostas a0 mesmo
tratamento com antibi6ticos, a mesma resposta heterogénea a droga sera obtida como
observada na populacéo original, com a divisdo da populacdo em subpopulacOes persistentes e
néo persistentes (BIGGER, 1944).

Essa capacidade de persistir esta diretamente associada a cessacdo da atividade celular
(dorméncia), auséncia de crescimento ou alteracdo na densidade populacional na presenca de
drogas, e a capacidade de as células modificarem rapidamente para crescimento do tipo
selvagem, quando a pressdo do antimicrobiano é eliminada e os nutrientes sdo administrados
(BALABAN et al., 2004; KIM; WOOD, 2017). Acredita-se que o fenétipo persistente possa
ser uma primeira linha importante de defesa contra antibioticos, antes que a resisténcia seja
adquirida (FISHER; GOLLAN; HELAINE, 2017).

No intuito de diferenciar esses fenotipos, Brauner et al. (2016) propuseram uma
métrica padronizada e mensuravel que se apoia na CIM e na dura¢do minima de morte (MDK,
do inglés minimum duration for killing) para caracterizagdo in vitro da sensibilidade aos
antibioticos.

A CIM é o teste padrdo para identificacdo de resisténcia (SCHOLAR; PRATT, 2000)
e de forma isolada ndo pode caracterizar tolerancia e persisténcia, uma vez que, em ambas 0

comportamento € igual a cepas sensiveis (BRAUNER et al., 2016). Ja a MDK é uma medida
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quantitativa de tolerdncia que pode ser obtida a partir das curvas de morte, baseando-se na
nocdo de que uma cepa bacteriana tolerante requer mais tempo de exposicdo para ser
efetivamente morta do que uma cepa suscetivel. Seu conceito € definido como a duracdo
tipica do tratamento antibidtico necessario para matar uma determinada propor¢do da
populacdo bacteriana (FRIDMAN et al., 2014), em concentracbes que ultrapassam
substancialmente a CIM, isto é, quando a taxa de morte celular independe da concentracdo do
antibiotico. Dessa forma, foi preconizado que um MDK 99 (tempo para matar 99% das
células da cultura) é geralmente mais alto para isolados tolerantes do que para isolados
suscetiveis. Por outro lado, a CIM e MDK 99 para células persistentes em populacdes
bacterianas também sdo semelhantes aos observados para bactérias suscetiveis. J& 0 MDK
99,99 (tempo para matar 99,99% das células da cultura) é consideravelmente mais alto para
celulas persistentes do que para células suscetiveis (BRAUNER et al., 2016) (Figura 1).

Existem dois tipos principais de tolerancia denominadas: tolerancia de crescimento
lento e tolerancia por atraso. Em ambas as formas, a MDK é aumentada quando comparado
com as células bacterianas sensiveis e diferem pelo fato da toleréncia de crescimento lento
acontecer em fase estacionaria, enquanto a tolerancia por atraso é um estado transitério
induzido pela restri¢do e falta de nutrientes ou estresse (BRAUNER et al., 2016).

H& muito tempo, estudos mostraram que condi¢cbes que diminuem a taxa de
crescimento aumentam a tolerdncia a diversos antibidticos (JOHANSEN et al., 2000;
MASCIO; ALDER; SILVERMAN, 2007; DE STEENWINKEL et al., 2010), em virtude de
0s mecanismos de acdo dessas drogas dependerem diretamente do crescimento ativo das
células. Nesse sentido, um caso especial de tolerancia por crescimento lento é a tolerancia
induzida por drogas, que ocorre quando as células bacterianas respondem a exposicdo a
antibidticos, diminuindo ou interrompendo seu crescimento. Esse efeito foi observado em
varias bactérias gram-negativas e gram-positivas quando expostas a antibioéticos, incluindo um
antibidtico que inibe a sintese da parede celular (HANDWERGER; TOMASZ, 1985), em que
a parada do crescimento foi mediada pela inducdo defeituosa das autolisinas
(HANDWERGER; TOMASZ, 1985; DORR; DAVIS; WALDOR, 2015) e a ciprofloxacina
(fluoroquinolona), pela qual a suspenséo do crescimento foi mediada pela indugéo de uma
resposta ao estresse (DORR; VULIC; LEWIS, 2010).
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Figura 1 - Caracterizacdo fenotipica de tolerancia e persisténcia. (A) Fen6tipos caracteristicos de resisténcia,
tolerancia e persisténcia em resposta a droga. O valor da CIM é empregado para verificar populagdes bacterianas
suscetiveis e resistentes a antibioticos, enquanto a MDK é uma medida quantitativa adequada para o estudo de
células bacterianas tolerantes e persistentes. Entre as células bacterianas suscetiveis, a MDK 99 (para matar 99%
das células de cultura) é maior para células bacterianas tolerantes, enquanto a MDK 99,99 (tempo para matar
99,99% das células de cultura) é maior para células bacterianas persistentes. (B) Analise da tolerancia e
persisténcia bacteriana em cepas clinicas pelo uso de um teste de difusdo em disco modificado (TDtest). (1)
Disco com droga é adicionado ao agar em placa. (2) O disco com infuséo de drogas é substituido por um disco
com infuséo de glicose. A droga difunde no disco. (3 e 4) Bactérias suscetiveis mostram inibigdo do crescimento
ao redor do disco embebido com drogas e glicose. (5 e 6) Bactérias tolerantes mostram inibi¢éo do crescimento
em torno do disco embebido com farmaco (5), e colbnias dentro da zona de inibi¢do ap6s a adi¢do de glicose
mostram bactérias de crescimento tardio deste isolado (6).
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Assim como a tolerancia, a persisténcia também se divide em persisténcia dependente
do tempo e persisténcia dependente de dose. Persisténcia dependente do tempo é caracterizada
pela presenca de uma subpopulacdo de bactérias, que normalmente tem um tempo de atraso
mais longo ou taxa de crescimento mais lenta do que a maioria da populacdo (BALABAN et
al., 2004). As caracteristicas atribuidas a uma populacdo bacteriana tolerante também podem
ser aplicadas a uma subpopulagdo com persisténcia dependente do tempo, diferindo apenas
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pelo fato de que parte da populacdo bacteriana é responsavel pela morte mais lenta observada
na persisténcia (BRAUNER et al., 2016).

Embora, a maioria dos estudos de persisténcia esteja relacionada a persisténcia
dependente do tempo, também foram relatadas subpopulacfes de persistentes que, em vez
disso, apresentam uma diminuicdo transitoria na sensibilidade aos antibioticos, chamada de
persisténcia dependente de dose. Isso pode ocorrer quando fatores de resisténcia, como uma
bomba de efluxo (ADAMS et al.,, 2011; WU et al.,, 2012), catalase-peroxidase (katG)
(WAKAMOTO et al., 2013), ou operon de resisténcia multipla a antibidticos (marRAB) (EL
MEOUCHE; SIU; DUNLOP, 2016) sao superexpressados transitoriamente em uma
subpopulacdo de células bacterianas (EL MEOUCHE; SIU; DUNLOP, 2016; ADAMS et al.,
2011). Dessa forma, a diferenca entre resisténcia e persisténcia dependente da dose esta na
superexpressdo do fator de resisténcia a ser herdado transitoriamente (BRAUNER et al.,
2016). Vale ressaltar, que a persisténcia dependente da dose, quando herdada por um ndmero
suficiente de geracBes para as colonias se tornarem visiveis em placas tratadas com
antibidticos, é associada a heterorresisténcia (KAYSER; BENNER; HOEPRICH, 1970;
HARTMAN; TOMASZ, 1986).

De fato, a caracteristica definidora da persisténcia dependente da dose € que doses
mais altas do antibiotico diminuem a sobrevida mais efetivamente do que uma maior duracao
da exposi¢do, em contraste com a maior duracdo do tratamento necessaria para diminuir a
sobrevida em populagbes com persisténcia dependente do tempo, como aquelas com uma
subpopulacdo de persistentes adormecidos. Além disso, tal como a resisténcia, a persisténcia
dependente da dose geralmente aumenta a sobrevivéncia para uma classe especifica de
antibidtico e no mais, geralmente é independente da taxa de crescimento celular (BRAUNER
et al., 2016). Por outro lado, a persisténcia dependente do tempo fornece uma protecdo mais
geral contra varias classes de antibi6ticos que visam mecanismos associados ao crescimento
celular, como B-lactdmicos e quinolonas (WOLFSON et al., 1990; LEWIS, 2007).

2.5.1 Principais eventos que promovem a persisténcia
2.5.1.1 Sistema toxina — antitoxina e outros tipos de toxinas

O sistema toxina-antitoxina (TA) € um dos mecanismos mais estudados no que se
refere & formacéo de células persistentes. O sistema TA é descrito como pequenos sistemas
genéticos que codificam uma proteina de toxina que afeta o crescimento bacteriano e uma

antitoxina (RNA, tipo I; ou proteina, tipo Il), que neutraliza a toxina em condigdes favoraveis
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de crescimento (HALL; GOLLAN; HELAINE, 2017). Esse sistema € ligado a manutencédo do
plasmideo e a resisténcia a fagos (HARMS et al., 2018), e ocorre em resposta ao estresse
ocasionando uma parada reversivel de crescimento bacteriano, fato que os classificam como
indutores ideais de persisténcia. Mesmo assim, o papel do sistema TA ainda é uma questdo
muito discutida (GOLLAN et al., 2019).

A primeira relacdo entre 0 modulo TA e a persisténcia foi estabelecida quando Moyed
e Bertrand (1983) identificaram uma mutacdo de alta persisténcia no HipAB em isolados de E.
coli. Acredita-se que as mutacGes selecionadas no mutante hipA7, produzido anos depois
(BALABAN et al., 2004), induzam a persisténcia por superexpressdo e neutralizacéo
imperfeita da toxina (SCHUMACHER et al., 2015), reforcando a hipoOtese de que a
superexpressdo de outros genes de toxinas nos madulos TA também favorece altos niveis de
persisténcia (RONNEAU; HELAINE, 2019), o que torna o processo mais complexo.

Apesar de inumeros estudos relatarem a persisténcia em mutantes com alteracdo no
sistema TA, tanto em bactérias gram-positivas como em gram-negativas (CONLON et al.,
2016; HARMS et al., 2017; SHAN et al., 2017; GOORMAGHTIGH et al., 2018), ndo quer
dizer que o médulo TA seja responsavel em absoluto pela formagdo da persisténcia, uma vez
que faltam evidéncias que corroborem o envolvimento do sistema TA tanto na regulacéo
fisioldgica bacteriana quanto na formacdo de persisténcia (FRAIKIN; GOORMAGHTIGH,
VAN MELDEREN, 2020), pois Pontes e Groisman (2019) demonstraram que Salmonella
spp. exibiu o fendtipo de persisténcia mesmo com auséncia de mdédulos toxina-antitoxina.
Vale ressaltar, que esse sistema é acionado em resposta ao estresse e sua ativacdo ou
regulacdo ocorre, em condicdes especificas (fome, baixo pH e interacdo com o hospedeiro),
para desencadear a persisténcia (RONNEAU; HELAINE, 2019).

Relatos mostraram que toxinas de outra natureza tém participacéo efetiva na formacéo
de células persistentes. Ghosh et al. (2018) revelaram que as toxinas CdiA, da inibicdo do
crescimento dependente de contato (ICD), afetaram a frequéncia de persisténcia em E. coli. O
modo de acdo da ICD é via competicdo interbacteriana, na qual as bactérias paralisam o
crescimento das células vizinhas, por meio da liberagdo de uma toxina por contato direto
(WILLETT et al., 2015).

Como a alta densidade populacional permite a ocorréncia da ICD, as células que ndo
apresentavam niveis suficientes da antitoxina Cdil para neutralizar a toxina CdiA, recebida em
contato com outras bactérias, apresentavam niveis mais altos de (p) ppGpp. Esse aumento do
(p) ppGpp aliado a intoxicacdo adicional resultaram na formacdo de células persistentes

(GHOSH et al., 2018). A persisténcia baseada em quorum sensing e ICD podem ser uma
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estratégia eficaz, permitindo que certas células em altas densidades celulares tornem-se
persistentes, sobrevivendo a qualquer inicio repentino de um fator de estresse (GOLLAN et
al., 2019).

2.5.1.2 Bombas de efluxo

As bombas de efluxo desempenham papel fundamental para eliminar elementos
toxicos ou para manter o equilibrio de compostos vitais a sobrevivéncia bacteriana (BLANCO
et al., 2016). Estudos evidenciaram que o aumento da expressao de sistemas de efluxo é vital
para a manutencdo da baixa concentracdo de antibioticos intracelulares e especificamente no
estado de persisténcia, em células de E. coli na fase estacionéria (PU et al., 2016; DU TOIT,
2017).

Foi relatado que em bactérias como S. aureus, a expressao das bombas de efluxo Qac
tem sido associada a maior tolerancia a biocidas (SMITH; GEMMELL; HUNTER, 2008).
Nesse sentido, Johnson; Levin (2013) apontaram que o pré-tratamento com concentracdes
sub-inibitorias de varios antibioticos aumentou significativamente os niveis de persistentes,
evidenciando a relacdo dos mecanismos de efluxo com o fenbmeno da persisténcia.

Frimodt-Mgller e Lgbner-Olesen (2019) mostraram que a alta expressao do sistema de
efluxo AcrAB-TolC, além de aumentar a tolerancia a antibidticos, reduz o reparo da
incompatibilidade de DNA em E. coli promovendo mutagcfes espontaneas. Essas mutagdes
sdo um caminho ascendente a resisténcia de alto nivel e destaca como as ceélulas
transitoriamente tolerantes podem desenvolver resisténcia em resposta ao tratamento com

antibidticos.

2.5.1.3 Sinalizacdo extracelular

Outro importante mecanismo que contribui para a persisténcia é o quorum sensing
(QS), definido como uma rede de comunicagdo bacteriana que permite as células modificarem
seu comportamento coletivo por meio de moléculas sinalizadoras, de acordo com as
mudangas no ambiente (HARMS; MAISONNEUVE; GERDES, 2016; PAPENFORT,
BASSLER, 2016; ALI et al.,, 2017). Esse sistema influencia comunidades bacterianas e
caracteriza-se pela expressdo de genes que regulam a viruléncia, producdo de toxinas,
motilidade, quimiotaxia, producdo de biofilme e a competicdo bacteriana, que podem

contribuir para a adaptagéo e colonizacdo (GOLZ et al., 2012).
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Ensaios in vivo mostraram a participacdo direta do sistema QS em S. aureus (SarA e
Agr) no desenvolvimento de células persistentes em varios tipos de infeccdes (CASTILLO-
JUAREZ et al., 2015). Xu et al. (2017) mostraram que 0 mecanismo Agr estd associado a
formagdo do fendtipo de persisténcia em S. aureus, assim como, evidenciaram mutagdes
apenas em agrCA ou agrD, mostrando um aumento na formacdo de células persistentes em
culturas de fase estacionaria.

Estudos revisados por Tuchscherr, Loffler e Proctor (2020) ao analisarem a
persisténcia bacteriana em variantes de pequenas col6nias (SCVs), responsaveis por prolongar
a sobrevivéncia de S. aureus quando sdo expostos aos antimicrobianos, demonstraram que
existem multiplas vias metabolicas que sdo encarregadas pelo fendtipo de persisténcia, dentre
elas, a via que regula negativamente o regulador de gene acessério Agr (agr) porque aumenta
a expressdo de genes de adesinas e biofilme. Concomitantemente, passado o periodo de acao
do antibi6tico, mutacfes que resultam na superregulacdo do operon srrAB restauram o rapido
crescimento desse micro-organismo como tipo selvagem, exibindo varias caracteristicas
SCVs. E a via que altera o potencial de membrana dos micro-organismos através de mutacoes
que reduzam a expressao da proteina CIpC que afeta a atividade do ciclo de Krebs, o que
consequentemente acarreta a diminuicdo do transporte de elétrons entre as membranas
celulares. Outros estudos observaram uma conexdo entre a modulacdo da Al-2 e diferentes
fendtipos que exibem formacdo de capsulas, producédo de biofilme, resisténcia a antibidticos e
viruléncia em S. aureus (ZHAO et al., 2010; XUE; ZHAO; SUN, 2013).

Esses achados corroboram com experimentos de laboratério e em modelos de
animais infectados com S. aureus, nos quais o luxS controlava a formacéo de biofilme através
da regulacdo do locus icaR. Esse regulador, por sua vez, € um repressor do operon ica,
fundamental para a formacdo de biofilme (YU et al., 2012). Contudo, a funcdo do luxS em
regular o QS em Staphylococcus spp. permanece controverso (TRASTOY et al., 2018). Esse
tipo de sinalizacdo parece ocorrer tanto intraespécies como interespécies, contribuindo assim,

para a formacao de persisténcia (GOLLAN et al., 2019).

2.5.1.4 Resposta ao estresse pela falta de nutrientes

As bactérias desenvolvem uma gama de respostas que Ihes permitem sobreviver as
condi¢es de estresse (HARMS; MAISONNEUVE; GERDES, 2016). Nesse sentido, o
sistema SOS, desencadeado por danos no DNA, pode ser considerado um importante

mecanismo de sobrevivéncia bacteriana sob condices de estresse (HARMS;
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MAISONNEUVE; GERDES, 2016; VAN DEN BERGH; FAUVART; MICHIELS, 2017),
envolvendo respostas génicas que ndo apenas afetam o0s processos celulares, como
recombinacdo e reparo de DNA, mas também afetam a patogénese, a resisténcia
antimicrobiana e a producéo de biofilme (IRAZOKI et al., 2016).

