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RESUMO

A rodococose equina € a principal enfermidade respiratoria em potros de até 5 meses.
Seu agente etioldgico, Rhodococcus equi, um cobobacilo aerobico Gram-positivo intracelular,
possui diversos fatores de viruléncia, no entanto, em isolados equinos, a presenga de um
plasmideo pVAPA é um fator central. Estes abrigam uma ilha de patogenicidade,
apresentando genes codificadores das proteinas da familia VVap (viruence associated proteins).
A resisténcia antimicrobiana aos macrolideos tem aumentado com o passar dos anos, sendo o
gene erm(46) provado como responsavel pela resisténcia em R. equi a macrolideos,
lincosamidas e estreptograminas B (MLSB) e, também, demonstrou possuir capacidade de
transferéncia entre microrganismos. A producdo de biofilme é outro importante fator, pois
células de R. equi presentes nos biofilmes apresentaram tolerancia antimicrobiana de até dez
vezes as concentracdes inibitdrias minimas (MICs) observadas nas células livres. Embora seja
uma doenca sabidamente encontrada em todo territério brasileiro, as pesquisas de
identificacdo e caracterizacdo de isolados concentram-se nas regides sul e sudeste. No
Nordeste, observa-se a auséncia de dados acerca da caracterizacdo molecular de R. equi. O
artigo cientifico teve como objetivo caracterizar fenotipicamente e molecularmente 4 isolados
de R. equi oriundos de potros no estado de Pernambuco. Todos os isolados foram
identificados como R. equi através de testes bioquimicos e amplificacdo do gene choE e
sequenciamento do 16S rRNA. Observou-se via PCR que 3 isolados (Rhodo2, 3 e 4) foram
positivos para vapA, -C, E, -F, -H e traA e vapA, -C, -D, E, -F, -H e traA, respectivamente. O
isolado Rhodol ndo apresentou gene de viruléncia em decorréncia da provavel perda do
plasmideo por seguidas passagens a 37°C. Ao teste de sensibilidade a antimicrobianos, todos
os isolados foram suscetiveis aos macrolideos, rifampicina e gentamicina. Nenhum isolado
apresentou o gene erm(46), responsavel pela resisténcia a macrolideos, lincosamidas e
estreptograminas B (MLSB) em R. equi. Entretanto, todos os isolados formaram biofilme,
sendo produtores moderados (Rhodol, 2) e produtores fracos (Rhodo3, 4). Esta caracterizagédo
molecular demonstrou pela primeira vez a presenca do plasmideo de viruléncia em cepas de

R. equi e sua capacidade de formacdo de biofilme no Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: Rodococose; vapA,; resisténcia antimicrobiana; erm(46); biofilme.



ABSTRACT

Equine rhodococcosis is the main respiratory illness in foals up to 5 months old. Its
etiological agent, Rhodococcus equi, an intracellular Gram-positive aerobic
coccobacillus, possesses several virulence factors; however, in equine isolates, the
presence of a pVAPA plasmid is a key factor. These plasmids harbor a pathogenicity
island, containing genes encoding proteins of the Vap (virulence-associated proteins)
family. Antimicrobial resistance to macrolides has increased over the years, with the
erm(46) gene proven to be responsible for resistance in R. equi to macrolides,
lincosamides, and streptogramins B (MLSB), and also demonstrating the ability to
transfer between microorganisms. Biofilm production is another important factor, as
R. equi cells present in biofilms showed antimicrobial tolerance up to ten times the
minimum inhibitory concentrations (MICs) observed in free cells. Although it is a
disease known to be found throughout the Brazilian territory, research on the
identification and characterization of isolates is concentrated in the southern and
southeastern regions. In the Northeast, there is a lack of data on the molecular
characterization of R. equi. The scientific article aimed to characterize phenotypically
and molecularly 4 isolates of R. equi from foals in the state of Pernambuco. All
isolates were identified as R. equi through biochemical tests and amplification of the
choE gene and sequencing of the 16S rRNA. It was observed via PCR that 3 isolates
(Rhodo2, 3, and 4) were positive for vapA, -C, E, -F, -H, and traA, and vapA, -C, -D,
E, -F, -H, and traA, respectively. Isolate Rhodol did not present a virulence gene due
to the probable loss of the plasmid after successive passages at 37°C. In the
antimicrobial sensitivity test, all isolates were susceptible to macrolides, rifampicin,
and gentamicin. No isolate presented the erm(46) gene, responsible for resistance to
macrolides, lincosamides, and streptogramins B (MLSB) in R. equi. However, all
isolates formed biofilm, being moderate producers (Rhodol, 2) and weak producers
(Rhodo3, 4). This molecular characterization demonstrated for the first time the
presence of the virulence plasmid in R. equi strains and their ability to form biofilm in
the Northeast of Brazil.

Keywords: Rhodococcosis; vapA; antimicrobial resistance; erm(46); biofilm.
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1 INTRODUCAO

Agente etolégico da enfermidade, Rhodococcus equi € uma bactéria intracelular
facultativa, Gram-positiva, aerobica e imdvel, apresentando crescimento em forma de micélio,
0 qual se divide em células em formato de cocos ou cocobacilos e forma colonias de
coloracdo laranja-salméo (Vazquez-Boland e Meijer., 2019; Haubenthal et al., 2023).
Atualmente, trés tipos de plasmideo foram identificados em cepas oriundas de diferentes
espécies animais: PVAPA, isolado em equinos, PVAPB, isolado em suinos e PVAPN
isolados comumente de ruminantes. Estudos demonstraram a estrutura do PVAPA, que possui
uma ilha de patogenicidade de 27.536 pb contendo sete genes de proteinas associadas a
viruléncia (Vap) agrupados em trés genes (vapA, vapC e vapD), um par com um gene e um
pseudogene (vapE e vapF) e outros dois localizados independentemente (vapG e vapH)
(Ocampo-Sosa et al., 2007; Letek et al., 2008; Vazquez-Boland e Meijer, 2019; Ganderton et
al., 2023). Dessas proteinas da familia Vap, VapA possui um importante papel na
sobrevivéncia e multiplicacdo do patégeno no interior de macréfagos, sendo semelhante em
estrutura as outras proteinas vap, de funcdo ainda incerta (Letek et al., 2008; Willingham-
Lane, Coulson e Hondalus., 2018; Ganderton et al., 2023).