Quando o sistema SOS ¢ acionado, uma proteina chamada RecA ativa a atividade
proteolitica do repressor LexA, levando a rearranjos transcricionais globais na célula. A
remocao de qualquer um desses reguladores principais resulta em uma perda substancial de
células persistentes (DORR; LEWIS; VULIC, 2009; VOLZING; BRYNILDSEN, 2015).
Porém, outras proteinas podem estar envolvidas (TRASTOQY, et al., 2018).

Outra resposta que ocorre em funcdo da pressdo ambiental, desta vez, mediada pela
falta de aminoacidos, é a producdo das enzimas tetrafosfato de guanosina (ppGpp) e
pentafosfato de guanosina (pppGpp) (HAURYLIUK et al., 2015). A prop6sito, foi descrito
que bactérias deficientes na producdo de (p) ppGpp, geralmente, apresentam defeitos
significativos na formacdo e sobrevivéncia de células persistentes (HARMS;
MAISONNEUVE; GERDES, 2016).

As infeccBes causadas por S. aureus, com fenotipo de persisténcia, sdo reacdes em
resposta a restricdo de nutrientes que dependem diretamente do mecanismo (p) ppGpp, assim
como foi descrita a relacdo direta da sinalizacdo de (p) ppGpp ndo s6 no desenvolvimento de
células persistentes, mas também na aquisi¢do de tolerancia a antibioticos pelas células (GAO
et al., 2010). Da mesma forma, foi observado que S. aureus possui GTPases putativas que séo
capazes de reconhecer o ppGpp e pppGpp com alta afinidade, enfatizando que as bactérias
possuem um mecanismo pelo qual o crescimento celular pode ser interrompido sob condi¢bes
de estresse pela ativacdo de (p) ppGpp, bloqueando a formacéo correta dos ribossomos 70S
(CORRIGAN et al., 2016).

De maneira geral, muitos estresses abidticos levam ao aumento da formacdo da
persisténcia, 0 que é bem apoiado por numerosos estudos revelando que as principais
respostas bacterianas ao estresse sdo 0s desencadeadores cruciais desse fenotipo (GOLLAN et
al., 2019).

2.5.2 Estratégias antipersisténcia
Mecanismos para eliminar a persisténcia estdo relacionados entre outros com a
bicamada ou proteinas integrais da membrana bacteriana. A propdsito, Hu e Coates (2012)

comprovaram que a fluoroguinolona HT61 é um composto que destrdi especificamente a
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parede celular de S. aureus, aumentando a atividade de diversos antibidticos e permitindo a
morte de células persistentes e ndo-persistentes. Da mesma maneira, a lise celular por meio de
lisinas derivadas de fagos, bem como através da degradacdo do peptidoglicano de células em
crescimento sdo abordagens utilizadas em combate as células persistentes (GUTIERREZ et
al., 2014; SCHUCH et al., 2014).

Peptideos antimicrobianos também exercem a funcdo de combater células persistentes,
afetando a membrana bacteriana e aumentando a atividade antibiotica (BAHAR et al., 2015).
Um exemplo claro, ¢ ADEP4, um acildepsipeptideo, que demonstrou ativar a protease ClpP
em S. aureus, causando atividade inespecifica de protease e eliminando células persistentes
em condicBes planctonicas e de biofilme (CONLON et al., 2013). Foi demonstrado que
medicamentos anticancer (mitomicina C) também desempenham o papel antipersisténcia, no
entanto, muitos sdo inespecificos e toxicos para o organismo o que inviabiliza sua utilizagdo.
Assim, um estudo recente avaliou a capacidade antipersistente de um glicopolimero
(poliglucosamina) com resultados satisfatorios promissores, no que diz respeito a eliminacéo,
especificidade a P. aeruginosa e sem toxicidade (NARAYANASWAMY et al., 2018).

Ressensibilizar células persistentes a acdo antibiotica, por meio da estimulagdo do
influxo de antibidticos, foi outra maneira encontrada para banir estes micro-organismos. 1sso
pode ser conduzido pela utilizacdo de pequenos metabolitos indutores de forcas motivadoras
de prétons, que aumentam a captacdo de aminoglicosideos e assim sensibilizam células
persistentes de diversos micro-organismos. Dado o efeito sinérgico que os antibiéticos podem
apresentar, tratamentos combinados podem ser eficientes em combater células persistentes
(BROCHADO et al., 2018). Outra alternativa que se mostrou promissora é produzir um
conjugado anticorpo-antibidtico especifico que vise aumentar a eficacia da droga contra
bactérias intracelulares e persistentes (MARIATHASAN; TAN, 2017). Nesse sentido, ensaios
realizados com bacteremia por S. aureus ja mostraram resultados positivos (ZHOU et al.,
2016).

2.6 OUTROS MECANISMOS DE SOBREVIVENCIA BACTERIANA

Outro fendmeno que também pode ser observado e que permite a sobrevivéncia dos
micro-organismos, sem a caracteristica genética de resisténcia, chama-se efeito aguia. Eagle
et al. (1948) descobriu esse fendmeno estudando a atividade bactericida da penicilina através
do ensaio de sobrevivéncia, e definiu esse evento como uma redugdo paradoxal da morte de

micro-organismos por antibidticos, em concentracbes superiores a sua concentracdo
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bactericida ideal (CBI). Foi observado que, para algumas cepas de bactérias, a medida que a
concentracdo de antibidticos aumentava acima de uma CBI, mais bactérias paradoxalmente
sobreviviam. Ele determinou que a taxa de morte celular, em resposta aos niveis de penicilina
superiores a concentracdo bactericida minima (CBM) e a atividade bactericida da penicilina,
era reduzida em comparacdo as concentracfes mais baixas proximas a CBM (EAGLE et al.,
1948; EAGLE; MUSSELMAN, 1948).

O efeito aguia esta intimamente relacionado a persisténcia e tolerancia bacteriana e foi
descrito para diversas bactérias gram-positivas, gram-negativas e micobactérias expostas a
diferentes classes de antibidticos, com diversas estruturas quimicas, alvos celulares e locais de
acdo. A exemplo, o efeito aguia foi observado com inibidores da sintese da parede celular (-
lactdmicos e glicopeptideos), sintese de DNA (quinolonas), sintese de RNA (policetideo de
ansamicina) e sintese de proteinas (aminoglicosideos) e também com agentes que
permeabilizam a membrana celular (polimixina) (PRASETYOPUTRI et al., 2019).

Um fator que favorece a ocorréncia do efeito aguia é a acdo das autolisinas, enzimas
que hidrolisam os componentes da parede celular e contribuem para a morte bacteriana por -
lactdmicos (TOMASZ; WAKS, 1975; BRAVETTI et al., 2009). Igualmente, as enzimas [3-
lactamases também foram associadas ao crescimento paradoxal (IKEDA et al., 1988).
Premissas apontam que o crescimento paradoxal induzido por quinolonas esta relacionado a
inibicdo da sintese proteica, embora, essa classe seja conhecida principalmente por sua agdo
antimicrobiana atraves da inibicdo da sintese de DNA (LUAN et al., 2018).

A caracteristica crucial que distingue o efeito aguia da persisténcia € capacidade de
sobrevida de um numero maior de células bacterianas, quando expostas a concentracdes mais
altas de antibioticos do que a CBI. Isto ocorre devido a taxa de morte celular depender da
concentracdo do antibidtico e ser reduzida em concentracGes de antibidticos superiores a CBI
(PRASETYOPUTRI et al., 2019).

2.7 METODOLOGIAS DE SEQUENCIAMENTO, GENOMICA COMPARATIVA E
FERRAMENTAS DE PREDICAO DE FATORES DE VIRULENCIA E RESISTENCIA

O sequenciamento de genomas, tanto de micro-organismos quanto de animais e
plantas, revolucionou os conhecimentos geneticos. Essa tecnologia ocorreu por meio de trés
grandes revolugdes tecnoldgicas, sendo eles: o sequenciamento de primeira geragéo (whole-

genome shotgun sequencing), sequenciamento de segunda geracdo (high-throughput
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sequencing or next-generation sequencing (NGS)) e o sequenciamento de terceira geracédo
(single-molecule long-read sequencing) (LOMAN; PALLEN, 2015) (Figura 2).

Figura 2: Diferentes geracfes de sequenciamento de genomas.
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Fonte: https://app.biorender.com

Nessa perspectiva, 0 sequenciamento de proxima geracdo (NGS) é uma tecnologia
responsavel pelo sequenciamento de 82% dos genomas bacterianos depositados no banco de
dados de sequéncia de referéncia (RefSeq) do NCBI, com acesso aberto e com anotagdo e
curadoria das sequéncias de nucleotideos (RNA ou DNA) e de proteinas disponiveis ao
publico (PRUITT; TATUSOVA; MAGLOTT, 2007; SEGERMAN, 2020).

Essa tecnologia € responsavel pelo rapido sequenciamento do acido
desoxirribonucleico (DNA) e/ou &cido ribonucleico (RNA) e é capaz de gerar milhdes de
pares de bases em uma Unica corrida para analisar as variacfes genéticas (METZKER et al.,
2010; BEHJATI; TARPEY, 2013). As principais vantagens dessa tecnologia de segunda
geracdo comparada ao sequenciamento Sanger estdo na construcdo in vitro da biblioteca de
sequenciamento, amplificacdo clonal in vitro de fragmentos de DNA, sequenciamento
baseado em array permitindo que fragmentos de DNA sejam multiplexados e a imobilizacéo
de DNA em fase sélida (CAO et al., 2017). Atualmente, esse sequenciamento das amostras €

feito de forma predominante pela plataforma Illumina solexa, seja de forma U(nica ou
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combinada com outras plataformas e técnicas, como Roche/454, ABI/SOLID e
sequenciamento Sanger (HODZIC et al., 2017).

Enquanto, para as tecnologias de sequenciamento de terceira geragdo estdo disponiveis
comercialmente duas tecnologias de sequenciamento, sendo a tecnologia de sequenciamento
SMRT (single-molecule real-time sequencing), comercializada pela empresa Pacific
Biosciences (PacBio) e a plataforma de sequenciamento Oxford Nanopore Technologies
(VAN DIJK et al., 2018). Essas tecnologias sdo capazes de sequenciar diretamente uma Unica
molécula de DNA e produzir leituras longas com média entre 5.000 pb a 15.000 pb, com
algumas leituras excedendo 100.000 pb. Isso é importante porque as sequéncias longas
contém mais informacdo do que as sequéncias de leituras curtas que sdo produzidas no
sequenciamento de segunda geracdo (LEE et al., 2016).

Com o uso dessas tecnologias, 0 genoma dos organismos sequenciados pode ser
analisado mais detalhadamente, e assim surgiu a area da genébmica comparativa, que compara
o alinhamento das sequéncias de nucleotideos ou de proteinas de diferentes espécies, com o
intuito de identificar e caracterizar regides conservadas e ndo conservadas durante o0 processo
evolutivo ao longo do tempo (HARDISON, 2003).

Desse modo, a genémica comparativa € uma ferramenta que pode ser utilizada para
compreensdo dos fenbmenos da tolerdncia e persisténcia bacteriana por meio da
caracterizacdo e identificacdo de mutacGes através de estudos de polimorfismos de
nucleotideo de base Unica (SNPs), além de realizar predicdo de genes de resisténcia e
viruléncia que possivelmente estdo envolvidos no processo de infeccdo (BAI et al., 2019;
ROCHA et al., 2019) utilizando ferramentas como ARG-ANNOT (GUPTA et al., 2014),
CARD (ALCOCK et al., 2020), SRST2 (INOUYE et al., 2014), MEGARes (LAKIN et al.,
2017), Genefinder (KORF, 2004), ARIBA (HUNT et al., 2017), KmerResistance (CLAUSEN
et al., 2016), AMRFinder (FELDGARDEN et al., 2019) e ResFinder (ZANKARI et al.,
2012).

No que diz respeito ao sequenciamento de genomas de estafilocos depositados no
banco de dados National Center for Biotechnology Information - NCBI, nota-se um maior
numero de genomas depositados referente a espécie S. aureus quando comparado com S.
warneri (NCBI, 2021).

Nesse sentido, Karki; Neyaz; Fakhr (2020) demostraram em um estudo de gendmica
comparativa de dez cepas de S. aureus isolados de carnes, que 0s genomas da espécie
bacteriana estudada apresentavam cromossomos com tamanhos que variavam entre 2,6 e 2,8

milhGes de pares de bases, um contelldo guanosina-citosina entre 32,26 e 33,07 pb, 25
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plasmideos com tamanho de 1,4 a 1,118 kb e o conteddo G + C que apresentaram variacao
entre 26,46 a 36,19.

J&a um estudo com S. warneri publicado por Liu et al. (2020) demostrou que o genoma
dessa cepa multirresistente isolada de suino apresentou como caracteristicas gerais, um
cromossomo circular completo com tamanho de 2.473.911 pares de bases que codifica 2.349
sequéncias codificadoras de proteinas, 62 genes de tRNA,19 genes de rRNA e oito
plasmideos com medidas de ANI de aproximadamente de 99,84%. O conteudo geral de
guanina-citosina (GC%) do genoma foi de 32,8%.

Igualmente, Bai et al. (2019) isolaram uma cepa de S. warneri com o objetivo de
entender 0os mecanismos subjacentes de tolerdncia bacteriana em ambientes extremos. As
andlises de gendmica comparativa deste estudo demostraram que 0 genoma apresentou
contetdo G + C (GC%) de 32,5% e o cromossomo com tamanho de 2.524.548 de pares de

bases.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar isolados de Staphylococcus spp. provenientes de mastite caprina quanto a

tolerancia/persisténcia, fatores de viruléncia associados e perfil genético.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer a presenca de tolerancia/persisténcia em isolados de Staphylococcus spp.

frente & enrofloxacina;
o Verificar a sensibilidade dos isolados de Staphylococcus spp. frente a enrofloxacina;

e Diferenciar a tolerancia/persisténcia em isolados de Staphylococcus spp. baseada na

duracdo minima de morte;

e Determinar se a persisténcia de Staphylococcus spp. a enrofloxacina é dependente de

dose ou tempo;
e Verificar a capacidade de producéo de biofilme pelos isolados Staphylococcus spp.;

e Realizar a busca por genes associados a persisténcia nos genomas dos isolados de S.

warnerti;
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Resumo

O leite de cabra ¢ um importante componente da alimentacdo humana e a contaminacao por
bactérias oriundas de infec¢Bes intramamarias representa um risco a satde. Tem-se observado
gue 0s micro-organismos desenvolveram maneiras alternativas de sobrevivéncia ao
tratamento com antibioticos que diferem da resisténcia, denominadas tolerancia e persisténcia.
A ocorréncia destes fendmenos traz grande impacto para o controle da mastite. Portanto, o
objetivo deste estudo foi caracterizar isolados de Staphylococcus spp. provenientes de mastite
caprina, quanto ao perfil de tolerancia/persisténcia e fatores de viruléncia associados. Doze
isolados de mastite caprina clinica foram obtidos, sendo seis antes do tratamento com
enrofloxacina e mais seis ap6s o tratamento. A identificacdo taxonémica foi realizada por
MALDI-TOF. Na sequéncia, aplicou-se o TDTest para triagem prévia de
tolerancia/persisténcia nos isolados. Em seguida, através do teste de microdiluicdo em caldo,
foram avaliadas as concentracGes inibitéria minima (CIM) e bactericida (CBM). Curvas de
morte foram realizadas utilizando a concentracdo que corresponde a 2xCIM do
antimicrobiano, analisando a populacdo bacteriana sobrevivente em funcdo da duracdo
minima de morte (MDK). Em seguida, avaliou-se qual o tipo de persisténcia (dose ou tempo
dependente) foi desenvolvida pelos isolados. Finalmente, realizou-se a caracterizagédo
fenotipica para formagdo de biofilme, através do ensaio de aderéncia em microplaca. Os
isolados bacterianos foram identificados com Staphylococcus aureus (n=4) e Staphylococcus
warneri (n=8). As bactérias apresentaram sensibilidade com CIM e CBM variando entre 0,12
e 1,95 pg / mL, em ambas, abaixo do breakpoint estabelecido (4pg / mL). Na curva de morte,
os isolados de S. aureus mostraram-se tolerantes e S. warneri foram persistentes. Verificou-se
gue os isolados apresentavam persisténcia tempo dependente do tipo |I. Em todos os isolados
foi observada forte producéo de biofilme, principalmente para S. aureus. Conclui-se que a
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tolerancia e persisténcia nos isolados foi fator determinante para a sobrevivéncia ao
tratamento com enrofloxacina. A tolerancia foi confirmada para S. aureus, enquanto a
persisténcia tempo dependente do tipo | em S. warneri. Neste caso, 0 ocorrido permite inferir
que os eventos podem ser espécie-especificos. Ademais, a producdo de biofilme por ambas as
espeécies pode ter favorecido de maneira significativa para a tolerancia ao antibidtico.

Palavras chave: mastite, cabras leiteiras, tolerancia, persisténcia, infecgdes cronicas.

1 Introducao

O leite caprino é um importante produto para a nutricdo humana (Haenlein, 2004). Ele
possui mais de 200 nutrientes e componentes bioativos, como proteinas, lactose, minerais e
vitaminas, com potenciais beneficios a saude (Liu et al., 2019), a exemplo, de
oligossacarideos com efeitos anti-inflamatorios em ratos com colite induzida por hapteno
(Daddaoua et al., 2006).

Apesar de sua importancia, entraves como as infec¢des intramamarias ainda impedem o
avanco na cadeia produtiva da caprinocultura (Contreras et al., 2007; Peter et al., 2015). Entre
as principais e mais recorrentes enfermidades que afetam diretamente a produtividade de
cabras leiteiras, pode-se destacar a mastite (Gebrewahid et al., 2012; Merz et al., 2016).

Staphylococcus aureus € o mais prevalente agente patogénico causador da mastite em
espécies ruminantes, sobretudo, do tipo clinica. Por outro lado, Staphylococcus coagulase-
negativa (SCN), entre eles Staphylococcus warneri (Mgark et al., 2012; Koop et al., 2012;
Ceniti et al., 2017), podem causar mastite nas diferentes formas, e sdo conhecidos como
reservatorios de genes de resisténcia (Bitrus et al., 2018). A abordagem terapéutica baseada
no uso de antibioticos continua sendo considerada um importante componente para o controle
da mastite (Barlow et al., 2011).

Do ponto de vista evolucionario, as bactérias possuem duas estratégias principais de
adaptacdo a acdo dos antibioticos: a primeira baseada em mutacdes em genes, frequentemente
associados ao mecanismo de acdo do composto, ou pela aquisicdo de genes de resisténcia
através da transferéncia horizontal de elementos genéticos méveis (Munita & Arias 2016). No
entanto, tem sido descoberto que muitos micro-organismos podem ser geneticamente
suscetiveis e expressar um fendtipo capaz de sobreviver as acGes combinadas de resposta
imune do hospedeiro e tratamento com antibidtico (Fauvart et al., 2011; Grant & Hung 2013;
Gollan et al., 2019), como os fendmenos de tolerancia e persisténcia, caminhos que
contribuem na disseminacdo para a resisténcia (Fisher et al., 2017).

Bactérias com perfis de tolerancia possuem a capacidade de sobreviver a exposi¢oes
transitorias de antibiéticos com concentracdes, que em condi¢cBes normais, seriam letais.
Enquanto na persisténcia, uma subpopulacdo de uma populacdo bacteriana clonal sobrevive a
antibidticos em altas concentragfes (Handwerger & Tomasz 1985; Balaban et al., 2004;
Gefen & Balaban 2009).

Embora a ocorréncia desses fenbmenos tenha sido observada em diferentes espécies
bacterianas, incluindo importantes patdogenos de humanos como S. aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli e Mycobacterium tuberculosis (Cabral
et al., 2018; Trastoy et al., 2018), apenas dois estudos com isolados animais persistentes
foram descritos na literatura (Willenborg et al., 2014; de Oliveira et al., 2018). Desse modo, 0
propoésito deste estudo foi avaliar a ocorréncia de Staphylococcus spp., com perfis de
tolerancia ou persisténcia, oriundos de mastite clinica caprina.
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2 Materiais e métodos

2.1. Isolados bacterianos

Os isolados de Staphylococcus spp., foram obtidas a partir de animais que apresentaram
mastite clinica, com uso recorrente de enrofloxacina (ENO) e que compunham o rebanho da
Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo em Caprinocultura, da Universidade Federal de
Vicosa (UFV) localizada no municipio de Vigosa-Brasil (20.7467991 S 43.0193046 W -
SisGen AEB34A6). As bactérias foram isoladas antes (codigo identificador.1) e apds o
tratamento (codigo identificador.2) com ENO (Lima et al. 2020). Os isolados foram
denominados nesse estudo Cap 6.1, Cap 6.2, Cap 7.1, Cap 7.2, Cap 9.1, Cap 9.2, Cap 10.1,
Cap 10.2, Cap 100.1, Cap 100.2, Cap 101.1 e Cap 101.2.

Foi realizada a padronizacdo de crescimento para a determinacdo da correlacdo entre
densidade optica (DO) e Unidades Formadores de colénia (UFC/mL). Cada isolado foi
incubado em caldo Mueller-Hinton (MH, Kasvi®, Sdo José dos Pinhais, Brasil) a 37 °C, sob
agitacdo a 180 rpm por 24 horas, e de uma aliquota foi medida a DO em um
espectrofotbmetro em 620 nm GENESYS 10S UV-VIS (Thermo Fisher SCIENTIFIC,
Madison, Estados Unidos). Em seguida, 100 pL das dilui¢des foram plaqueados em 4gar MH
(Kasvi®) com o auxilio de pérolas de vidro, com posterior incubacdo a 37 °C por 24 horas,
conforme metodologia proposta por Baron et al. (2006) com modificacdo, utilizando placas
de Petri. O experimento foi realizado em trés dias independentes.

2.2. ldentificacdo dos isolados por MALDI-TOF MS

Os isolados bacterianos foram semeados em agar Brain Heart Infusion (BHI, Acumedia®,
Lansing, USA) e cultivados a 37 °C por 24 horas. Em seguida, uma col6nia de cada isolado
foi transferida, usando um palito de dente, para uma placa de a¢o. Nas col6nias, foram
aplicados 1 puL de acido formico (70%) e 1uL da matriz MALDI-TOF MS, consistindo em
uma solu¢do saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA, Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha), e submetida a secagem ao ar. Os espectros foram adquiridos usando o
espectrometro de massa FlexControl MicroFlex LT (Bruker Daltonics), conforme
metodologia descrita por Assis et al. (2017). A calibracdo foi precedida com um padrédo de
teste bacteriano de E. coli DH5 alfa (Bruker Daltonics). Foram utilizados os critérios de
pontuacdo de identificagdo em tempo real (TR), recomendados pelo fabricante: a pontuagao >
2.000 indicou uma identificagdo em nivel de espécie, a pontuagdo >1.700 e <2.000 uma
identificacdo em nivel de género, e uma pontuacdo <1.700 ndo possui uma identificacdo
confiavel.

2.3. TDtest

Discos circulares, com diametro de 6 mm em papel filtro (Unifil — g 12,5 cm, Alemanha),
foram preparados, esterilizados em autoclave e submetidos a secagem em estufa.
Posteriormente, eles foram embebidos com 5uL de solucéo antibiética de ENO a 0,5 pg/mL
(concentracédo teste) e 5ug/mL (concentracdo referéncia) (Biovet, Vargem Grande Paulista,
Brasil) separadamente, com posterior secagem em temperatura ambiente. A técnica de TDtest
foi empregada com base no método de difusdo em disco Kirby—Bauer, com as seguintes
modificacdes: bactérias na concentrago de 5,5x10° UFC/mL foram plaqueadas, com o auxilio
de pérolas de vidro, em placas contendo agar MH (Kasvi®). Em seguida foi adicionado o
disco de antibiotico no centro da placa com incubacdo por 18 horas a 37 °C. Posteriormente
foi realizada a medicdo em mm dos halos de inibicdo para verificar a sensibilidade dos
isolados. Na sequéncia, novos discos foram embebidos com 5 pL de solucdo de glicose estéril
a 40 % (Isofar, Duque de Caxias, Brasil) e apos secos, foi realizada a substituicdo do disco de
antibiotico pelo disco contendo glicose. As placas foram incubadas por 12 horas a 37 °C
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(Gefen et al., 2017). O resultado foi baseado na presenca ou auséncia de colénias dentro do
halo de inibicdo. A quantidade de colonias tolerantes/persistentes dentro da zona de inibigéo
foi classificada em trés categorias: (1) baixa - 1 a 10 coldnias, (2) média - 10 a 100 coldnias,
(3) alta - mais de 100 colénias (Gefen et al., 2017).

2.4. Teste de microdiluicdo em caldo

As determinagfes da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) foram realizadas de acordo com o protocolo M7-A9 (CLSI, 2014).
Distribuiu-se 100uL de caldo MH (Kasvi®) em microplaca de 96 pogos (OLEN, Sao José dos
Pinhais, Brasil), seguida da adi¢gdo de 100uL de ENO a 125 pg/mL (Biovet) nos trés
primeiros pogos, com posterior diluicdo seriada do antibiotico. As concentragdes finais
testadas de ENO foram: 15,6; 7,8; 3,9; 1,95; 0,97; 0,48; 0,24; 0,12; 0,06; 0,03; 0,015 e 0,0075
pg/mL. A partir do pré-indculo em BHI (Acumedia®), foi preparada uma solugdo bacteriana
(1,5x10® UFC/mL) e uma aliquota de 0,01mL foi inoculada nos pogos. Como controle
negativo, foi utilizado o caldo MH (Kasvi®) estéril e como controle de viabilidade bacteriana
para cada isolado, foi utilizado caldo MH (Kasvi®) acrescido de 10 % do indculo bacteriano
testado. O diluente utilizado para ENO foi uma solugdo hidroalcéolica (12,5 % - Neon, Sdo
Paulo, Brasil). Um controle de atividade inibitoria/bactericida do diluente sobre a bactéria
também foi avaliado. A microplaca foi incubada a 37 °C por 24 horas. Com auxilio de um
replicador, transferiu-se uma aliquota de cada poco para uma placa de agar MH (Kasvi®). A
CBM foi determinada a partir da leitura visual de crescimento bacteriano, apos incubacao a 37
°C por 24 horas. Para a determinagdo da CIM, foram adicionados 30 puL de Cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (CTT, Neon), previamente diluido em agua destilada na concentracéo de 1%,
em cada poco da microplaca e incubada a 37 °C por 1 hora. A mudanca de coloracdo para a
tonalidade avermelhada foi considerada como indicativa de viabilidade bacteriana.

2.5. Curva de morte

Para o preparo do pré-inéculo, isolados de Staphylococcus spp. foram incubados em caldo
MH (Kasvi®) a 37 °C, sob agitacdo a 180 rpm por 24 horas. Posteriormente foi retirada uma
aliquota de cada isolado a fim de medir a DO em espectrofotdmetro (Thermo Fisher
SCIENTIFIC), usando o comprimento de onda de 620 nm. A partir da DO de cada pré-
indculo, foram preparados indculos na concentracao inicial de 5,5x10° UFC/mL. Os inéculos
foram submetidos a dois tratamentos: caldo MH (Kasvi®) com adicdo de ENO (Biovet), na
concentracdo correspondente a 2xCIM de cada isolado, e caldo MH sem adicédo de antibiético,
como controle. Em sequéncia, esses cultivos foram mantidos a 37 °C, sob agitacdo a 180 rpm
durante 10 horas. Nesse periodo, uma aliquota de 20 L foi retirada, a cada duas horas, para a
diluicdo seriada em 180 pL de solucdo salina 0,85 % (Cinética, Sao Paulo, Brasil) até 10®
para CIM e 10 para as amostras controles. Em seguida, 50 pL de cada diluicdo foram
adicionados as microplacas de 24 pocos (Kasvi®) e plaqueados pelo método pour-plate com
400 pL de &gar MH (Kasvi®) (Baron et al., 2006). O teste foi realizado em triplicata
bioldgica em dias independentes. Os parametros para classificar os isolados foram baseados
na minimum duration for killing (MDK), MDK 99 e MDK 99,99, ou seja, tempo necessario
para a eliminacdo da populacdo em 99% ou 99,99%, respectivamente. Os tolerantes foram
caracterizados por apresentarem um alto MDK 99 e os persistentes um baixo MDK 99 e um
alto MDK 99,99 (Brauner et al., 2016).

2.6. Ensaio de persisténcia dose dependente

A escolha dos isolados Cap 9.1 e 9.2 para a execucdo dos experimentos da classificacao
guanto ao tipo de persisténcia, deu-se em razao de resultados prévios do sequenciamento do
genoma (dados ndo mostrados). Para o preparo do pré-inoculo, Cap 9.1 e 9.2 foram incubados
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em caldo MH (Kasvi®) a 37 °C, sob agitacdo a 180 rpm por 24 horas. Posteriormente, foi
retirada uma aliquota de cada isolado com intuito de medir a DO em espectrofotdmetro
(Thermo Fisher SCIENTIFIC), usando o comprimento de onda de 620 nm. A partir da DO,
foram preparados os inéculos na concentracao inicial de 5,5x10° UFC/mL. Os isolados foram
cultivados em caldo MH (Kasvi®) com adicdo de ENO (Biovet), com 2xCIM como
concentracéo referéncia da curva de morte, e em concentragdes crescentes de 16, 32, 64, 128 e
256xXCIM para avaliacdo da dependéncia da dose, assim como caldo MH sem adicdo de
antibidtico, como controle. Em sequéncia, esses cultivos foram mantidos a 37 °C, sob
agitacdo a 180 rpm durante 3 horas e 30 minutos. Uma aliquota de 20 L foi retirada para a
diluicdo seriada em 180 pL de solucédo salina 0,85% (Cinética) e a dilui¢do foi realizada até
10" para CIM, nos tempos de Oh e 3h30. Para os controles, a diluicdo foi realizada até 10™ no
tempo Oh e até 10® no tempo 3h30min. Em seguida, 100 uL de cada diluicdo foram
adicionados as placas de petri contendo 4gar MH (Kasvi®) e plaqueados pelo método spread-
plate com o auxilio de pérolas de vidro e incubadas a 37 °C por 24 horas. O teste foi realizado
em triplicata bioldgica em dias independentes.

2.7. Ensaio de persisténcia tempo dependente (eliminacéo de persistentes)

Inicialmente, foram preparados pré-inoculos de Cap 9.1 e 9.2 em caldo MH (Kasvi®) a
37 °C, sob agitacdo a 180 rpm por 24 horas. Em seguida, o in6culo foi preparado ajustado
para uma DO 0,02 (620 nm) em caldo MH e incubado a 37 °C, sob agitacdo a 180 rpm até
alcancar a DO 0,2, etapa denominada como partida. Posteriormente, uma aliquota de cada
partida foi usada para novos in6culos em erlenmeyes contendo 20 mL de caldo MH, com DO
inicial de 0,02 (620 nm) e desafio de 2xCIM com ENO (desafio ciclo 1). O periodo de
incubacdo do ciclo | foi de 2 horas a 37 °C, sob agitacdo a 180 rpm. Uma aliquota do ciclo |
foi usada para iniciar o ciclo I, com condicdes idénticas. Para o plaqueamento, uma aliquota
de 20 pL foi retirada do inicio e fim de cada etapa (partida, ciclo I e ciclo Il) para a diluicdo
seriada em 180 pL de soluco salina 0,85 % (Cinética) até 10°. Logo apés, foi realizado o
plagueamento em microplacas de 24 pogos (Kasvi®) com agar MH (Kasvi®), como descrito
no ensaio de curva de morte. O ensaio foi realizado em trés dias independentes e os dados
foram apresentados como a proporcdo de bactérias sobreviventes em relacdo a populagédo
inicial nos ciclos I e 11 (Willenborg et al., 2014).
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2.8. Quantificagdo de biofilme

Para cada isolado foi preparado um pré-inéculo em caldo MH (Kasvi®) com incubagédo a
37 °C, sob agitacdo a 180 rpm por 24 horas. Apés a leitura da DO em espectrofotdmetro em
620 nm (Thermo Fisher SCIENTIFIC), foram preparados in6culos na concentragdo inicial de
6 x10° UFC/mL. Posteriormente, 195 uL de caldo Triptona Soja (TSB, Acumedia®) com 0,50
% de glicose (Isofar®) foram adicionados em microplacas de 96 pogos (OLEN) estéril,
juntamente com 5 pL da suspensdo bacteriana, com incubagdo a 37 °C por 24 horas. Apos
este periodo, a microplaca foi lavada trés vezes com 200 pL de agua destilada estéril e
colocada para secar invertida em papel durante 5 minutos, a temperatura ambiente. Na
sequéncia foram acrescidos, a cada pogo, 150 puL de metanol (Isofar®) para fixa¢do por 20
minutos, o material foi descartado e a placa foi submetida a secagem durante a noite,
igualmente, a temperatura ambiente. Os pocos foram corados com 100 pL de violeta de
genciana 0,25 % (Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil) por 5 minutos. Todos os po¢os foram
novamente lavados trés vezes com 200 puL de dgua destilada e a microplaca foi posta para
secar invertida em papel por 5 minutos. Por fim, utilizou-se 200 uL de alcool-acetona (80:20)
(Neon/Proquimios) para fazer a andlise da absorbancia em leitor de microplaca modelo
EXPERT PLUS-UV (ASYS, Cambridge, Reino Unido) em 620 nm. Como controle negativo
foi utilizado o meio TSB glicosado (Acumedia®) estéril. Os ensaios foram realizados em
triplicata bioldgica em dias independentes (Stepanovi¢ et al., 2007; Merino et al., 2009).

2.9. Andlise estatistica

Os dados de biofilme foram analisados por meio da ANOVA considerando o delineamento
inteiramente casualisados em esquema fatorial, onde foi avaliada a producéo de biofilme e
estas, quando significativas (p<0,05), tiveram suas médias comparadas pelo teste de Tukey
(p<0,05). A variavel de curva de morte foi analisada via Modelos Lineares Generalizados
(GLM), considerando a distribuicdo de Quasipoisson. Quanto aos dados do ensaio de dose e
tempo dependente estes, foram submetidos a two-way analysis of variance (ANOVA) com
pos-teste de Tukey. As andlises estatisticas foram sumarizadas com o auxilio dos softwares R
e GraphPad Prism 7®. Em todos os testes foi considerado probabilidade de 5% para o erro do
tipo .