Nas ultimas décadas diversos autores tém observado um aumento na prevaléncia da
resisténcia antimicrobiana em isolados de R. equi especialmente aos macrolideos e a
rifampicina, principios ativos comumente utilizados, isolados ou em combinacdo na
terapéutica dos animais acometidos. O gene erm(46) foi identificado como responsavel a
resisténcia a esses principios ativos e esta presente num plasmideo que demonstrou
capacidade de transferéncia entre cepas de R. equi e outros géneros de bactérias, 0 que
representa um risco de disseminaco entre cepas e propriedades (Huber et al, 2018b; Alvarez-
Narvéez et al, 2021).

Além disso, a formacdo de biofilme, identificada em cepas de R. equi também pode
representar um desafio no tratamento da enfermidade em animais acometidos, uma vez que
trabalhos demonstraram um aumento da tolerancia a antibioticos em células presentes nos
biofilmes em até dez vezes as concentragfes inibitorias minimas (MICs) observadas nas
células livres, o que poderia favorecer a sobrevivéncia de cepas que possuam essa capacidade,
levando a uma persisténcia do quadro infeccioso (Hall-Stoodley e Stoodley, 2009; Gressler et
al. 2015; Rampacci et al., 2019; Bujold, Lani e sanz, 2019).

O primeiro relato de infec¢do por R. equi no Brasil foi feito no ano de 1959, em um

guadro de mastite em égua (Lacerda e Veiga, 1959), sendo o primeiro surto de rodococose
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equina com manifestacdo clinica respiratéria em potros realizado somente no ano de 1970 no
estado do Rio de Janeiro (Langenegger, Neves e Langenegger, 1970). Desde entéo, diversos
trabalhos no pais ao longo dos anos relataram o isolamento do patégeno em equinos, humanos
e diversas espécies de animais. Entretanto, a grande maioria das pesquisas se concentra nas
regides Sul e Sudeste do pais (Monego et al., 2009; Gressler et al., 2015a; Gressler et al.,
2015b; Oliveira et al., 2019; Espindola et al., 2022; Silveira et al., 2020; Ribeiro et al., 2005).
As demais regides contam com um numero reduzido de trabalhos, no caso da regido Nordeste,
os dados disponiveis indicam a existéncia de poucos trabalhos, ndo havendo até o momento
nenhum relato de caracterizacdo molecular dos isoladosencontradas (Neto, 2012; Dorneles et
al., 2012; Julio, 2013; Nascimento, 2016; Silva, 2017; Calou, 2023).

Em razéo disso, o0 objetivo do presente trabalho consistiu na caracterizacdo fenotipica
e molecular de 4 isolados de R. equi, oriundos de 4 potros que apresentaram uma
sintomatologia clinica compativel com um quadro de rodococose equina, tratados com
azitromicina em associagdo com rifampicina, sem melhora clinica, evoluindo a ébito. A
identificacdo e caracterizacdo de isolados virulentos de R. equi circulantes no Nordeste
brasileiro bem como de seu perfil de suscetibilidade antimicrobiana e capacidade de formacéo
de biofilme, é de enorme importancia devido a auséncia relativa de estudos acerca do tema em
razdo da grande populacdo de equinos presente na regido e sua importancia na economia e
cultura locais. Ndo obstante a isso em razdo do potencial zoon6tico do agente etiolégico, o
presente trabalho visa também contribuir & Satde Publica no &mbito da Satde Unica.

Realizou-se a identificacdo fenotipica dos isolados por meio de testes de Gram,
catalase, urease e CAMP. Posteriormente por meio de reacGes de polimerase em cadeia (PCR)
uniplex, realizou-se a identificacdo a nivel de espécie mediante amplificacdo do gene
cromossomal choE e caracterizagdo molecular dos genes de viruléncia mediante pesquisa dos
genes da familia vap (vapA, -B, -C, -D, -E, -F, -H) e traA, bem como a pesquisa do gene
erm(46). Além disso, realizaram-se os testes de sensibilidade a antimicrobianos através da
técnica de disco-difusdo para eritromicina, claritromicina, azitromicina, rifampicina,
gentamicina e doxiciclina e a realizacdo de testes de formagéo de biofilme em placas de 96
pocos durante 24, 48 e 72h.

No primeiro capitulo deste trabalho consta uma revisdo de literatura sobre
Rhodococcus equi, sua caracterizacdo e isolamento, viruléncia e plasmideos, resisténcia
antimicrobiana, formacdo e biofilmes e sua presenca no nordeste brasileiro. O segundo

capitulo consiste no artigo desenvolvido a partir da pesquisa cientifica, no qual relata-se o
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isolamento e caracterizacdo fenotipica e molecular dos isolados oriundos de 4 potros
enfermos no Agreste de Pernambuco.
2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Realizar a identificacdo fenotipica e molecular de isolados de Rhodococcus equi

colhidos de potros que vieram a ébito no Agreste de Pernambuco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar reacOes de Polimerase em Cadeia (PCR) para pesquisa do gene cromossomal
choE para identificacdo molecular dos 4 isolados a nivel de espécie;

e Realizar reacdes de Polimerase em Cadeia (PCR) para pesquisa dos genes associados
a viruléncia vapa, vapB, vapC, vapD, vapE, vapF, vapH e traA;

e Pesquisar o perfil fenotipico de resisténcia antimicrobiana a drogas efetivas in vitro e
de comumente utilizadas no tratamento da rodococose equina mediante teste de
sensibilidade a antimicrobianos nos isolados;

e Pesquisar a capacidade de formacéo de biofilme nos isolados.

3. CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA
3.1 RODOCOCOSE EQUINA

A equideocultura no Brasil é uma atividade econémica que movimenta milhGes de
reais por ano e encontra-se em constante crescimento, sustentando e financiando uma rede de
infraestrutura, postos de trabalho e pesquisa cientifica, principalmente nas areas de
reproducéo e infectologia, cada vez mais abrangente. Segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) (2022), o Brasil possui um rebanho de mais de 5,8 milhdes de
equinos. Dada a importancia da atividade econdmica para a sociedade e o tamanho do
rebanho no pais, as enfermidades representam importantes prejuizos econdmicos a atividade.
Dentre essas enfermidades, as que acometem o sistema respiratorio sdo o segundo grupo com
maior prevaléncia nos equinos, mais notadamente as de etiologia bacteriana. Em relacdo aos
potros, a rodococose equina merece especial atencdo em razdo de seu grande impacto
financeiro devido a perda de desempenho esportivo nos animais acometidos e a alta
mortalidade de animais acometidos em propriedades endémicas, bem como em detrimento

dos custos de tratamento e prevencéo e a falta de uma vacina comercial.
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A rodococose equina € a causa mais comum de broncopneumonia granulomatosa
subaguda ou crénica em potros com menos de 5 meses de idade, apresentando uma evolucéao
subaguda a cronica. Entretanto, cavalos adultos podem ser acometidos em caso de algum
comprometimento do sistema imune (Hines, 2014; Sanz, 2023). Dados obtidos através de
exame ultrassonogréfico evidenciam que em fazendas endémicas, a maioria dos animais
acometidos (acima de 50% da populacdo de potros) desenvolvem uma forma subclinica da
enfermidade, apesentando focos de consolidacdo ou abscedacédo pulmonar em uma frequéncia
maior do que a de animais que apresentam a forma clinica, indicando que, sem tratamento,
70% a 85% dos potros permanecerdo subclinicos com posterior cicatrizacdo das lesdes
pulmonares. No entanto, em até 25% dos acometidos as lesdes irdo progredir culminando com
a manifestacdo da forma clinica da enfermidade, sendo necessario tratamento (Chaffin et al.,
2012; Venner et al., 2012).

Apesar de poder afetar outros 6rgdos, a rodococose equina tem como apresentacdo
clinica mais frequente o desenvolvimento de uma broncopneumonia supurativa
granulomatosa crénica com abscedacdo extensa (Rakowska et al., 2020), tal como

evidenciado na Figura 1.

Figura 1 — Lesdes granulomatosas em pulmao de potro

Fonte: Acervo pessoal. LesGes granulomatosas em parénquima pulmonar de potro com quadro clinico grave
de rodococose equina que veio a obito.
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Como na maioria dos quadros clinicos infecciosos, 0s primeiros sinais clinicos séo
inespecificos e consistem frequentemente em febre, e letargia. A medida que a enfermidade
progride, aumento do esforco respiratorio (alargamento das narinas), tosse, secre¢do nasal e
taquipneia inicialmente ndo aparente em repouso podem estar presentes (Chaffin et al., 2011;
Megid et al., 2016; Sanz, 2023). Em uma porcentagem menor de potros afetados, a infeccdo
pode prosseguir sem remisséo das lesdes, ainda que estabelecidas as medidas terapéuticas
adequadas. Esses potros podem ser encontrados mortos ou apresentando dificuldade
respiratoria aguda com febre alta sem sinais prévios (Vazquez-Boland et al., 2013).

Lesdes extrapulmonares podem estar presentes e ndo sdo incomuns podendo afetar
diversos outros sistemas, inclusive simultaneamente. Essas lesbes s&o comumente
denominadas na literatura de EPD (do inglés extrapulmonary disorders) (Huber et al., 2018a;
Sanz, 2023). As lesGes intestinais sdo as mais comumente encontradas, chegando a 50% de
incidéncia nos potros com pneumonia causada por R. equi, sendo um critério negativo na
avaliacdo do prognostico do paciente (Reuss et al., 2009; Vazquez-Boland et al., 2013). O
desenvolvimento das lesdes intestinais pode ser causado em razdo da ingestdo de alimento
contaminado, de secrecBes contaminadas ou por meio da disseminacdo secundaria de focos
pulmonares (Megid et al., 2016; Vazquez-Boland et al., 2013). Outras lesGes extrapulmonares
menos comuns associadas a disseminacdo metastatica do patdgeno relatadas sdo: pericardite,
endocardite, celulite, dermatite, abscessos subcutaneos, linfadenopatia periférica, empiema de
bolsa gutural, pleurite, sinusite, linfangite ulcerativa, miosite, estomatite, piometra e onfalite
(Reuss et al., 2009; Wilkes et al., 2016; Huber et al., 2018b).