3 Resultados

3.1. Identificacdo dos isolados

A caracterizacdo realizada pelo MALDI-TOF (Tabela 1) permitiu identificar quatro
isolados como S. aureus com scores acima de 2.000, o que garante a confiabilidade a nivel de
espécie. Os demais isolados foram identificados como S. warneri apesar dos scores terem
alcancado valores entre 1.700 e 2.000 para a maioria, 0 que aponta para uma identificacao
confiavel somente em nivel de género. Contudo, resultados prévios do sequenciamento do
genoma (dados ndo mostrados) confirmam a identificacdo de S. warneri para os isolados Cap
9.1, Cap 9.2, Cap 10.1, Cap 10.2, Cap 100.1, Cap 100.2, Cap 101.1 e Cap 101.2.
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Tabela 1- Identificacdo de Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina por MALDI-

TOF.
Isolados (melhor alinhamento)  Score (seg_undo melhor Score
alinhamento)
Cap 6.1 Staphylococcus aureus  2.235  Staphylococcus aureus 2.234
Cap 6.2 Staphylococcus aureus  2.253  Staphylococcus aureus 2.241
Cap 7.1 Staphylococcus aureus  2.289  Staphylococcus aureus 2.281
Cap 7.2 Staphylococcus aureus  2.430  Staphylococcus aureus 2.405
Cap 9.1 Staphylococcus warneri  1.973  Staphylococcus warneri  1.788
Cap 9.2 Staphylococcus warneri  1.868  Staphylococcus warneri  1.824

Cap 10.1 Staphylococcus warneri  2.005  Staphylococcus warneri  1.891
Cap 10.2 Staphylococcus warneri  1.848  Staphylococcus warneri  1.830
Cap 100.1 Staphylococcus warneri  1.947  Staphylococcus warneri  1.931
Cap 100.2 Staphylococcus warneri  2.206  Staphylococcus warneri  1.871
Cap 101.1 Staphylococcus warneri  1.719  Staphylococcus warneri  1.711
Cap 101.2 Staphylococcus warneri  1.808  Staphylococcus warneri  1.797

Cap 6.1, 7.1, 8.1, 9.1, 10.1, 100.1, 101.1 representam os isolados antes do tratamento com enrofloxacina e Cap
6.2,7.2,9.2,10.2, 100.2 e 101.2 apds tratamento com enrofloxacina. O score > 2.000 indica uma identificagdo
em nivel de espécie, >1.700 e <2.000 uma identificacio em nivel de género, e <1.700 ndo possui uma
identificacdo confidvel.

3.2. TDtest

Inicialmente, foi realizado o ensaio padrdo de difusdo em disco, com a concentracdo
comercialmente utilizada de 5 pg, a fim de confirmar o perfil de sensibilidade dos isolados a
ENO. Foi verificado que todos isolados apresentaram halos de inibicdo com tamanho minimo
de 21 mm, didmetro de referéncia necessario para classificar um micro-organismo como
sensivel. Na triagem de tolerancia/persisténcia com concentracdo de 0,5 g, eles obtiveram a
classificacdo de média a alta tolerancia/persisténcia, em funcdo da quantidade de coldnias
contadas no halo (Tabela 2). O par de isolados Cap 9.1 e 9.2 ilustra a presenca de células
tolerantes/persistentes, apds a adicdo do disco com glicose (Figura 1 C e D). O mesmo
resultado foi observado para os demais isolados (material suplementar). E importante
ressaltar, que este teste ndo diferencia isolados tolerantes de persistentes, apenas confirma a
ocorréncia destes fendmenos nos isolados.
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268 Tabela 2- Padrao de persisténcia / tolerancia de Staphylococcus spp. isolados de mastite

269

270
271
272

273

caprina de acordo com o TDTest.

Isolados

Enrofloxacina

Enrofloxacina

Tipo de

(5 mcg) mm (0,5 mcg) mm toleréncia/persisténcia
Cap 6.1 21 21 Média
Cap 6.2 22 20 Média
Cap7.1 22 21 Média
Cap 7.2 22 20 Média
Cap9.1 28 22 Alta
Cap 9.2 28 20 Alta
Cap 10.1 28 21 Alta
Cap 10.2 27 20 Alta
Cap 100.1 27 20 Alta
Cap 100.2 28 20 Alta
Cap 101.1 28 20 Alta
Cap 101.2 27 20 Alta

Cap 6.1, 7.1, 8.1, 9.1, 10.1, 100.1, 101.1 representam os isolados antes do tratamento com enrofloxacina e Cap
6.2, 7.2, 9.2, 10.2, 100.2 e 101.2 apos tratamento com enrofloxacina. Baixa tolerancia/persisténcia — 1 a 10
coldnias; média — 10 a 100 coldnias; Alta — mais de 100 coldnias.



274

275
276

277
278
279

280
281
282
283
284
285
286
287

288

67

CAP 9.1 CAP 9.2

Figura 1. TDtest em dgar MH dos isolados Cap 9.1 e 9.2. (A e B) — MH e o disco de
enrofloxacina 0,5 ug; (C e D) — MH e as células reativadas ap06s a incubacdo com glicose
40%.

3.3. Sensibilidade dos isolados de Staphylococcus spp. a enrofloxacina

A microdiluicdo em caldo foi realizada com a finalidade de confirmar a sensibilidade dos
isolados, através de um teste mais preciso. Adicionalmente, os valores de CIM, encontrados
para cada isolado, serviram de parametros para a curva de morte, ensaio de persisténcia dose
depende e ensaio de persisténcia tempo dependente. Todos os isolados testados foram
suscetiveis a ENO (Tabela 3). Apesar desse antibiético ser amplamente utilizado nas
propriedades das quais os micro-organismos foram adquiridos, a CBM e CIM ficaram abaixo
do breakpoint de 4 pg/mL, variando entre 0,12 a 1,95 pg/mL.
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Tabela 3- Concentracdo Bactericida Minima e Concentracdo Inibitoria Minima da
enrofloxacina sobre Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina.

Enrofloxacina

Isolados CBM CIM
Cap6.1 0,12 pg/mL 0,12 pg/mL
Cap 6.2 0,12 pg/mL 0,12 pg/mL
Cap 7.1 0,12 pg/mL 0,12 pg/mL
Cap 7.2 0,12 pg/mL 0,12 pg/mL
Cap9.1 0,24 pg/mL 0,97 pg/mL
Cap9.2 0,24 pg/mL 0,48 pg/mL
Cap 10.1 0,24 pg/mL 0,48 pg/mL
Cap 10.2 0,24 pg/mL 0,48 pg/mL
Cap 100.1 1,95 pg/mL 1,95 pg/mL
Cap 100.2 0,48 pg/mL 1,95 pg/mL
Cap 101.1 1,95 pg/mL 1,95 pg/mL
Cap 101.2 0,48 pg/mL 1,95 pg/mL

Cap 6.1, 7.1, 8.1, 9.1, 10.1, 100.1, 101.1 representam os isolados antes do tratamento com enrofloxacina e Cap
6.2, 7.2, 9.2, 10.2, 100.2 e 101.2 apds tratamento com enrofloxacina. CBM: concentracdo Bactericida Minima.
CIM: concentragdo Inibitoria Minima. Breakpoint para enrofloxacina: 4 pg / mL.

3.4. Curva de morte

A selecdo potencial de células tolerantes ou persistentes de Staphylococcus spp. foi
investigada através da curva de morte com ENO. E uma determinacio quantitativa e
diferenciacdo de células tolerantes de persistentes. Na curva de morte, os 12 isolados
mostraram bactérias que sobreviveram ao periodo maximo de 10 horas do teste (Figura 2).
Com base no MDK, os isolados de S. aureus testados mostraram tolerancia, enquanto S.
warneri mostrou persisténcia para ENO. Para os isolados Cap 6.1 e 7.2, a populagdo alcancou
0 MDK 99 no intervalo entre 6 e 8 horas. No entanto, os isolados Cap 6.2 e 7.1 nao
alcancaram o referido MDK, nem mesmo, no Gltimo periodo avaliado de 10 horas. Todos S.
warneri foram classificados como persistentes, uma vez que foi observado um MDK 99 no
intervalo entre 2 e 4 horas para os isolados Cap 9.1, 9.2, 10.1 e 10.2, e no intervalo entre O e 2
horas para Cap 100.1, 100.2, 101.1 e 101.2, enquanto, 0 MDK 99,99 levou maior tempo para
ser alcangado. O isolado Cap 100.1 atingiu 0 MDK 99,99 no intervalo entre 6 e 8 horas,
enguanto, os isolados Cap 10.1 e 101.1 alcancaram o0 mesmo MDK no intervalo entre 8 e 10
horas. Os demais isolados (Cap 9.1, 9.2, 10.2, 100.2 e 101.2) n&o alcancaram o0 MDK 99,99,
nem mesmo, no periodo maximo de avaliacdo. Ndo foi observada diferenca significativa entre
0s pares durante o ensaio.
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312  Figura 2. Curva de morte de Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina desafiados
313 com enrofloxacina. Isolados Cap 6.1, 7.1, 8.1, 9.1, 10.1, 100.1, 101.1 representam 0s
314  isolados antes do tratamento com enrofloxacina e Cap 6.2, 7.2, 9.2, 10.2, 100.2 e 101.2 ap0s
315 tratamento com enrofloxacina. A concentracdo do antibidtico utilizada correspondia a 2xCIM
316  de cada isolado. O minimum duration for killing (MDK 99) representa a eliminacdo de 99%
317  da populacdo bacteriana e 0 MDK 99,99 corresponde a morte de 99,99% da populacdo. Os
318  valores obtidos na curva de morte foram sujeitos ao teste Quasipoisson com pds-teste Tukey
319  (p<0,05).

320 3.5. Ensaio de persisténcia dose depende

321 Nesta analise, ndo foi utilizado o MDK 99,99, uma vez que na curva de morte os isolados
322 Cap 9.1 e 9.2 ndo alcancaram este indice até o ultimo tempo testado (10 horas). Portanto, foi
323 adotado o MDK 99 como referéncia, o qual foi identificado na curva de morte no intervalo
324  entre 2 e 4 horas. Testes prévios (ndo mostrados) demonstraram que 3h30min foi o tempo
325  exato para alcancar o MDK 99. Esse ensaio permitiu identificar que os isolados Cap 9.1 € 9.2
326  ndo apresentaram persisténcia do tipo dose dependente, uma vez que foi possivel observar
327  sobrevivéncia bacteriana mesmo na maior concentracgao de antibiético testada — 256xCIM. Ao
328  comparar as diferentes concentrac6es, no T3h30m, foi verificado que a populacdo bacteriana
329  dos isolados apresentou comportamento semelhante com relacdo a sobrevivéncia, mesmo nas
330 concentragbes crescentes de antibidtico (Figura 3A e B). Desta forma, os resultados
331 apresentados mostraram que nao houve diferenca significativa entre as concentracdes testadas
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332 no Gltimo periodo avaliado para ambos isolados. E importante ressaltar, que os isolados
333  testados alcancaram o MDK 99 em todas as concentragdes testadas, confirmando o0s
334  resultados obtidos a partir de curva de morte que identificaram a persisténcia destes isolados
335 de S. warneri.
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338  Figura 3. (A) Ensaio de persisténcia dose dependente em Staphylococcus warneri isolados
339  de mastite caprina. (A) Desafio com diferentes concentracfes de ENO (2, 16, 32, 64, 128 e
340 256xCIM) para o isolado antes do tratamento (Cap 9.1). (B) Desafio com diferentes
341  concentracOes de ENO (2, 16, 32, 64, 128 e 256xCIM) para o isolado ap6s o tratamento com
342 ENO (Cap 9.2). Os dados foram apresentados através dos valores médios *+ desvio padréo
343  para as diferentes condices, utilizando two-way analysis of variance (ANOVA) com pos-hoc
344  Tukey a nivel de significancia 5% no software GraphPad Prism7®.

345 3.6. Ensaio de persisténcia tempo dependente (eliminacdo de persistentes)

346 Tendo em vista que os isolados Cap 9.1 e 9.2 ndo foram classificados como persistente
347  dose dependente, foi realizado o ensaio de eliminacdo de células persistentes a fim de
348 identificar qual é o tipo de persisténcia dependente de tempo (tipo | ou II). De acordo com a
349  figura 5, em ambos isolados (Cap 9.1 e 9.2), a propor¢do de células persistentes diminuiu
350 apobs o desafio de 2xCIM com ENO. Essa exposicdo ocorreu com uma populacdo bacteriana
351 em fase exponencial de crescimento. A mesma situacdo foi observada no ciclo Il para a cepa
352 9.2, contudo, o isolado 9.1 foi completamente eliminado. Os dados apontam que a
353  persisténcia desenvolvida por esses isolados a ENO é do tipo |, ou seja, ocorre na fase de
354  laténcia, periodo do ciclo de crescimento bacteriano durante o qual as células podem ser
355  protegidas temporariamente da morte por antibiéticos, uma vez que, os isolados bacterianos
356 ndo crescem e precisam adaptar-se metabolicamente ao aumento de nutriente para a
357  ocorréncia da fase exponencial (Brauner et al., 2016).
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Figura 4. (A) Ensaio de persisténcia tempo dependente em Staphylococcus warneri
isolados de mastite caprina. (A) Representacdo da fase inicial de crescimento exponencial
no primeiro e segundo ciclo com o isolado adquirido de mastite antes do tratamento com
ENO (Cap 9.1). (B) Representacdo da fase inicial de crescimento exponencial no primeiro e
segundo ciclo com o isolado adquirido de mastite depois do tratamento com ENO (Cap 9.2).
Dados descritos para cada ciclo com a propor¢do de bactérias sobreviventes relativos ao
indculo inicial. Os dados foram apresentados através dos valores médios * desvio padrdo para
as diferentes condigdes, utilizando two-way analysis of variance (ANOVA) com pos-hoc
Tukey a nivel de significancia 5% no software GraphPad Prism7°.

3.7. Quantificagéo de biofilme

Neste teste foi possivel observar que todos os isolados apresentaram formacao de biofilme,
ainda que em diferentes niveis. Ao avaliar as bactérias antes e ap6s o tratamento com ENO, 0s
pares de isolados de S. aureus, Cap 6.1/6.2 e 7.1/7.2, apresentaram diferenca significativa,
mostrando que eles produziram mais biofilme apds o tratamento com ENO. Para S. warneri
ndo houve diferenca entre os pares (Figura 5A). Quando, apenas os isolados de 21 dias ap6s o
tratamento com ENO foram comparados entre si, a producdo de biofilme entre os isolados
Cap 6.2 e 7.2, e deles contra os demais apresentou diferenca significativa, sendo Cap 7.2 o
maior produtor de biofilme (Figura 5B).
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Figura 5. (A) Producéo de biofilme por Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina.
(A) Comparacao entre os isolados antes do tratamento (Cap 6.1, 7.1, 8.1, 9.1, 10.1, 100.1,
101.1) e po6s tratamento com ENO (Cap 6.2, 7.2, 9.2, 10.2, 100.2 e 101.2). (B) A producéo de
biofilme apenas dos isolados ap6s o tratamento com ENO. Os dados sdo apresentados com
média + desvio padréo, e as diferencas entre os grupos foram comparadas usando teste F com
pos-hoc Tukey (p <0,05).

4 Discussao

As fluoroquinolonas possuem atividade bactericida contra uma gama de bactérias gram-
positivas, entre elas, Staphylococcus spp. (Mavrogianni et al., 2011). Nesta classe, tem-se a
enrofloxacina, um antibiético amplamente utilizado no tratamento da mastite, tanto em
pequenos como em grandes ruminantes, e parece ter um importante papel na incidéncia de
patdgenos zoonoOticos resistentes as drogas (Serrano-Rodriguez et al., 2017). Além disso, a
enrofloxacina é amplamente utilizada na medicina veterinaria na terapia de diversas
enfermidades. Além da mastite, inclui-se a colite granulomatosa, pneumonia e infeccdes
bacterianas que afetam a aquicultura (Makielski et al., 2019; Dudek et al., 2019; Martinez et
al., 2006; Zhu et al., 2017). A resisténcia as fluoroquinolonas pode ocorrer, tipicamente,
como resultado de alteracfes nas enzimas alvo, DNA girase e topoisomerase 1V, ou sistemas
de efluxo multidrogas (Jacoby, 2005).

Os animais, a partir dos quais os isolados foram obtidos, eram criados em regime intensivo
em uma propriedade destinada a producdo e comercializacdo de leite caprino. Eles
apresentavam mastite clinica e foram tratados com ENO (fluoroquinolona), sendo
administrada dose diaria de 5 mg/kg durante sete dias. Apds 21 dias de tratamento, 0s animais
foram reexaminados e assim foi constatada a ocorréncia da mastite persistente (Lima et al.,
2020). O histdrico da fazenda indica o uso prévio e continuo de ENO para tratamento de
animais, o que reforca os fenémenos de toleréncia e persisténcia observados.

Tratamentos prolongados com antibiotico associado ao uso indiscriminado podem néo sé
selecionar isolados resistentes, como também, representam fatores indutores de fenémenos
como a tolerancia e persisténcia (Cohen et al., 2013; Fisher et al., 2017; Gollan et al., 2019).
Experimentos de selecdo in vitro usando tratamentos diarios com antibi6ticos que resultaram
em niveis de tolerancia aumentados, tanto em E. coli quanto em S. aureus (Fridman et al.,
2014; Mechler et al., 2016), destacam que a sele¢do natural, imposta pela frequéncia de
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tratamentos com antibioticos, atua de maneira significativa sobre a capacidade de gerar
persisténcia de risco (Van Den Berg et al., 2017).