Em um estudo retrospectivo realizado por Oliveira et al. (2019), analisando achados
clinicos e patologicos da infeccdo por Rhodococcus equi em 20 potros com idade média de 60
dias de 1997 a 2012, provenienetes de quatro fazendas de reproducdo em Porto Alegre,
encontrou que a maioria dos animais apresentou sinais respiratorios (11/20 [55%]), sendo que
outros sinais observados foram hipertermia (10/20 [50%]), aumento de volume articular (6/20
[30%]), prostracdo (4/20 [20%]), distarbios locomotores (3/20 [15%]) e diarreia (3/20 [15%)]).
Ao exame de necrdpsia foram encontradas lesdes de pneumonia piogranulomatosa (19/20
[95%]), acompanhada ou ndo por linfadenite piogranulomatosa (10/20 [50%]), enterocolite
ulcerativa (5/20 [25%]), e osteomielite piogranulomatosa (3/20 [15%)]).

Segundo Reuss et al. (2009), alguns fatores de risco sdo significativamente associados
com a presenca de EPDs incluem: duracdo dos sinais clinicos antes da admissao, leucocitose e

neutrofilia, ainda potros com EPDs podem apresentar maior frequéncia cardiaca e
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concentracdo de ureia sanguinea do que potros sem EPD. Além de serem de dificil
diagndstico ante mortem, e piorarem o prognostico do animal acometido. O prognostico é
considerado de reservado a bom, contudo, tende a ser desfavoravel nos casos (a) infeccdes
septicémicas, (b) potros com manifestacdo clinica entre 45 e 60 dias e (C) em animais com
diagndstico e/ou instituicdo tardia do tratamento (Megid et al., 2016). Como apontado por
Rakowska et al. (2020), a taxa de sobrevivéncia pode alcangar até 80% quando instituida,

apresentando médias estimadas em 60-70% quando instituido tratamento bem-sucedido.

3.2 CARACTERISTICAS E ISOLAMENTO

Rhodococcus equi € um microrganismo intracelular facultativo, Gram-positivo com
uma alta relacdo G+C, aerobico e imdvel, apresentando crescimento em forma de micélio, o
qual se divide em células em formato de cocos ou cocobacilos e forma coldnias de coloracdo
laranja-salméo (Véazquez-Boland e Meijer., 2019; Haubenthal et al., 2023).

O género Rhodococcus esta inserido na ordem Actinomycetales, na qual, também estéo
incluidos outros géneros de importancia clinica, como Corynebacterium, Mycobacterium e
Nocardia (Collins et al., 1982; Gurtler e Seviour, 2010; Vazquez-Boland et al., 2013; Higgins
e Huber, 2023). As espécies patogénicas desses géneros sao comumente denominadas como
Bacilo alcool-acido resistentes (BAAR), por conta da fraca fixacdo de corantes em razdo da
presenca de um envelope celular rico em lipidios contendo acido micolico. O acido micolico
forma uma bainha espessa e hidrofébica semelhante a uma “membrana externa” que protege
0s actinomicetos de agressdes externa, sendo importante para a sobrevivéncia em condicoes
hostis, inclusive dentro de macrofagos (Sutcliffe et al., 2010; Higgins e Huber, 2023; Erol et
al., 2021).

Esse género possui até o momento 58 espécies descritas, € muitos deles sdo
importantes para os setores ambiental, farmacéutico e energético em razdo de seu potencial de
aplicabilidade na microbiologia industrial devido a sua versatilidade metabdlica e capacidade
de biodegradar diversos compostos quimicos (Larkin et al.,, 2005, Van Der Geize e
Dijkhuizen, 2004; Prescott et al., 2022). Os plasmideos geralmente sdo os codificadores
dessas atividades metabolicas diversas das espécies do género possuindo caracteristicas
adaptativas especificas desse nicho, sendo comumente isoladas de ambientes poluidos (Larkin
et al., 2010, McLeod et al., 2006). No entanto, apenas duas espécies de Rhodococcus sdo
reconhecidas por ocasionar enfermidades, Rhodococcus fascians, que causa doenga nas folhas

das plantas e R. equi (Stes et al., 2013).



19

3.2.1 Caracteristicas adaptativas de nicho

Assim como as outras espécies pertencentes ao mesmo género, R. equi possui
adaptacdes de nicho que Ihe permitem um metabolismo flexivel em decorréncia dos locais em
que se encontra, sendo saprofitico no ambiente, e parasitico na infecgcdo e sobrevivéncia em
diferentes hospedeiros animais (Haubenthal et al., 2023; Huber et al., 2018c). Em sua forma
de vida saprofita, assim como outras do género é uma bactéria telurica, sendo o solo
considerado a principal fonte de infec¢do para potros (Cohen, 2014) e o esterco herbivoro
como seu substrato de crescimento, o que poderia explicar sua abundancia no habitat da
fazenda (Vazquez-Boland et al., 2013; Takai et al., 2022). Takai et al. (2022) relataram o
isolamento de R. equi do contetido gastrointestinal de minhocas (familia Megascolecidae) e
do solo circundante oriundo de pastagens de fazendas de criacdo de cavalos e chiqueiros ao ar
livre, 0 que evidencia a importancia do solo no ciclo de vida desse patogeno. Tal fator deve-se
ao fato de que esta espécie, multiplica-se primariamente no esterco herbivoro e na mucosa
colonizada do intestino grosso, e se espalha no habitat da fazenda, presumivelmente por meio
do ciclo fecal-oral (Muscatello et al., 2007; Cohen et al., 2013; VVazquez-Boland et al., 2013).

Uma caracteristica peculiar de R. equi é a auséncia de genes codificadores do
fosfoenol piruvato, um componente do sistema de transporte de carboidratos (PTS) o que
indica um metabolismo proeminentemente assacarolitico (Kémpfer et al., 2014). Entre as
actinobactérias, a auséncia de homologos de PTS € rara, sendo ausentes também no
Mycobacterium tuberculosis (Letek et al., 2010). O que indica que a perda desses genes pode
estar associada a adaptacdo ao parasitismo intracelular neste grupo bacteriano (Vazquez-
Boland e Meijer., 2019). Outras caracteristicas metabolicas importantes relatadas sdo que R.
equi possui capacidade de biossintetizar todos os aminoacidos e crescer vigorosamente
guando fornecido apenas nitrogénio inorganico, um acido organico ou um acido graxo como
fonte de carbono e tiamina, sendo capaz de crescer tendo a ureia como Unica fonte de
nitrogénio. Além disso, 0 patdgeno possui capacidade de respiragdo anaerdbica via
desnitrificacdo e assimilagdo de nitrogénio a partir do nitrato/nitrito (Letek et al., 2010;
Vazquez-Boland e Meijer, 2019). Tais adaptacdes no perfil metabolico conferem vantagens
adaptativas importantes, pois € adequado tanto para a vida no tecido piogranulomatoso, rico
em lipidios derivados da membrana e pobre em aminoacidos, agucares e oxigénio; e para a
sobrevivéncia e multiplicacdo no intestino grosso e no esterco onde ha uma presenca massiva

de acidos organicos nos equinos (Vazquez-Boland e Meijer, 2019; Vazquez-Boland, Sanz,
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Prescott, 2022). Além disso, R. equi ndo pode crescer sem a presenca de tiamina e uma vez
que foi observada a auséncia de thiC, gene envolvido na sintese de tiamina em Rhodococcus,
0 que demonstra uma especializacdo de nicho uma vez que esse composto esta presentem em
abundancia o intestino e no solo rico em esterco devido a disponibilidade de tiamina
sintetizada pela microbiota local, bem como se estaria provavelmente disponivel durante a
infeccdo (Letek et al., 2010).

No entanto, apesar de sua ampla disseminacdo, presente no intestino de equinos,
esterco, solo e até no ar de estabulos, a manifestacdo de enfermidade ndo ocorre na mesma
prevaléncia, ocorrendo clinicamente em alguns potros ou como um problema sério em
fazendas consideradas endémicas. Diversos trabalhos na segunda metade do século passado
tentaram responder essa questdo, que comecgou a ser respondida no inicio dos anos 90 com o
implemento de novas técnicas, a época, que observara que a capacidade de viruléncia das

cepas estaria associada a plasmideos (Prescott, 1991; Takai et al., 1991).

3.2.2 Nomenclatura

O microrganismo foi inicialmente isolado na Suécia por Magnusson em 1923
(Magnusson, 1923), e entdo nomeado como Corynebacterium equi. No entanto, apds analises
gendmicas e fenotipicas, no ano de 1977 um novo género foi criado e a espécie renomeada
para Rhodococcus equi (Goodfellow e Alderson, 1977). Contudo, sua classificacdo
permaneceu problematica até recentemente, em razéo de que alguns estudos apontaram que R.
equi e Corynebacterium hoagii (Morse 1912) poderiam ser sinbnimos heterotipicos (Suzuki,
Kaneko e Komagata, 1981; Vazquez-Boland et al., 2020).

No ano de 2014, Kampfer e colaboradores (Kampfer et al., 2014), realizaram a descricao
de Rhodococcus defluvii mediante analises taxonémicas polifasicas, as quais incluiram as
cepas tipo C. hoagii ATCC 7005 e R. equi ATCC 6939. Os autores identificaram R. equi
ATCC 6939 e C.hoagii ATCC 7005 como sendo pertencentes a mesma espécie, em razao da
alta similaridade das sequéncias de 16s rRNA. Além disso, como foram analisadas outras
espécies do género Rhodococcus, os autores descartaram a proposta de reclassificagdo de R.
equi em um novo género Prescotella que vinha sendo proposto (Sangal et al., 2022), em razédo
de ndo encontrarem diferencas quimiotaxondmicas ou separacdo filogenética baseada no
sequenciamento do 16S rDNA das espécies analisadas. O que foi ratificado por estudos
filogendmicos detalhados que situaram inequivocamente R. equi dentro de uma das principais
linhas de descendéncia rodocdcica (Anastasi et al., 2016; VVazquez-Boland et al., 2019).



21

Contudo, em razdo de C. hoagii ser sido nomeado primeiro, em 2014 R. equi acabou por
ser renomeado Rhodococcus hoagii (Kampfer et al., 2014). Todavia, o trabalho realizado por
Vazquez-Boland et al., (2020), apontou que existiam diversas razdes para que essa alteracdo
de nomenclatura fosse descartada, como o fato de que os primeiros relatos de C. hoagii
descreveram caracteristicas que sdo dificeis de conciliar com as caracteristicas conhecidas de
R. equi, mais marcadamente a capacidade de fermentar rapidamente dextrose (glicose) e
sacarose (sacarose), além da origem incerta do tipo C. hoagii mantido em diversas colecdes
bacterianas indicando que provavelmente um isolado de C. equi foi depositado erroneamente
(em algum momento na década de 1950) como C. hoagii ATCC 7005, que entdo se tornou a
cepa padrdo da espécie, levando a analises errdneas. Em razao disso, ano de 2022 por decisdo
da Comissdo Judicial do Comité Internacional de Sistematica de Procariontes (Judicial
Commission of the International Committee on Systematics of Prokaryotes) a espécie voltou a
denominada Rhodococcus equi, porque a mudanca de nome foi proposta em razdo desse
engano (Oren et al., 2022).