Bactérias persistentes e tolerantes podem ser mais prontamente induzidas por antibiéticos a
tornarem-se resistentes (Frimodt-Mgller & Lgbner-olesen, 2019), sugerindo o beneficio de
uma selecéo evolutiva positiva para a persisténcia. Barret et al. (2019), usando microscopia de
lapso de tempo para monitorar populacdes de E. coli expostas a ofloxacina, descobriram que a
persisténcia desenvolvida induziu uma resposta SOS rigorosa, antes de retornar a fenotipo
normal. As populacfes persistentes apds exposicao a fluoroquinolonas continham quantidades
substancialmente maiores de mutantes resistentes a antibioticos do que aquelas ndo tratadas,
sugerindo que estes antimicrobianos podem acelerar o desenvolvimento de resisténcia em
uma faixa ampla de concentracdes e em classes de antibidticos ndo relacionadas. Levin-
Reisman et al. (2019) afirmam que um possivel mecanismo que poderia favorecer esse efeito
de interacao entre os eventos, é que os fatores de resisténcia se mostram mais eficazes quando
a celula estd inativa ou em estado de crescimento lento. Isso pode ser justificado pela
superexpressdo transitdria de fatores de viruléncia, por exemplo, pela maior expressao de
bombas de efluxos em células persistentes (Pu et al., 2016).

Nesse estudo, foi detectado que todos isolados apresentavam de média a alta
tolerancia/persisténcia, utilizando uma técnica de triagem, o TDtest. Esse método, apesar de
ser apenas semi-quantitativo e ndo ter a capacidade de diferenciar os fenémenos de tolerancia
e persisténcia, mostrou ser uma ferramenta Util e pratica para a identificacdo desses
fendmenos em isolados de Staphylococcus spp.. Fato que facilitaria muito o processo de
diagndstico em casos de muitos isolados a serem testados, principalmente no contexto de
hospitais humanos e veterinarios. A implementacdo de experimentos de curva de morte,
apesar de ser um método quantitativo e bastante eficaz (Gefen et al., 2017; Kotkova et al.,
2019), tornaria o diagnostico mais oneroso e demorado na rotina de laboratérios de
microbiologia clinica. Portanto, recomendado para ser utilizado apenas na pesquisa.

O ensaio de curva de morte evidenciou que os isolados de S. warneri sdo persistentes,
enquanto, S. aureus apresenta o perfil tolerante. Isso demonstra que ndo houve diferencga a
nivel fenotipico entre os pares (antes e ap0s o tratamento) sugestionando que este fator pode
ser apresentado em funcdo do uso sucessivo de ENO no rebanho. Contudo, estudos
genbmicos sdo capazes de verificar a existéncia de diferencas genéticas entre eles. Esses
fendmenos séo temas muitos novos e ainda pouco explorados. Logo, neste estudo, adotou-se a
curva de morte associada ao MDK, modelo proposto por Brauner et al. (2016), para
diferenciacéo entre isolados tolerantes e persistentes. Os estudos descritos na literatura estéo
voltados diretamente para 0os mecanismos moleculares envolvidos nesse processo e sua
ocorréncia em bactérias de origem humana (Dorr et al., 2009; Pu et al., 2016; Barret et al.,
2019). Portanto, é importante enfatizar que este estudo é pioneiro em relatar a incidéncia dos
eventos de tolerancia e persisténcia, bem como sua disseminacdo em isolados clinicos de
animais. A presenca desses perfis em rebanhos caprinos pode favorecer o aumento de doencas
cronicas (Fisher et al., 2017; Gollan et al. 2019) e a transmiss@o desses isolados para outros
animais, ambiente e humanos € muito importante, considerando os conceitos de saude
(Baquero et al., 2019).

Vérios estudos evidenciaram que as fluoroquinolonas sdo agentes pertinentes em
desencadear persisténcia em bactérias (Dorr et al., 2010; Serrano-Rodriguez et al., 2017;
Barret et al., 2019). Em E. coli, a persisténcia foi formada ap0s exposicéo a ciprofloxacina, de
uma maneira dependente da resposta SOS. Ficou demonstrado que em todas as células
submetidas a ciprofloxacina a resposta SOS foi induzida, mas nem todas se tornaram
persistentes. Nesse caso, a inducdo funcional da resposta SOS foi mais importante para formar
as células persistentes, do que um alto nivel de expressdo (Dorr et al., 2009).
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Os fendtipos de tolerancia e persisténcia sdo estimulados por fatores externos, como a
restricdo de nutrientes, o antibiético, o ambiente do hospedeiro etc. (Brauner et al., 2016).
Esses aspectos se correlacionam com os altos niveis celulares observados em biofilmes
(Cabral et al., 2018), como foi demonstrado em estudo realizado por Harms et al. (2016), no
qual os biofilmes apresentavam limitacao de nutrientes e oxigénio, além de conter proporcoes
muito altas de células persistentes, estimulando uma resposta rigorosa. Esses achados
permitem inferir que a producéo de biofilme pelos isolados de Staphylococcus spp., objeto do
estudo em questéo, viabilizam a ocorréncia da persisténcia bacteriana.

O sistema Agr é relevante no controle da expressao de proteinas e toxinas da superficie, e
essencial na capacidade de S. aureus formar biofilmes, invadir e persistir nas células
hospedeiras (Xue et al., 2013; Xu et al., 2017). Todo esse arsenal pode favorecer a
sobrevivéncia nas diferentes espécies de Staphylococcus spp. a condi¢bes adversas, geradas
pelo hospedeiro ou pela intervencdo da terapia antibiotica (Yan & Bassler, 2019). E notdrio
que as células que compdem o biofilme sdo substancialmente (4 X) mais tolerantes que as
células em estado livre a varios antibidticos, pois os farmacos sdo menos capazes de se
infiltrar nas partes mais profundas da estrutura. Além disso, as baixas concentracGes de
oxigénio e a pouca disponibilidade de nutrientes para as bactérias, nesses locais, as tornam
metabolicamente inativas (Wood et al., 2013), uma das caracteristicas da tolerancia e
persisténcia.

Outro mecanismo associado a ocorréncia destes eventos sdo os sistemas de efluxo (Pu et
al., 2016). Em um ensaio preliminar com brometo de etidio (dados ndo mostrados), 0s
isolados ndo apresentaram bomba de efluxo ativa. Esse fenétipo é condizente com a
persisténcia do tipo | identificada nesse estudo, uma vez que a super-expressao desses
sistemas é caracteristica da persisténcia do tipo Il (Brauner et al., 2016).

A constatacdo da persisténcia dependente de tempo by lag (tipo 1) nos experimentos
realizados, indica que possivelmente fatores externos de estresse como a restricdo de
nutrientes (Wiuff & Andersosn, 2007; Willerborg et al., 2014), fatores do hospedeiro (Manina
et al., 2015) e mesmo o préprio antibiético (Wiuff & Andersosn 2007; Johnson & Levin
2013, Peyrusson et al., 2020) estimularam a ocorréncia desse evento nos isolados avaliados.
Todos esses elementos podem ser acionados como reflexo da resposta rigorosa ao estresse, 0
gue induz o micro-organismo a um estado fisioldgico reduzido na fase de laténcia (Brauner et
al., 2016), caracteristica intrinseca da persisténcia dependente de tempo by lag.
Adicionalmente, a fase de laténcia confere um amplo efeito protetor a sobrevivéncia das
celulas bacterianas, possibilitando a tolerancia a inimeros antibioticos (Fridman et al., 2014).
Interessantemente, foi relatado que este tipo de persisténcia decorre quando a
antibioticoterapia é aplicada por um periodo menor que o tempo de duracdo da fase de
laténcia (Balaban et al., 2004; J6ers et al. 2010) contribuindo dessa forma, para o insucesso do
tratamento.

A confirmacdo da presenca de bactérias tolerantes ou persistentes no rebanho, que
sobrevivem mesmo ap06s o tratamento antibi6tico, indica um sério risco de disseminacgdo
destes micro-organismos para o ambiente e humanos. Os fendmenos de persisténcia e
tolerancia séo uma forma direta de evolugdo da multirresisténcia em bactérias (Fisher et al.,
2017) e é uma grande preocupacdo na saude publica global encontrar isolados de
Staphylococcus spp. tolerantes e persistentes em leite, especialmente S. aureus, uma vez que
esta espécie secreta toxinas termoestaveis, 0 que aumenta o papel zoon6tico desses patdgenos
em causar doencas transmitidas por alimentos (Manser 1986, Vyletélova et al., 2014; Dore et
al., 2016).
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5 Conclusao

Este estudo mostrou que a tolerancia e persisténcia podem ocorrer em bactérias isoladas de
espeécies diferentes de humanos. A tolerancia encontrada em S. aureus e persisténcia em S.
warneri podem indicar que o tipo de resposta desenvolvida ao antibidtico possa ser espécie-
especifica, uma vez que eles podem possuir estratégias e fatores de viruléncia diferentes. A
ocorréncia deste fendmeno foi associada ao uso da enrofloxacina em animais, destacando a
importancia do critério e do monitoramento do uso de fluoroquinolona em terapias
antimicrobianas. Vale ressaltar que, a producdo de biofilme por ambas as espécies pode ter
beneficiado significativamente, para a tolerancia a enrofloxacina. Além disso, os isolados
selecionados apresentaram persisténcia dependente de tempo do tipo I. Os estudos dmicos,
como a gendmica e transcriptbmica, sdo ferramentas Uteis que permitirdo avaliar a
plasticidade genémica e os principais mecanismos associados. A partir disso, serd possivel
estabelecer estratégias de diagndstico e eliminacédo eficientes de isolados com tolerancia ou
persisténcia.
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Material Suplementar

CAP 6.1 CAP 6.2

Figura Suplementar 1. TDtest em &gar Mueller-Hinton para os isolados Cap 6.1, Cap
6.2. (A e B) - MH e disco de enrofloxacina 0,5 ug; (C e D) - MH e as células reativadas apos
incubacéo com glicose 40%.
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CAP 7.1 CAP 7.2

Figura Suplementar 2. TDtest em &gar Mueller-Hinton para os isolados Cap 7.1, Cap
7.2. (A e B) - MH e disco de enrofloxacina 0,5 pg; (C e D) - MH e as células reativadas apos
incubagéo com glicose 40%.
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CAP 10.1 CAP 10.2

Figura Suplementar 3. TDtest em agar Mueller-Hinton para os isolados Cap 10.1, Cap
10.2. (A e B) - MH e disco de enrofloxacina 0,5 pug; (C e D) - MH e as células reativadas ap6s
incubacg@o com glicose 40%.
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CAP 100.1 CAP 100.2

L

Figura Suplementar 4. TDtest em agar Mueller-Hinton para os isolados Cap 100.1, Cap
100.2. (A e B) - MH e disco de enrofloxacina 0,5 ug; (C e D) - MH e as células reativadas
apos incubacdo com glicose 40%.
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CAP 1011 CAP 101.2

Figura Suplementar 5. TDtest em agar Mueller-Hinton para os isolados Cap 101.1, Cap
101.2. (A e B) - MH e disco de enrofloxacina 0,5 ug; (C e D) - MH e as células reativadas
apos incubacdo com glicose 40%.
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CAPITULO 2 - GENOMICA COMPARATIVA DE Staphylococcus warneri
PERSISTENTES ORIUNDOS DE MASTITE CAPRINA ASSOCIADA AO USO DE
ENROFLOXACINA

Artigo a ser submetido a Revista Peerj

(Fator de impacto 2.380; Qualis A2)



w N

S

© 00 N O O1

10
11

12
13
14

15
16

17
18

19
20

21
22

23
24

25
26
27

28
29

30
31

32
33

88

Genbdmica comparativa de Staphylococcus warneri
persistentes oriundos de mastite caprina associada ao uso
de enrofloxacina

Chirles Aradjo de Francat, Alessandra da Silva®, Danillo Sales Rosa', Gutiele do Nascimento
do E', Diego Lucas Neres Rodrigues®, Raquel Emna Hurtado Castillo®, Thiago de Jesus
Sousa’?, Roselane Gongalves dos Santos?, Anne Cybelle Pinto Gomide?, Maria Aparecida
Scatamburlo Moreira®, Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida®, Gisele Veneroni
Gouveia®, Jodo José Simoni Gouveia®, Renata de Faria Silva Souza', Bertram Brenig®,
Aristételes Goes-Neto’, Siomar Castro Soares®, Rommel Thiago Juca Ramos®, Vasco Ariston
de Carvalho Azevedo?, Mateus Matiuzzi da Costa

! Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal, Campus Ciéncias Agrérias,
Universidade Federal do Vale do Séo Francisco (UNIVASF), Petrolina, Pernambuco, Brasil

2 Laboratério de Genética Celular e Molecular (LGCM), Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil

% Laboratério de Doencas Bacterianas (LDBAC), Departmento de Veterinaria, Universidade
Federal de Vicosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil

* Ntcleo de Estudos e Pesquisas de Plantas Medicinais (NEPLAME), Universidade Federal
do Vale do Séao Francisco (UNIVASF), Petrolina, Pernambuco, Brasil

> Laboratério de Genética e Biotecnologia, Campus Ciéncias Agrérias, Universidade Federal
do Vale do Séo Francisco (UNIVASF), Petrolina, Pernambuco, Brasil

® Instituto de Medicina Veterinaria, Universidade de Gottingen, Gottingen, Niedersachsen,
Germany

’ Laboratério de Biologia Molecular e Computacional de Fungos (LBMCF), Instituto de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil

® Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Universidade Federal do
Triangulo Mineiro, Uberaba, Brasil

® Centro de Gendmica e Biologia de Sistemas, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal do Pard (UFPA), Belém, Para, Brasil

* Autor Correspondente
E-mail: mateus.matiuzzi@univasf.edu.br



mailto:E-mail:mateus.matiuzzi@univasf.edu.br

34

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

64
65

66

67
68
69
70
71
72
73

89

RESUMO

Introducdo: A mastite € uma inflamagéo intramamaria que compromete a producéo de leite,
sendo um dos agentes etioldgicos mais prevalentes do género Staphylococcus spp., como
Staphylococcus warneri. A terapia antimicrobiana é tipica na pratica clinica, no entanto, isso
pode gerar a selecdo de isolados resistentes. Além disso, 0s micro-organismos podem
sobreviver a acdo antimicrobiana sem alteragdes na concentragdo inibitéria minima, fenémeno
definido como persisténcia. Portanto, este estudo teve como objetivo identificar genes
associados a persisténcia de isolados de S. warneri oriundos de mastite caprina.

Material e métodos: Os genomas de oito isolados persistentes de S. warneri de mastite
clinica em cabras foram sequenciados, sendo adquiridos antes (4) e ap0ds (4) o tratamento com
enrofloxacina. As relacfes filogendmicas e a plasticidade genética foram determinadas. Além
disso, foi realizada a busca por genes associados & resisténcia e viruléncia, bem como a
presenca de polimorfismos de nucleotideo Unico (SPNs).

Resultados: Trés sequéncias completas e cinco em formatos preliminares dos genomas foram
determinadas. Os isolados foram considerados bastante clonais e, na analise pangenémica,
foram encontrados 2017 genes no genoma central e entre 176 a 336 genes acessorios. No
entanto, nenhum gene Unico foi encontrado nas linhagens de S. warneri persistentes de
mastite. De acordo com as analises de distribuicdo de COG, os genes estdo envolvidos em
funcBes gerais, transcri¢do, replicacdo e recombinacdo/reparo. Trés fagos e seis ilhas
gendmicas foram previstos e totalmente compartilhados por todos os genomas persistentes de
S. warneri. Da mesma forma, sete genes de resisténcia e seis genes de viruléncia foram
igualmente compartilhados, por exemplo, o gene da bomba de efluxo norA e seu regulador
mgrA. A anélise SPNs detectou 13 variantes, uma em uma regido ndo codificadora e 12 em
regides codificantes. O gene alsS (acetolactato sintase) apresentou a maioria das variacdes
(sete), cinco das quais eram sindnimos e duas ndo eram sinbnimos.

Conclusdo: Anélises gendmicas comparativas mostraram alta similaridade entre os isolados
persistentes de S. warneri, independente da época de coleta, o que indica o grande potencial
de disseminacdo desses isolados entre animais e consequentemente seu risco a salde publica.
Este estudo nos permitiu tracar o perfil genético de isolados persistentes de S. warneri e a
presenca de genes relacionados a processos cruciais de persisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Caprinocultura, Staphylococcus spp., Fluoroguinolonas, Tolerancia
Antimicrobiana.

INTRODUCAO

A mastite tem duas formas primarias de manifestacdo, subclinica e clinica e, se a
infeccdo persistir por um periodo prolongado, torna-se cronica (Merk et al., 2012; Grunert et
al., 2018; Lima et al., 2020). Varios agentes etiologicos podem causar esta doenca. No
entanto, o género Staphylococcus spp. é diagnosticado com mais frequéncia em pequenos
ruminantes (Contreras et al., 2007), especialmente Staphylococcus coagulase-negativo (SCN),
e, entre eles, Staphylococcus warneri (Koop et al., 2012; Ceniti et al., 2017; Bernier Gosselin
et al., 2019). Este grupo é considerado um reservatorio de diferentes genes que codificam
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enterotoxinas estafilococicas responsaveis por intoxicacdes alimentares (Rall et al., 2014;
Casaes Nunes et al., 2016), bem como varios genes de resisténcia (Szczuka, Jabtonska &
Kaznowski, 2016; Bitrus et al., 2018; Gizaw et al., 2020).