3.2.3 Isolamento e identificacdo de espécie

Para o isolamento do agente etioldgico, diversos autores utilizam o dgar-sangue ovino
a 5%, desfibrinado, em condicdes de aerobiose, entre 48 e 72h. Nesse meio, as colbnias de R.
equi apresentam um aspecto mucoide e brilhante e coloragdo branca-acinzentada, adquirindo
coloracdo salmdo caracteristica em periodos de incubacdo prolongados (72h), néo
apresentando halo de hemdlise e possuindo geralmente 1 a 2 mm e diametro ap6s 48 h
(Megid, et al., 2016). Possuindo uma temperatura 6tima de isolamento de 30 °C, podendo ser
incubado a 37 °C (Takai et al., 1991). Alguns meios seletivos, podem ser utilizados no
isolamento, especialmente em amostras muito contaminadas, como solo e fezes, em razdo de
serem mais seletivos que os meios de rotina, tais como o CAZ-NB (&gar ceftazidima,
novobiocina e ciclo-hexamida), NANAT (acido nalidixico, novobiocina, ciclo-hexamida e
telurito de potassio), TVP (trimetoprima, vancomicina, polimixina B e telurito de potassio) e
TCP (trimetoprima, cefoperazona, ciclo-hexamida, telurito de potéassio e polimixina B)
(Megid, et al., 2016; Javed, et al., 2017).

Para a identificacdo fenotipica de R. equi, algumas provas diferenciais devem ser
realizadas. O teste mais utilizado por diversos autores em laboratério € o teste de Christie,
Atkins, Munch e Petersen (CAMP test), o qual tem como finalidade a observacéo da presenca
do fator citolitico, chamado fator equi, responsavel pela hemolise sinérgica observada quando
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essa cepa € estriada ao lado de uma cepa hemolitica, sendo utilizadas mais comumente uma
cepa padrdo de Staphylococcus aureus ou de Listeria monocytogenes, a qual forma uma érea
indicadora (hemolitica) na regido de intersec¢do em formato de “seta”; uma vez que R. equi
estimula a hemolise através da enzima COX, codificada pelo gene choE (Fokina et al., 2022;
Da Silva, et al., 2012; Zufiga et al., 2023). Sendo a execucao desse teste sempre recomendada
como forma de identificagdo presuntiva, uma vez que ndo ainda ndo houve relatos de isolados
de R. equi descrito como CAMP negativo. Todos os isolados analisados no presente estudo
apresentaram resultado positivo ao teste de CAMP. Décadas atrds, na auséncia de testes
moleculares, 0 CAMP teste era utilizado como o teste de identificagdo padréo para R. equi
devido ao seu grau de acurécia (Prescott, 1991). Segundo descrito em Quinn e colaboradores
(2005), algumas provas bioquimicas como o teste de fermentacdo de agUcares também podem
ser realizadas para a identificacdo do patdgeno, o qual mostra-se incapaz de fermentar
acucares como glicose, maltose e sacarose, porém demonstra capacidade de reduzir nitrato a
nitrito e produzir urease.

Com o advento das técnicas de biologia molecular, diversos trabalhos nos ultimos anos
tém realizado a identificacdo do agente por meio da Reacdo de cadeia da Polimerase (PCR),
em razdao de uma maior agilidade e praticidade em relagdo as técnicas de identificacdo
bioguimicas. Nesse sentido, Ladron et al. (2003) realizaram um ensaio de PCR tendo como
gene alvo o gene cromossomal choE, e em seus resultados observaram que todos os isolados
inicialmente identificados bioguimicamente como R. equi, apresentaram um resultado
positivo de PCR, que se correlacionou com um alto grau de conservacgdo do gene choE. Além
disso nenhum dos isolados ndo R. equi usados no estudo apresentou resultado positivo,
incluindo actinomicetos produtores de colesterol oxidase. Tal resultado estabeleceu esse gene
como um rapido e confidvel alvo para a confirmacdo desse agente etiologico via PCR, e de
fato, diversos estudos posteriormente realizados o utilizaram com essa finalidade (Ocampo-
Sosa et al., 2007).

Outros fatores importantes associados ao isolamento e cultivo de R. equi em laboratério
diz respeito a diferencas no crescimento entre cepas virulentas portadoras de pVAPA (topico
3.3) e cepas sem plasmideo (plasmid cured). Takai et al. (1994) relataram que a uma
temperatura de 38°C, cepas de R. equi contendo plasmideo replicaram-se mais lentamente que
as cepas avirulentas, e assim foram gradualmente substituidas por células sem plasmideos. No
entanto, a uma temperatura de 30°C néo foi observada diferenca de crescimento entre os dois

tipos de cepa.
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3.3 PLASMIDEOS E VIRULENCIA

3.3.1 Viruléncia mediada por plasmideos

Décadas atras, antes do avanco das pesquisas moleculares, os trabalhos que
analisavam a capacidade de R. equi em causar doenca em animais sugeriam que, 0
desenvolvimento da enfermidade em diferentes animais de propriedades distintas poderia
estar relacionado a variancias genéticas entre as populacdes de cavalos na sua capacidade de
resistir a infeccdo ou diferencas entre as cepas do patdgeno na sua capacidade de iniciar a
doenca (Takai et al., 1986; Yager, 1987; Takai et al., 1991). Takai et al. (1991) em seu
trabalho estabeleceu que a presenca de um plasmideo de tamanho aproximado de 85kb seria
essencial para a viruléncia com a expressdo de antigenos de 15 a 17kDa em isolados do
agente, atraves da observacdo do desenvolvimento de enfermidade entre cepas com e sem a
presenca desse plasmideo. Nesse sentido outros trabalhos conformaram que a perda deste
plasmideo resulta na incapacidade de causar doencas em potros e de se replicar em
macrofagos in vitro e em tecidos de camundongos in vivo (Hondaluz et al., 1994; Guiguére et
al., 1999).