A terapia antimicrobiana é o principal método de tratamento contra a mastite
(Nickerson et al., 2020). A classe das fluoroquinolonas é altamente eficaz contra infecgdes
bacterianas e é amplamente utilizada na medicina humana e animal (L6pez et al., 2015), como
a enrofloxacina (ENO), que foi desenvolvida para uso apenas na clinica veterinaria
(Babaahmady & Khosravi, 2011; Lopez et al., 2015). Devido ao uso exacerbado e sem
precedentes desses medicamentos, a multirresisténcia antimicrobiana tem se mostrado um
grande desafio, uma vez que as alternativas terapéuticas sdo escassas (Polveiro et al., 2020).
Este cenério e agravado pela capacidade inerente do micro-organismo de usar diferentes
estratégias de sobrevivéncia, incluindo a persisténcia bacteriana. Nesse fendémeno, uma
subpopulacdo bacteriana pode sobreviver a tratamentos com antibidticos bactericidas sem
alterar os valores de sensibilidade na concentracdo inibitéria minima - CIM (Brauner et al.,
2016; Balaban et al., 2019). Fluoroquinolonas causam danos ao DNA ao inibir
topoisomerases Il (girase) e IV (Ojkic et al., 2020). O DNA das células persistentes nédo
escapa do dano causado pelo antibidtico, e o reparo do DNA pds-tratamento € necessario para
a sobrevivéncia (Volzing & Brynildsen, 2015). Em células que ndo crescem, essa
sobrevivéncia depende do tempo gasto durante o reparo do DNA e a retomada dos processos
relacionados ao crescimento, como a sintese de DNA (Mok & Brynildsen, 2018). A propria
DNA girase também desempenha um papel na indugdo da persisténcia. Em Mycobacterium
tuberculosis, a delecdo do gene levou a ativagdo do sistema SOS via recA/lexA e tolerancia a
antibioticos mediada pela inducdo de células persistentes. Enquanto isso, a inibicdo da
expressao de recA resultou na reversao fenotipica (Choudhary et al., 2019).

A gendmica é uma estratégia que pode fornecer um melhor entendimento dos possiveis
fatores envolvidos na persisténcia (Sela et al., 2018; Bai et al., 2019). No entanto, ndo ha
relatos desse tipo de estudo com S. warneri, e 0 nimero de genomas dessa espécie
depositados no National Center for Biotechnology Information (NCBI) ainda é minimo. Além
disso, a maioria dos genomas esta relacionada a isolados humanos e ambientais
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome), sem genoma depositado de cepas isoladas de cabras
com mastite.

Assim, este estudo visa contribuir para o conhecimento das caracteristicas genémicas e
das relacdes filogenéticas de S. warneri persistente, originado de mastite caprina antes e apds
a terapia antimicrobiana com enrofloxacina.

MATERIAL E METODOS

Isolados bacterianos

Oito isolados de S. warneri foram obtidos de quatro animais com mastite clinica e
historico de uso recorrente de enrofloxacina - ENO, localizados no municipio de Vigosa-
Brasil. (20.7467991 S 43.0193046 W - SisGen AEB34A6). As bactérias foram isoladas antes
(codigo.1) e depois (cddigo.2) do tratamento com ENO (Lima et al., 2020). Os isolados foram
nomeados neste estudo como Cap 9.1, Cap 9.2, Cap 10.1, Cap 10.2, Cap 100.1, Cap 100.2,
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Cap 101.1, e Cap 101.2. A andlise de espectrometria MALDI-TOF confirmou a identidade
dos isolados, e a persisténcia foi provada in vitro usando o ensaio da curva de morte, obtendo
a duragdo minima para morte (MDK) 99 e 99,9 (dados nao publicados).

Extracéo, sequenciamento, montagem, anotacgéo e depdsito dos genomas

Os isolados foram cultivados em &gar Brain Heart Infusion (BHI - Acumedia®,
Lansing, United States) a 37 ° C por 24 h. O &cido desoxirribonucléico (DNA) foi extraido a
partir de um protocolo por precipitacdo de sal (Regitano et al., 2009). A qualidade foi avaliada
em gel de agarose a 1% e quantificacdo de DNA com o Qubit dsDNA BR Assay Kit no Qubit
Fluorometer (Thermo ScientificTM, Waltham, United States).

O sequenciamento gendmico foi realizado utilizando a plataforma Illumina Hiseq
paired-end (Illumina, San Diego, CA, USA). A qualidade das leituras foi verificada usando o
FastQC tool (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). As montagens ab
initio dos genomas foram realizadas utilizando o Unicycler versdao 3 (Wick et al., 2017). A
ordenacdo dos scaffolds, resultantes das montagens, foi realizada utilizando os scripts
SSPACE Standard versdao 3.0 (Boetzer et al., 2011), GapFiller version 1.10 (Boetzer &
Pirovano, 2012), e CONTIGuator versdo 2.7. A cepa que apresentou a identidade e cobertura
mais  significativa na anadlise ANIb, por meio da plataforma Jspecies
(http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/), foi adotado como referéncia. Os gaps restantes
foram preenchidos usando o fechamento automaético de gaps com GFinisher versdo 1.2 e
curadas com a  ferramenta CLC  Genomics  Workbench  versao 7.0
(https://www.qiagenbioinformatics.com/products/clc-genomics-workbench).

Os genomas foram submetidos a anotacdo automatica com o software PROKKA versao
3.0 (Seemann, 2014) (https://github.com/tseemann/prokka), usando os parametros padrbes do
programa e depositados no banco de dados NCBI (https: / /www.ncbi.nlm.nih.gov). Os
isolados, o nimero de acesso do GenBank e os metadados dos genomas usados neste estudo
estdo disponiveis na tabela 1.
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Nome do genoma Isolados Hospedeiro Nivel Fonte de isolamento Localizacéo geografica NUmero de Acesso
1  Staphylococcus warneri Cap9.1 * Cap 9.1 Caprino Completo Mastite Brasil JAATOG000000000
2  Staphylococcus warneri Cap9.2 * Cap 9.2 Caprino Completo Mastite Brasil JAANHJ000000000
3  Staphylococcus warneri Cap10.1 * Cap 10.1 Caprino Draft Mastite Brasil JAANHI000000000
4  Staphylococcus warneri Cap10.2 * Cap 10.2 Caprino Draft Mastite Brasil JAANHKO000000000
5 Staphylococcus warneri Cap100.1 * Cap 100.1 Caprino Completo Mastite Brasil CP049802-CP049805
6  Staphylococcus warneri Cap100.2 * Cap 100.2 Caprino Draft Mastite Brasil JAANHL000000000
7  Staphylococcus warneri Cap101.1 * Cap 101.1 Caprino Draft Mastite Brasil JAANHMO000000000
8 Staphylococcus warneri Cap101.2 * Cap 101.2 Caprino Draft Mastite Brasil JAANHNO000000000
9 Staphylococcus warneri NCTC4133 NCTC4133 Ambiental Completo Sponge cake USA: Chicago GCA 900636255.1
10 Staphylococcus warneri NCTC11044  NCTC11044 Humano Completo Pele Desconhecida GCA _900636385.1
11 Staphylococcus warneri 22.1 22.1 Cultura celular  Completo  Contaminacéo de laboratério Belarus: Minsk GCA 003571725.1
12  Staphylococcus warneri WS479 WS479 Humano Completo Desconhecida China: Wenzhou GCA _014495745.1
13 Staphylococcus warneri WB224 WB224 Humano Completo Montagem metagenémica China: Chengdu GCA_013137955.1
14  Staphylococcus warneri GD01 GDO01 Suino Completo  Tecido de abscesso muscular China: Guangdong GCA _007833855.1
15 Staphylococcus warneri SWO SWO Humano Completo Agua de_condensagéo Nave China: Nei Mongol GCA _003691405.1

espacial Shenzhou-10

16 Staphylococcus warneri NCTC7291 NCTC7291 Humano Completo Pele Desconhecida GCA 900636265.1
17 iﬁﬂg&%’;ﬁ&amn SK66 Humano Completo  Pele normal do brago direito USA: VA GCA_013267715.1
18 Staphylococcus warneri SG1 SG1 Desconhecido  Completo  Contaminacéo de laboratério Desconhecida GCA 000332735.1
19 Staphylococcus warneri 16A 16A Bufalo Completo Leite de bufala Brasil GCA _007814275.1

Cap 9.1, 10.1, 100.1, 101.1 compreendem isolados antes do tratamento com enrofloxacina, e Cap 9.2, 10.2, 100.2, e 101.2 englobam isolados apds o
tratamento com enrofloxacina. * sequenciado neste estudo. Os genomas enumerados entre 9 e 19 pertencem ao banco de dados NCBI.
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Pangendmica e relacao filogenémica de isolados de S. warneri persistentes

A analise pangendmica foi realizada com os parametros padrdes do pipeline de
pangenome Roary (Page et al., 2015) e software BPGA (Bacterial Pan Genome Tool)
versdo 1.3 (Chaudhari, Gupta & Dutta, 2016). A arvore filogendmica foi inferida por
FastTree (Price, Dehal & Arkin, 2010), usando 0 método de méxima verossimilhanca.
A plataforma iTol versdo 3 (Letunic & Bork, 2016) foi usado para personalizar a arvore
filogendbmica. Comparada a uma matriz de presenca e auséncia de genes centrais e
acessorios, a visualizagdo da arvore foi gerada usando o script roary_plots.py e
Phandango website versdo 1.3 (Hadfield et al., 2017).

Plasticidade de genomas de isolados de S. warneri persistentes

A andlise da plasticidade gendmica foi desenvolvida usando o preditor de ilha
gendmica IslandViewer4 (Bertelli et al., 2017), e o software BRIG foi utilizado para a
visualizacdo do mapa circular, utilizando a linhagem Cap 9.2 como referéncia por
apresentar o maior numero de ilhas. (Alikhan et al., 2011). O PHASTER foi usado para
identificar os fagos e o PlasmidFinder, versdo 2.1, foi usado para os plasmideos a fim de
prever os elementos moveis. A previsdo de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)
foi realizada com a ferramenta Parsnp (Treangen et al., 2014). O mapa de calor e 0
dendrograma da presenca e auséncia de variantes foram gerados com a ferramenta
online Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus/).

Genes de viruléncia e resisténcia de isolados de S. warneri persistentes

A andlise da presenca e auséncia de fatores de viruléncia, bem como de
resisténcia, foi realizada por meio da ferramenta Abricate (Seemann, 2014), com o
apoio dos bancos de dados de resisténcia CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance
Database) (McArthur et al., 2013), ARG-NNOT (Gupta et al., 2014) e Resfinder
(Feldgarden et al., 2019). O banco de dados VFDB (Virulence Factor Database) foi
usado para encontrar genes relacionados a viruléncia (Chen et al., 2005). O grafico do
mapa de calor de presenca e auséncia foi gerado pelo software online Morpheus
(https://software.broadinstitute.org/morpheus/).

RESULTADOS

Caracterizacdo de genomas de isolados de S. warneri persistentes

Os genomas sequenciados das oito cepas de S. warneri variaram entre 2,4 e 2,5
Mb em tamanho, com aproximadamente 33% de contetdo de GC. A montagem de trés
genomas completos (Cap 9.1, 9.2 e 100.1) e cinco rascunhos (Cap 10.1, 10.2, 100.2,
101.1 e 101.2) exibiu um scaffold contendo gaps em alguns casos. O arquivo
“Excluded.fsa” gerado pelo CONTIGuator, contendo as sequéncias que nao foram
mapeadas ao genoma de referéncia, foi submetido a anotacdo funcional, identificacdo
dos plasmideos e posterior curadoria manual (Tabela S1). A presenca de origens de
plasmideo foi observada em todos os cromossomos (Tabela 2). Esta caracterizagdo
permitiu identificar quatro pontos de diferentes origens na maioria dos isolados, rep
(pKH21), repC (Cassette), CDS11947 (pSZ4), e repA (SAPO16A). No genoma Cap
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100.1, apenas dois pontos de origem de plasmideo foram encontrados, rep (pKH21) e
CDS11947 (pSz4) (Table S2). A nivel de regides codificantes, 53 delas foram
observadas em pelo menos sete genomas de mastite caprina S. warneri, onde a maioria
delas estavam associadas a proteinas com func¢Ges desconhecidas. Entre estes, algumas
sequéncias apresentaram regides de dominios associados a toxinas (Toxin zeta) e
transposases (transposase da familia 1S256 1S256 e transposase da familia 1S1595
ISSsu9). A previsdo funcional dos cromossomos resultou entre 2.356 e 2.359
sequéncias de genes codificadores de proteinas (Tabela 2). Como esperado, todas as
cepas isoladas antes e ap0s o tratamento com ENO foram preditas como S. warneri.
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193  Tabela 2. Caracteristicas genémicas de Staphylococcus warneri persistentes oriundos de mastite clinica em cabras.

Espécies Genoma total (bp) GC (%) NUmeros de gaps Ponassemiggsgq de Precél:il(:;)étso de NamerNoC dilacesso
Cap 9.1* 2464957 32.7 0 4 2356 JAATOG000000000
Cap 9.2* 2470828 32.74 0 4 2358 JAANHJ000000000
Cap 10.1 2449667 33.61 4 4 2359 JAANHI000000000
Cap 10.2 2449519 32.61 4 4 2359 JAANHKO000000000
Cap 100.1* 2464048 32.7 0 2 2359 CP049802-CP049805
Cap 100.2 2449498 32.61 4 4 2359 JAANHL000000000
Cap 101.1 2447416 32.6 11 4 2357 JAANHMO000000000
Cap 101.2 2442571 32.57 12 4 2359 JAANHNO000000000

194 Cap 9.1, 10.1, 100.1, 101.1 representam isolados antes do tratamento com enrofloxacina, e Cap 9.2, 10.2, 100.2, e 101.2 representam isolados ap6s o
195 tratamento com enrofloxacina. * Cap 9.1, 9.2, e 100.1 séo os Unicos isolados com um genoma completo; CG corresponde a porcentagem de guanina e
196 citosina; CDS representa sequéncias de codificacdo; bp séo pares de bases.
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Relacoes filogenéticas de isolados de S. warneri persistentes

Com base na ramificacdo, os oito genomas de S. warneri persistentes eram mais
relacionados entre si quando comparados aos demais genomas (11 cepas) recuperados
da plataforma NCBI. Cap 9.1 foi localizado em um aglomerado maior que abrigava a
maioria dos isolados a nivel de distribui¢do populacional, organizado no mesmo clado.
No entanto, Cap 101.1 permaneceu em um clado separado do cluster central (Fig. 1). Os
genes foram obtidos via analise do genoma central considerando 95% de similaridade e
alinhados utilizando o software MAFFT. A inferéncia filogendmica foi baseada na
maxima verossimilhanca, com suporte estatistico bootstrap variando de 0,72 a 1, em
escala logaritmica, utilizando o programa FastTree.

bootstrap
072
079
0.56

) 093

SwCap¥9 1
SwCap9 2
SwCap10 2
SwCap10 1
[ SwCap101 2
SwCap100 2
SwCap100 1

SwCap101 1
— 4‘\ Sw SWO
| [ Sw 18A
Sw GDO01
Sw SG1
Sw NCTC7291

Sw NCTC11044
Sw WB224

t Sw FDAARGOS 754
Sw NCTC4133
] SwW5479

Sw 22.1

Figura 1. Arvore filogendmica baseada no alinhamento de 2017 genes conservados
entre todos os isolados de Staphylococcus warneri depositados no NCBI.

Os isolados de S. warneri foram obtidos em uma propriedade que fazia uso
frequente de ENO para diversos fins. O tratamento da mastite ndo apresentou resultado
efetivo, apesar do perfil de sensibilidade in vitro dos isolados aos antibioticos. Apds a
confirmagdo dos fendtipos de persisténcia em S. warneri (dados ndo publicados),
buscou-se identificar as caracteristicas genémicas que poderiam ter contribuido para a
persisténcia. Em termos de presenca e auséncia de genes, observou-se que 2017 formam
0 genoma central, e 0s genes acessorios variam entre 176 a 336. Enquanto, 571 séo
genes unicos distribuidos na maioria dos genomas (Tabela S3). No entanto, nenhum dos
genes unicos identificados foram encontrados nos genomas de S. warneri persistentes.
A caracterizacdo funcional desses genes, gerados pelo programa BPGA, mostrou que a
maior parte dos genes centrais, acessorios e Unicos estdo relacionados ao metabolismo
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(Fig. 2), indicado pela analise KEEG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).
Genes centrais e Unicos estdo envolvidos em todos os processos bioldgicos identificados
(processos celulares, processamento de informagdes ambientais, processamento de
informagdes genéticas, doengas humanas, metabolismo e sistemas organicos). Enquanto
iSs0, 0S genes acessorios estdo relacionados & maioria dos processos, exceto para
sistemas organicos (Fig. 2a). A categorizagédo funcional detalhada de COG (Clusters of
Orthologous Groups) previu que esses genes, em sua maioria, estdo relacionados a
processos de funcbes gerais, transcricdo, replicacdo e recombinagdo/reparo ou com
funcdo desconhecida (Fig. 2b).
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Figura 2. Perfil funcional dos genes avaliados na analise comparativa de BPGA dos
genomas dos isolados de Staphylococcus warneri depositados no NCBI. (A)
Distribuicdo KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) de genes centrais,
acessorios e unicos. (B) Distribuicdo COG (Clusters of Orthologous Groups) de genes
centrais, acessorios e Unicos. Barra verde (genes centrais), vermelha (genes acessorios)
e azul (genes Unicos).
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Plasticidade dos genomas de isolados de S. warneri persistentes

O mapa circular gerado pelo BRIG revelou um nivel muito alto de sintenia para as
regides gendmicas em isolados de S. warneri (Fig. S1). Os resultados permitem
caracterizar os genomas como bastante clonais. Além disso, foram observadas seis ilhas
genbmicas e trés fagos, inseridos em ilhas genémicas, totalmente compartilhados por
todos os genomas de S. warneri isolados de caprinos. (Fig. 3). O nimero de proteinas
codificadas pelos genes que ocorrem nesses profagos esta listado na tabela
complementar 4.

Phage3 Gl6 M GC Content
G5 / W GC Skew
/ ¥ ’ ! . i SwCap9_1
| 4 SwCap10_1
' | | 5 SwCap10_2

I swCap100_1

SwCap100_2
W swCap101_1
W swCap101 2

"2000 kbp

A SwCap9_2 e
1800 kbp 2470828 bp

800 kbp /

\ 1600 kbp

1000 kbp /
1400 kbp s . en

1200 kbp

\ Phagel
\GI2

Figura 3. Mapas circulares comparativos do genoma representam o software
BRIG com genomas de Staphylococcus warneri isolados de mastite clinica em
cabras. O isolado Cap 9.2 foi a referéncia de posicdo central com os trés primeiros
anéis internos mostrando seu tamanho, conteddo de GC e inclinacdo de GC.
Mapeamento de todos os profagos (azul) e ilhas genémicas (preto) encontrados na cepa
Cap 9.2.
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Foram identificados treze polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs), por meio
do software ParSNP, em todos os isolados de S. warneri persistentes oriundos de
mastite clinica em cabras. Uma variante foi observada em uma regido nao codificadora,
e 12 variantes estavam presentes nas regides codificantes de seis genes (Fig. 4). Os
genes butA (Diacetyl reductase [(S) -acetoin forming]), nhaP2 (K (+) / H (+) antiporter
NhaP2), bcr_2 (Bicyclomycin resistance protein), rplO (50S ribosomal protein L15) e
malL (Oligo- 1,6-glucosidase) mostrou mutagdes ndo sindnimas. No entanto, o gene
alsS (acetolactato sintase) apresentou sete varia¢des, sendo cinco sindnimas e duas ndo
sinbnimas.
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Figure 4. Polimorfismos de nucleotideo Unico de Staphylococcus warneri
persistentes oriundos de mastite clinica em cabras. Nas colunas, sao representadas as
linhagens e, nas linhas, os genes. O mapa de calor indica a variagcdo que ocorre entre a
referéncia (Cap 9.2) em comparagdo com 0s outros genomas. Auséncia da variante
contra a referéncia (vazio) e a presenca (completa). O dendrograma foi gerado por
agrupamento hierarquico baseado na distancia euclidiana.
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Genes de resisténcia e viruléncia de isolados de S. warneri persistentes

Verificou-se neste estudo que todos 0s genomas possuiam 27 genes relacionados a
resisténcia, com uma identidade mais significativa que 50% em comparagdo com
diferentes bancos de dados (CARD, Resfinder e ARG-NNOT). Apenas sete genes séo
compartilhados entre todos os isolados de S. warneri persistentes oriundos de mastite
clinica em cabras, de modo que ndo houve identificacdo de genes de resisténcia
exclusivos de cabras (Fig. 5). A tabela 3 descreve as informacgdes sobre 0s genes de
resisténcia identificados. Esses resultados revelam que os isolados, antes e apds a
terapia antimicrobiana com ENO, ndo apresentaram diferenca quanto ao perfil de
resisténcia genética.

30.00 - g

1 E
iy =
2 Lo FrQel YEQgw o g
RNMpEcgiaco LA EmE g EE
g SvionToaga g9
W L S B B o, "‘—"""—"'|_“‘|:J"-l—'1_' w I_,__-a—l‘__"-_ﬂ:
EEPs20000 05582z 22Egs
dE=E2 o222 22 EELRuis==="R2 RS2 EE gy
I.I Sw_22.1
Sw_GDo1
Sw_Capl0l_2
Sw_Capl0_1
Sw_Capl0o_2
Sw_Capl0l_1
| n [} Sw_16A

Sw_Caploo_1
Sw_Capl0o0_2
Sw_NCTC7291
Sw_NCTC4133
Sw_NCTCL11044
Sw_Cap9_2
Sw_Cap9_1
Sw_SG1
Sw_SW0
Sw_\WB224
Sw_W5479
Sw_FDAARGOS_754

Figura 5. Genes de resisténcia de Staphylococcus warneri persistentes de mastite
clinica em cabras. Os genes sdo representados nas colunas e isolados nas linhas. A
coloragéo indica a porcentagem de similaridade do gene em comparagdo com os bancos
de dados (CARD, Resfinder, and ARG-NNOT), variando de 30% a 100%. A auséncia é
representada por espacos vazios (em branco).
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288  Tabela 3. Genes de resisténcia de Staphylococcus warneri persistentes de mastite
289  clinica em cabras.
Mecanismo . hilia de
Gene Classe de Drogas de Acesso
oA genes RAM
Resisténcia
Substituicéo ?;Z'Stfs‘;o:jaftro 748233:337-
dfrC Diaminopirimidina de alvo de . 822 (ARG-
antibidtico | Cooened NOT)
trimetoprima
Transportador
de extrusao de
Ttetraciclina e compostos AY061734.1:8
mepA - . 40-2196
glicilciclina toxicos e (CARD)
multidrogas
(MATE)
Bomba de
efluxo de
antibiotico da
superfamilia do
Peptideo, corante de facilitador
acridina, fluoroquinolona, principal NC_013450:69
mgrA - 4853-695297
tetraciclina, penam, (MFS) , bomba (CARD)
cefalosporina de efluxo de
Efluxo de antibidtico de
antibitico . cassete de
ligacdo de ATP
(ABC)
Bomba de
efluxo de
Fluoroquinolona, corante antibiétif:g da D90119:478-
norA de acridina superfamiliado 1644 (ARG-
facilitador NOT)
principal
(MFS)
Bomba de
efluxo de
antibidtico de |\ C=002001:19
sav1866 - cassete de 87720-1989457
ligacdo de ATP (CARD)
(ABC)
(Phe) Cefamicina, Inativagdo de DHA beta- BAogggf'%l
Dhal cefalosporina antibidticos lactamase

2518988(ARG-
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NOT)
Bomba de
efluxo de HE579073:177
APH - antibiotico de 8413-
Stph ) ) cassetede  1779213(ARG-
ligacdo de ATP NOT)
(ABC)

RAM: corresponde a resisténcia antimicrobiana.

Seis genes associados a viruléncia em S. warneri persistentes foram
identificados: clpP (serina protease) - promotores de tolerdncia ao estresse, sdrC
(proteina rica em Ser-Asp) - adesdo celular, sspA e sspB (protease de Staphopains A e
B/V8) - patogénese, lip (lipase) e hld (3-hemolisina). Esses achados podem indicar
semelhanga no comportamento dos isolados, bem como mostram que ndo houve
diferenga no perfil génico de viruléncia em relacdo ao periodo de coleta (antes e ap6s o
tratamento ENO), conforme observado na fig. 6.
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Figure 6. Genes de viruléncia de Staphylococcus warneri persistentes de mastite
clinica em cabras. Os genes estdo representados nas colunas e os isolados nas linhas. A
intensidade da coloracdo indica a porcentagem de similaridade do gene em comparagéo
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com o banco de dados (VFDB), variando de 30% a 100%. A auséncia € representada
por espacos vazios (em branco).

DISCUSSAO

Evidéncias crescentes mostram que a persisténcia estd envolvida em recidivas de
infecgBes bacterianas refratérias e no estabelecimento de mecanismos de resisténcia,
pois produz um reservatorio de células vidveis na presenca de antibidticos. (Levin &
Rozen, 2006; Cohen, Lobritz & Collins, 2013; Peyrusson et al., 2020). Estudar essas
células vidveis é uma oportunidade para entender a geracdo de células bacterianas
persistentes, dinamica populacional e tolerancia a antibiéticos (Orman & Brynildsen,
2013).

Neste estudo, a avaliacdo gendmica de S. warneri persistente isolado de mastite
clinica em cabras mostrou alta similaridade entre os isolados. Fatores como a
transferéncia horizontal de genes podem ter desempenhado um papel essencial na via
evolutiva desta espécie de SCN (Langhanki et al., 2018). O agrupamento de genes
ortdlogos - COG demonstrou que processos de funcdes gerais, transcricdo, replicacdo e
reparo de recombinacdo foram mais prevalentes em uma caracterizacdo mais detalhada.
Fortes evidéncias afirmam que as células persistentes tém uma reprogramacao
transcriptbmica critica para beneficiar uma rede de respostas adaptativas. Quando essas
células persistentes sdo expostas a um Unico antibidtico, provavelmente por meio da
ativacdo da resisténcia ao estresse e de genes relacionados a sobrevivéncia por inani¢éo
e interrupcdo da divisdo bacteriana (Geiger et al., 2012), eles causam tolerancia a
diferentes classes de antibidticos (Peyrusson et al., 2020).

Sabe-se que bactérias persistentes conseguem conciliar dois mecanismos
antagbnicos para sobreviver ao ataque de antibidticos: diminuir a maioria dos processos
fisioldgicos durante a dorméncia e, simultaneamente, ativar seus sistemas de efluxo para
remover os antibioticos do meio intracelular (Pu et al., 2016; Pu, Ke & Bai, 2017). O
marcador de resisténcia mgrA foi encontrado nos isolados estudados, 0 que merece
atencdo por codificar uma proteina global responséavel por controlar a expressao nao s
da bomba de efluxo NorA, que também esté entre os genes de resisténcia identificados,
mas também de outras proteinas de bomba como TetG, NorB, e NorC, sendo as duas
ultimas igualmente responsaveis pela extrusdo de fluoroquinolonas (Redgrave et al.,
2014; van der Putten et al., 2019).

Além disso, mgrA regula outros fatores de viruléncia, como a sintese de capsulas
(Luong, Newell & Lee, 2003). Portanto, os achados enfatizam que os sistemas de efluxo
podem contribuir para a formacéo da persisténcia nos isolados de S. warneri estudados,
visto que afetam a extrusdo ativa de antibioticos para reduzir o acimulo de farmacos,
facilitando a sobrevivéncia bacteriana (Du et al., 2018).

Dentre os fatores de viruléncia encontrados no presente estudo esta a protease
clpP. Ela por sua vez mostrou ser um dos mediadores indispensaveis para o sistema
toxina-antitoxina, MazEF, para efeito de crescimento reversivel e inibicdo de
persisténcia em células bacterianas de E. coli (Tripathi et al., 2014). As exoenzimas
bacterianas sdo considerados fatores de viruléncia em estafilococos patogénicos,
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geralmente envolvendo proteases e lipases. As proteases sspA e sspB foram de forma
semelhante preditas no estudo em questdo e fazem parte do operon sspABC cognato de
S. aureus (Tam & Torres, 2019). Foi relatado que as cepas de SCN geralmente néo
possuem esse operon, com excegdo de S. warneri (Nickerson et al., 2007; Yokoi et al.,
2016). As proteases extracelulares acima citadas tém sido apontadas como sendo
importantes mediadores de viruléncia em S.aureus (kolar et al., 2013), provavelmente
sugerindo mecanismos semelhantes na patogénese de S. warneri (Liu et al., 2020).

Simultaneamente, o gene sdrC contribui para a adesdo célula a célula e formacéo
de biofilme em cepas de S. aureus (Feuillie et al., 2017). Assim, a presenca desses
genes de viruléncia no repertorio génico de cepas de S. warneri isoladas de cabras pode
ter contribuido para o desenvolvimento da persisténcia. Outro achado relevante, apenas
nos isolados de mastite caprina, exceto para o isolado Cap 100.1, foi a detecgdo do
sistema epsilon da toxina zeta-antitoxina, que esta relacionado ao desenvolvimento de
persisténcia em S. aureus pela inibicdo da sintese da parede celular (Mutschler et al.,
2011; Habib, Zhu & Sun, 2020).

A disponibilidade dos genomas completos e preliminares de S. warneri destacou
variacdes nos isolados considerados altamente clonais. As mutacdes que ocorreram
indicam que a exposicdo a terapia antimicrobiana pode ter influenciado nesse processo.
No entanto, a suscetibilidade fenotipica apresentada por eles permite inferir que o
desafio com ENO ndo induziu alteracdes necesséarias para desencadear resisténcia
nesses isolados. Possivelmente, esses genes proporcionaram um estado de resisténcia
temporaria, caracteristico da persisténcia bacteriana (Brauner et al., 2016; Balaban et al.,
2019).

Os antibidticos geralmente aumentam a incidéncia de muta¢fes em organismos,
aumentando assim a frequéncia de aquisicdo de caracteristicas persistentes durante a
terapia profilatica de longo prazo (Kohanski, DePristo & Collins, 2010; Cohen, Lobritz
& Collins, 2013; Windels et al., 2019). Quando relacionadas as fluoroquinolonas, essas
mutagdes ocorrem por meio do sistema de reparo do DNA, conforme relatado por Dorr,
Lewis & WVuli¢, 2009, mostrando que a persisténcia da ciprofloxacina depende
principalmente de uma resposta SOS funcional. Da mesma forma, a presenca e
expresséo eficiente de marcadores de bomba de efluxo encontrados em isolados de S.
warneri podem contribuir para o estado persistente. De forma semelhante, a formacéo
de biofilme, uma vez que a alta densidade celular dentro dessa estrutura aumenta a
transferéncia horizontal de genes e a competicdo. Isso, junto com o acumulo de
produtos metabdlicos, areas microaerobicas e estresse oxidativo, causa danos ao DNA e
desencadeia a resposta SOS (Zgur Bertok; Podlesek, 2020).

Os antiporteres do tipo NhaP sdo bombas idnicas secundarias e desempenham um
papel fundamental na homeostase idnica e no pH. Em geral, também participam de
outros processos bioldgicos criticos, como metabolismo energético, aquisicdo de
nutrientes, entre outros (Padan & Landau, 2016). Os antiporteres NhaP sdo codificados
pelos genes estruturais nhaP1, 2 e 3 e coordenam a troca de k * e Na * por protons em
Vibrio cholerae (Resch et al., 2010, 2011). Fisiologicamente, o grupo NhaP mostrou-se
altamente eficaz na sobrevivéncia de V. cholerae em um periodo critico do processo
infeccioso natural (Mourin et al., 2019). Considerando que a persisténcia é um
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fendmeno complexo, a mutacao encontrada no gene NhaP pode, entre outros fatores, ter
contribuido para a persisténcia no par de isolados Cap 101, nos diferentes periodos de
coleta (antes e ap6s o tratamento com ENO).

Outro gene alterado foi o gene de resisténcia a biciclomicina (bcr_2) pertencente a
subfamilia de transporte de resisténcia a drogas Bcr/Cfla, envolvido na patogenicidade
(Thamchaipenet et al., 2015). As proteinas transportadoras de resisténcia a drogas
Ber/Cfla sdo conhecidas como sistemas de efluxo de proteinas transmembrana
pertencentes a significant facilitating class superfamily - MFS (Smith, Kumar & Varela,
2009), e como ja foi elucidado, os sistemas de efluxo sdo contribuintes relevantes para a
promocdo da persisténcia.

O gene alsS que codifica a enzima a-acetolactato sintase (ALS) apresentado em S.
aureus, sob condicGes de estresse oxidativo, causado por altas concentragbes de Oxido
nitrico, impede a acidificacdo intracelular, promove a producdo de aminoécidos de
cadeia ramificada e ativacdo do ciclo tricarboxilico - TCA. A capacidade do S. aureus
de manter a homeostase metabdlica e redox em um ambiente, como mencionado acima,
é essencial para sua viruléncia (Carvalho et al., 2017). Da mesma forma, a expressdo do
gene alsS também foi relacionada a protecdo de S. aureus quando submetido ao
tratamento com 4&cido leve dentro do biofilme (Grande et al., 2014), enfatizando o
padrdo de adaptacdo de micro-organismos neste microambiente (Beenken et al., 2004).
Todos os genes que sofreram variacOes neste estudo apresentaram mutacdes néo
sindnimas, pricipalmente o gene alsS. Isso pode ser apoiado pelo fato de que as taxas de
mutacdo tém uma correlacdo direta com o desenvolvimento de persisténcia (Windels et
al., 2019).