Apbs a descoberta do pVAPA em cepas obtidas de equinos, outros dois tipos de
plasmideos foram descobertos, nas Ultimas décadas. Em 1995, Takai et al. identificaram a
presenca de outro plasmideo circular isolado de linfonodos de suinos denominado pVAPB
(Takai et al., 1995; Takai et al., 1996). E mais recentemente, outro plasmideo foi descoberto,
porém, diferentemente dos dois anteriores, este apresenta uma estrutura linear, sendo
comumente associado a isolados de ruminantes, denominado pVAPN ocasionando lesdes
granulomatosas nos pulmades, rins, figado e linfonodos mesentéricos e abomasais de bovinos e
caprinos (Valero-Rello et al., 2015; Nakagawa et al., 2018; Takai et al., 2023).

3.3.2 Estrutura plasmidial, mecanismo de acéo e especificidade

Takai et al. (2000) sequenciaram e analisaram a estrutura genética dos plasmideos de
viruléncia das cepas R. equi ATCC 33701 e 103. Observou-se a presenga de 64 quadros de
leitura abertos (ORFs), além da de uma ilha de patogenicidade de 27.536pb contendo sete
genes de proteinas associadas a viruléncia (vap), incluindo vapA. Observou-se também que
esses genes sdao homologos, partilhando um elevado grau de similaridade de sequéncia, em
particular nos seus dominios carboxi-terminais (Takai et al., 2000; Jain, Bloom e Hondalus,
2003; Coulson et al., 2015). Além disso, 0s autores encontraram que genes vap estdo
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localizados em uma sequéncia de 19kb em sete subregites, em uma dire¢do positiva, com
excecdo de vapG. vapA, vapC e vapD sdo agrupados muito préximos um com o outro, e vapE
e vapF sdo imediatamente adjacentes. Ja vapG e vapH estdo presentes como genes individuais
(Takai et al., 2000). No entanto, Letek et al. (2008) identificou que a ilha de patogenicidade
codifica apenas seis proteinas Vap completas (vapA, -C, -D, -E, -G e -H), sendo também
presente 3 sequéncias de genes vap exibindo varios graus de degeneracdo: vapF, vapl e outro
pseudogene vap altamente corrompido (vapX).

Como relatado acima, até o presente momento foram descritos trés tipos de plasmideo
de viruléncia em R. equi, possuindo as seguintes proteinas da familia vap: os plasmideos
circulares pVAPA, que é associado a isolados equinos, e codifica VapA, VapC, VapD, VapE,
VapG e Vap H (Figura 2a); e os pseudogenes vapF , | e X, conforme descrito anteriormente;
pVAPB, comumente associado a isolados suinos, e codifica codifica VapB, VapJ, VapKl,
VapK2, VapL e VapM; e mais recentemente o pVAPN associados a isolados de ruminantes

(bovinos, ovinos e caprinos) e humanos, um plasmideo linear, que codifica VapN, VapO,

VapP , VapR e VapS e o pseudogene VapQ (Ocampo-Sosa et al., 2007; Letek et al., 2008;
Véazquez-Boland e Meijer, 2019; Ganderton et al., 2023).

Figura 2 - Plasmideos de viruléncia em R. equi.
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(A) Esquema demonstrando transferéncia do plasmideo de viruléncia entre
cepas virulentas e aviruletas. No quadro, estdo presentes o0s tipos de
plasmideos identificados em R. equi sendo o PVAPA oriundo de equinos e
humanos; PVAPB, oriundo de suinos e humanos e PVAPN oriundo de suinos
e humanos. Abaixo encontram-se dispostas as proteinas codificadas pelo
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PVAPA e uma estrutura tridimensional do vapD. (b) Esquema demonstrando
as diferencas na progressdo da enfermidade entre cepas de R. equi com e sem
plasmideo. Cepas virulentas, ao serem fagocitadas apresentam a capacidade
de sobreviver no interior de macrofagos por meio da perturbacdo das
organelas endociticas, impedindo a queda do pH, levando a uma
multiplicacdo do patdgeno no interior das células hospedeiras; enquanto cepas
avirulentas (sem a resenca do plasmideo), ndo apresentam a mesma
capacidade, 0 que acaba por resutar na queda do pH no interior do fagossomo,
0 que leva a morte da bactéria. Figura criada pelo autor com BioRender®.