Um estudo revelou que S. warneri persistiu ap6s um voo espacial, e o sistema de
fosfotransferase (SPT), um método distinto usado por bactérias para absor¢do de acUcar,
foi um dos fatores aumentados pela estimulacdo espacial de longo prazo, que resultou
em uma série de mudancas na parede celular, biofilmes e sensibilidade quimica,
aumentando a resisténcia bacteriana e adaptabilidade ao ambiente extremo (Bai et al.,
2019). Essas observacgdes reforcam a hipotese de que o estado persistente pode afetar
micro-organismos muitas vezes negligenciados devido ao seu potencial patogénico, pois
um fator determinante que favorece a persisténcia é o nivel de estresse ao qual o micro-
organismo estard exposto. Nesse sentido, a capacidade de muitos micro-organismos de
invadir, sobreviver e se replicar dentro das células hospedeiras (Mestre et al., 2010;
Sinha & Fraunholz, 2010), associado a capacidade de evadir o sistema imunoldgico,
muitas vezes causa mastite subclinica e doenca crénica que afeta todos os mamiferos
em lactacdo (Contreras & Rodriguez, 2011). Juntos, esses fatores permitem o
estabelecimento de infeccdo persistente em rebanhos leiteiros (Wang et al., 2019;
Niedziela et al., 2020).

Portanto, € fundamental observar que, além de aumentar a resisténcia em
inimeras bactérias (von Wintersdorff et al., 2016; Polveiro et al., 2020), a persisténcia
induzida por fluoroquinolona (Dorr, Vuli¢ & Lewis, 2010; Barrett et al., 2019) tem
impacto relevante caracterizando grave risco a salde publica, dada a ingestdo de leite e
seus derivados contaminados por micro-organismos (Yangilar, 2013; Albenzio et al.,
2016; Li et al., 2017; Liu et al., 2019). Além disso, pode haver contaminacdo de



431
432
433
434
435
436

437

438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452

453

454
455
456
457
458

459

460
461
462
463
464
465

107

tratadores e produtores, evidenciando o potencial elo zoonético (Abdel-Moein & Zaher,
2020). S. warneri também pode ser encontrado em diversos ambientes, como agua,
planta, solo, entre outros (Singh, Vyas & Malaviya, 2016; Seng et al., 2017; Kianpour et
al., 2019; ugab et al., 2020), além de ser isolado de infec¢des humanas (Natsis & Cohen,
2018; Hebeisen et al., 2019). Todos esses aspectos podem configurar importantes
vetores de transmissdo de bactérias persistentes, o que evidencia um contexto holistico.

CONCLUSAO

O estudo gendmico mostrou que todas as cepas persistentes de S. warneri por
mastite caprina, em geral, ndo apresentaram diferenca na constituicdo genética quando
comparadas aos isolados antes e ap0s o tratamento com ENO. Os marcadores de
resisténcia e viruléncia encontrados nestes isolados podem estar diretamente
relacionados & persisténcia desenvolvida. Eles exibem uma relagdo intrinseca com
processos-chave para a patogénese, como tolerancia ao estresse, replicacdo celular,
adesdo, formacdo de biofilme, inativacdo / alteracdo / substituicdo e efluxo de
antibidticos. Além disso, 0 numero de mutacdes ndo sindnimas, especialmente no gene
alsS pode ter contribuido para o estado persistente dos isolados. Portanto, nossos
resultados indicam que bactérias persistentes de mastite caprina representam um sério
risco a saude de animais e humanos, principalmente devido a significativa similaridade
genética dos isolados, 0 que aponta para um potencial risco de disseminacdo. A
persisténcia é fator determinante para falhas terapéuticas, principalmente no que se
refere as fluoroquinolonas, indicando a necessidade de critérios quanto a sua adocgao
pelo médico veterinario.
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863  Material Suplementar

864  Tabela 1. Caracterizacdo funcional dos contigs ndo mapeados em Staphylococcus

865  warneri persistentes oriundos de mastite clinica em cabras.

Isolado Exclu_ded Plasmid
Excluded (quantidade Finder CDS Genes RNAr RNAt
de “>")
Cap 9.1 48 4 58 76 3 (16S, 15
23S e 5S)
Cap 9.2 45 4 153 163 2 (5S) 8
Cap 10.1 20 4 57 58 - 1
Cap 10.2 22 4 58 59 - 1
Cap 100.1 - 2 13 13 - -
Cap 100.2 20 4 59 60 - 1
Cap 101.1 23 4 59 60 - 1
Cap 101.2 23 4 57 62 2 (16se 3
23s)

866  CDS representa sequéncias codificadoras



867  Tabela 2. Pontos de origens de plasmideos de Staphylococcus warneri persistentes oriundos de mastite clinica em cabras.
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. Query / . Positi¢cdo no NuUmero de

Isolado Database Plasmideo Identidade Template Contig . Note

length contig acesso

Repl rep21 100.0 1004 / 1004 19 1491..2494 rep (PKH21) EU350088
Can 9.1 Rep_trans rep7a 99.89 945 / 945 15 9..953 repC (Cassette) AB037671
P Rep_trans rep7a 98.17 928/930 16 920..1846  CDS11947(pSz4) CP003669
RepA_N rep39 100.0 957 / 957 18 1327..2283  repA (SAP016A) GQ900381
Repl rep21 100.0 1004 / 1004 edena 9p_28 70..1073 rep (pKH21) EU350088
Cap 9.2 Rep_trans rep7a 99.89 945/ 945 edena_9p_17 3637..4581 repC (Cassette) AB037671
P Rep_trans rep7a 98.17 928/930 edena_9p_36 527..1453  CDS11947(pSz4) CP003669
RepA_N rep39 100.0 957/ 957 edena_9p_16 9217..10173  repA (SAP016A) GQ900381
Repl rep21 100.0 1004 /1004  scaffold16|size2531  142..1145 rep (PKH21) EU350088
Cap 10.1 Rep_trans rep7a 99.89 945 / 945 scaffold12|size4441  3488..4432 repC (Cassette) AB037671
p o Rep_trans rep7a 98.17 928 /930 scaffold13|size4100 920..1846  CDS11947(pSz4) CP003669
RepA_N rep39 100.0 957 / 957 scaffold15|size5306  3174..4130  repA (SAPO16A) GQ900381
Repl rep21 100.0 913/1004  scaffold16|size2531  1619..2531 rep(pKH21) EU350088
Cap 10.2 Rep_trans rep7a 99.89 945 / 945 scaffold12|size4441  3488..4432 repC (Cassette) AB037671
p o Rep_trans rep7a 98.17 928/930 scaffold13|size4100  2255..3181 CDS11947(pSz4) CP003669
RepA N rep39 100.0 957 /957 scaffold10|size8462  1327..2283  repA (SAP016A) GQ900381
Cap 100.1 Repl rep21 100.0 1004 / 1004 scaffold_4 971..1974 rep (pKH21) EU350088
p 250 Rep_trans rep7a 98.17 928/930 Scaffold_2 2406..3332 CDS11947(pSz4) CP003669
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Repl rep21 100.0 785/1004  scaffold16|size2531 1..785 rep (pKH21) EU350088

Cap 100.2 Rep_trans rep7a 99.89 945/ 945 scaffold12|size4441 10..954 repC (Cassette) AB037671
' Rep_trans rep7a 98.17 928/930 scaffold13|size4100 920..1846  CDS11947(pSz4) CP003669
RepA_N rep39 100.0 957 /957 scaffold10|size8517  1327..2283  repA (SAP016A) GQ900381

Repl rep21 100.0 1004 /1004  scaffold17|size2531  1261..2264 rep (pKH21) EU350088

Cap 101.1 Rep_trans rep7a 99.89 945/ 945 scaffold13|size4441 10..954 repC (Cassette) AB037671
' Rep_trans rep7a 98.17 928/930 scaffold14/size4100  2255..3181 CDS11947(pSz4) CP003669
RepA_N rep39 100.0 957 /957 scaffold11|size8463  1327..2283  repA (SAP016A) GQ900381

Repl rep21 100.0 913/1004 Scaffold16|size2531  1619..2531 rep (pKH21) EU350088

Cap 101.2 Rep_trans rep7a 99.89 945/ 945 scaffold12|size4441  3488..4432 repC (Cassette) AB037671
' Rep_trans rep7a 98.17 928/930 scaffold13|size4100 920..1846  CDS11947(pSz4) CP003669

RepA N rep39 100.0 957 /957 scaffold10|size8462  1327..2283  repA (SAP016A) GQ900381

Cap 9.1, 10.1, 100.1, 101.1 representam isolados antes do tratamento com enrofloxacina e Cap 9.2, 10.2, 100.2 e 101.2 representam isolados ap6s

tratamento com enrofloxacina.
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Tabela 2. Genes centrais, acessorios e unicos dos genomas de isolados de

Staphylococcus warneri depositados no NCBI.

No. de No. de No. de genes

. No. de genes .
Nome do organismo . genes genes exclusivamente
centrais . 2
acessorios  Unicos ausentes
1 Sw_16A 2017 336 155 3
2 Sw 221 2017 256 25 2
3 Sw_FDAARGOS_754 2017 198 47 41
4 Sw_GDO01 2017 271 70 0
5 Sw_NCTC11044 2017 215 10 17
6 Sw_NCTC4133 2017 176 6 4
7 Sw_NCTC7291 2017 220 24 0
8 Sw_SG1 2017 280 52 0
9 Sw_SWO 2017 331 37 1
10 Sw_WB224 2017 226 92 17
11 Sw_WS479 2017 293 53 1
12 SwCapl00_1 2017 283 0 0
13 SwCapl00_2 2017 282 0 0
14 SwCapl01_1 2017 282 0 0
15 SwCapl01_2 2017 283 0 0
16 SwCapl0_1 2017 283 0 0
17 SwCapl0_2 2017 283 0 0
18 SwCap9 1 2017 282 0 0
19 SwCap9 2 2017 280 0 0

1 a 11: genomas depositados no NCBI. 12 a 19: Cap 9.1, 10.1, 100.1, 101.1 representam
isolados antes do tratamento com enrofloxacina e Cap 9.2, 10.2, 100.2 e 101.2
representam isolados apds tratamento com enrofloxacina.
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878 Tabela 3. Proteinas codificadas pelos genes presentes nos profagos de Staphylococcus warneri persistentes oriundos de mastite clinica em

879  cabras.

Comprimento # Total Posicao

Isolado  Regido da regido Integridade  Score de da Fago Mais Comum GC %

(Kb) Proteinas  regido

1 17.8 Incompleto 30 22 % PHAGE_Staphy PT1028_NC_007045(5)  29.32

Cap9.1 2 54 Intacto 150 72 % PHAGE_Staphy IME_SA4_NC_029025(11)  33.55
2373980-

3 16 Incompleto 10 24 200 PHAGE_Staphy_PT1028_NC_007045(9)  30.28

1 17.8 Incompleto 30 22 %%%i%%‘ PHAGE_Staphy PT1028_NC_007045(5)  29.32

Capd2 54.4 Intacto 150 72 1167613737%51 PHAGE_Staphy IME_SA4 NC_029025(11)  33.54
2379851-

3 16 Incompleto 10 24 2 PHAGE_Staphy_PT1028_NC_007045(9)  30.28

1 17.8 Incompleto 30 22 % PHAGE_Staphy PT1028_NC_007045(5)  29.32

Capl0l 54.4 Intacto 150 73 % PHAGE_Staphy IME_SA4 NC_029025(12)  33.54
2358690-

3 16 Incompleto 10 24 9374691 PHAGE_Staphy PT1028 NC_007045(9) 30.28

1 17.8 Incompleto 30 22 882%32%‘(‘)' PHAGE_Staphy PT1028_NC_007045(5)  29.32
Cap 102 1653108-

2 54.4 Intacto 150 73 SRS PHAGE Staphy_IME_SA4_NC_020025(12) 3354

3 16Kb Incompleto 10 24 2358542-  PHAGE Staphy PT1028 NC_007045(9)  30.28


https://phaster.ca/submissions/ZZ_17a64375ba#region_dna0
https://phaster.ca/submissions/ZZ_17a64375ba#region_dna0
https://phaster.ca/submissions/ZZ_17a64375ba#region_dna1
https://phaster.ca/submissions/ZZ_17a64375ba#region_dna1
https://phaster.ca/submissions/ZZ_17a64375ba#region_dna2
https://phaster.ca/submissions/ZZ_17a64375ba#region_dna2
https://phaster.ca/submissions/ZZ_fc98e509df#region_dna0
https://phaster.ca/submissions/ZZ_fc98e509df#region_dna0
https://phaster.ca/submissions/ZZ_fc98e509df#region_dna1
https://phaster.ca/submissions/ZZ_fc98e509df#region_dna1
https://phaster.ca/submissions/ZZ_fc98e509df#region_dna2
https://phaster.ca/submissions/ZZ_fc98e509df#region_dna2
https://phaster.ca/submissions/ZZ_d7a70e1364#region_dna1
https://phaster.ca/submissions/ZZ_d7a70e1364#region_dna1
https://phaster.ca/submissions/ZZ_d7a70e1364#region_dna2
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2374543

1 16 Incompleto 10 24 7973%%% PHAGE_Staphy PT1028 NC_007045(9) 3028

Cap 1001 17.8 Incompleto 30 22 11%%%76%62 PHAGE_Staphy PT1028_NC_007045(5)  29.32

3 54.2 Intacto 150 72 11%38%%52% PHAGE_Staphy IME_SA4_NC_029025(11)  33.55

1 17.8 Incompleto 30 22 22%32%%' PHAGE_Staphy PT1028_NC_007045(5)  29.32

Cap 1002, 54.6 Intacto 150 72 1167%2719247 PHAGE_Staphy IME_SA4_NC_029025(11)  33.54
2358521-

3 16 Incompleto 10 24 9374522 PHAGE_Staphy PT1028 NC_007045(9) 30.28

1 17.8 Incompleto 30 22 %g%“l% PHAGE_Staphy PT1028_NC_007045(5)  29.32

Cap 1011 54.2 Intacto 150 72 1167%15%% PHAGE_Staphy IME_SA4_NC_029025(11)  33.55
2356439-

3 16 Incompleto 10 24 9372440 PHAGE_Staphy PT1028 NC_007045(9) 30.28

1 17.8 Incompleto 30 22 882%%% PHAGE_Staphy PT1028 NC_007045(5)  29.32

Caplolz 54.4 Intacto 150 72 1167%%%%%' PHAGE_Staphy IME_SA4 NC_029025(11)  33.54
2351594-

3 16 Incompleto 10 24 2367595 PHAGE_Staphy PT1028 NC_007045(9) 30.28

Cap 9.1, 10.1, 100.1, 101.1 representam isolados antes do tratamento com enrofloxacina e Cap 9.2, 10.2, 100.2 e 101.2 representam isolados apods
tratamento com enrofloxacina. Kb: kilobase; GC: percentual de guanina e citosina.


https://phaster.ca/submissions/ZZ_d7a70e1364#region_dna2
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Fig S1. Analise sinténica de Staphylococcus warneri persistentes oriundos de mastite
clinica em cabras. Cap 9.1, 10.1, 100.1, 101.1 representam isolados antes do
tratamento com enrofloxacina e Cap 9.2, 10.2, 100.2 e 101.2 representam isolados ap6s
tratamento com enrofloxacina. Este alinhamento foi realizado utilizando a opc¢éo
Progressive Mauve do software Mauve. Cada bloco representa sequéncias
compartilhadas por genomas (blocos localmente colineares).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Concluiu-se que tolerancia e persisténcia podem ocorrer em bactérias isoladas de
animais. A tolerancia encontrada em S. aureus e a persisténcia em S. warneri indicam que o
tipo de resposta desenvolvida ao antibidtico pode ser espécie-especifica, neste caso. Além
disso, os isolados selecionados mostraram persisténcia dependente do tempo tipo I. Vale
ressaltar que todos os isolados foram produtores de biofilme, capacidade que pode ter

contribuido para o desenvolvimento dos fendmenos de tolerancia/persisténcia.

O estudo genémico mostrou que todas as cepas persistentes de S. warneri por mastite
caprina, em geral, sdo similares na sua constituicdo genética, mesmo comparando os isolados
antes e apos o tratamento com enrofloxacina. Os marcadores de resisténcia e viruléncia
encontrados nesses isolados podem ter relacdo com a persisténcia desenvolvida,
principalmente, a presenca do sistema toxina-antitoxina. Além disso, 0 nUmero de mutagdes

ndo sinbnimas pode ter contribuido para o estado persistente das cepas.

Diante isso, é imprescindivel a compreensdo desses fendmenos e os fatores de
viruléncia associados, bem como a sua ocorréncia nos diferentes cenarios humano e animal.
Até o presente momento, ndo ha relatos bibliogréficos relativos a ocorréncia desses eventos
em micro-organismos causadores de mastite. Portanto, essas observagdes elucidam a
importancia e o ineditismo do estudo desses fendmenos em isolados de Staphylococcus spp.
oriundos de mastite caprina, além de viabilizar informacBes e promover pesquisas no intuito

de determinar estratégias eficientes de eliminacéo.

Ademais, essa conjutura permite planejar a ado¢do de métodos alternativos a serem
introduzidos na cadeia leiteira, a exemplo do TDtest, que visa uma triagem dos tipos de

micro-organismos tolerantes/persistentes causadores de mastite.
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5 PERSPECTIVAS

e Obter genomas completos e com alta acuracia para a realizacdo da genémica comparativa
de isolados de S. aureus tolerantes oriundos de mastite caprina.

¢ Realizar a transcriptdmica de isolados selecionados de S. warneri persistentes de mastite
em cabras.

e Avaliar a interacdo de redes de proteinas dos isolados S. warneri persistentes CAP 9.1 e
9.2 para melhor compreensdo das vias metabolicas envolvidas nos processos de

persisténcia.
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