Ao sequenciar isolados oriundas de equinos e suinos, Letek et al. (2008) observaram
que pVAPA e pVAPB sdo variantes de um mesmo plasmideo ancestral que diferem na
estrutura da ilha de patogenicidade, enquanto o mais recentemente descoberto pVAPN é um
plasmideo linear provavelmente originado de um ancestral comum com pVAPA, apresentando
uma estrutura de ilha de patogenicidade especifica (Figura 2a) (Valero-Rello et al., 2015;
MacArthur et al., 2017). Até o momento ndo foram encontrados relatos na literatura cientifica
de plasmideos que sdo comumente encontrados em uma espécie serem identificados em cepas
de R. equi isoladas de outra espécie animal, o que indica que o sistema imunologico do
hospedeiro desempenha um papel importante na exclusao de plasmideos ndo adaptados aquela
espécie (Ocampo-Sosa et al., 2007; Vazquez-Boland e Meijer, 2019; Ganderton et al., 2023).
Diversas analises moleculares ja realizadas ndo foram capazes de estabelecer uma correlagdo
entre 0 gendtipo cromossomial de R. equi e o hospedeiro, no entanto, foram capazes de
demonstrar a possibilidade de troca ativa dos plasmideos pVAPA/B/N entre a populagéo de R.
equi, com uma consequente capacidade de mudanca de hospedeiro (Anastasi et al., 2016;
MacArthur et al., 2016; MacArthur et al. Al., 2017).

A estrutura desse plasmideo de viruléncia compartilha homologia com outros
plasmideos conjugativos encontrados em outras espécies do género, no caso em espécies
ambientais ndo patogénicas. Tais plasmideos, neste Gltimo caso sdo responsaveis pela
codificacdo de vias catabdlicas ou de desintoxicacdo em suas regiGes varidveis, que
corresponderiam a ilha de patogenicidade em R. equi. Em razdo dessa forte homologia na
estruturacdo desses plasmideos, que conferem aos rodococos caracteristicas metabodlicas
especificas, acredita-se que a ocorréncia de eventos de transferéncia horizontal de genes
constituiu uma parte central na evolucdo do genoma de R. equi incorrendo em processos de
ganho/perda de genes permitindo com que a espécie fosse capaz de sobreviver no interior de
macrofagos (Letek et al. 2010; Anastasi et al. 2016).
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Contrastando com a sua seletividade para certas espécies animais, 0s trés plasmideos
adaptados ao hospedeiro s&o comumente encontrados em isolados humanos (Ocampo-Sosa et
al., 2007; Anastasi et al., 2016). Isto sugere que os animais sdo a fonte de infec¢do para as
pessoas, 0 que evidencia o papel de R. equi como um patdgeno zoondtico (Figura 2a)
(Ocampo-Sosa et al., 2007; Vazquez-Boland et al., 2010, 2013).

O mecanismo de agdo do plasmideo de viruléncia ainda ndo esta totalmente elucidado,
porém, sabe-se que R. equi é fagocitado por macrofagos alveolares pulmonares e fica contido
em um vacuolo interno chamado vactolo contendo R. equi (RCV) em que a bactéria que
possui 0 vapPAI sobrevive e comeca a se multiplicar, resultando em necrose da célula
hospedeira (Luhrmann et al., 2004; Fernandez-Mora et al., 2005; Sydor et al., 2013; Rofe et
al., 2017). Diferentes estudos apontam que na progressdo da enfermidade em equinos o vapA
tem uma importancia central, uma vez que, cepas com um plasmideo mutante sem o gene
codificante da proteina ndo sdo capazes de sobreviver no interior dos macréfagos e nao
causam doengca (Jain, Bloom e Hondaluz, 2003; Coulson et al., 2015; Wright et al., 2018).

Quanto a funcdo desempenhada pelos genes da familia vap, nos Gltimos anos diversos
trabalhos buscaram avaliar o papel das principais proteinas da familia comumente isoladas de
cada espécie animal, especialmente vapA, a qualue permanece ligada a superficie bacteriana
diferente de outros vaps que acabam por ser liberados no Iimen do fagossomo durante a
infeccdo (VapC, -D e -E) (Byrne et al., 2001; Giguére et al., 1999; Jain et al., 2003; Von
Bargen et al., 2019; Wright et al., 2018). Rofe et al. (2017) demonstraram que a proteina
VapA causa perturbacdo nas organelas endociticas tardias com organelas endolisossomais
inchadas em razdo da atividade reduzida da Catepsina B e um acimulo de LBPA, LC3 e
Rab7, o que seria indicativo de uma perda da funcdo endolisossomal, ou seja, perda de
endolisossomas funcionais. Von Bargen et al. (2019) demonstrou que a proteina VapA
participa da exclusdo do complexo vacuolar-ATPase bombeador de prétons dos fagossomas e
causa a permeabilizacdo da membrana, o que o que resulta em um fagossomo com pH neutro.
Dado que a fusdo do lisossomo e a reducdo do pH é considerado um importante mecanismo
bactericida dos macrofagos, essa manutencdo do pH neutro permitiria a multiplicacdo de R.
equi no RCV (Figura 2b) (Szulc-Dgbrowska et al., 2020).

Enquanto vapA desempenha um papel central em cepas isoladas de equinos, esse gene
ndo estd presente em infeccBes naturais de outras espécies suscetiveis. No entanto, outros
genes parecem desempenhar uma funcdo semelhante na definicdo da viruléncia de cada um

dos outros dois tipos de plasmideos ja identificados (Ganderton et al., 2023). Willingham-
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Lane, Coulson e Hondalus (2018) obervaram que em isolados portadores de pVAPB, 0s genes
vapK1l e vapK2, que diferem apenas em um aminoécido, sdo essenciais para a viruléncia em
suinos. Além disso, nesse mesmo estudo foi observado que apoOs a insercdo das proteinas
VapK em um plasmideo pVAPA onde a proteina VapA havia sido removida, e por
consequéncia sua viruléncia atenuada, proteinas VapK do plasmideo do tipo pVAPB
poderiam restaurar a capacidade de replicagdo da cepa pVAPA modificada. J& no plasmideo
PVAPN, o gene vapN é que desempenha um papel central na viruléncia da cepa (Letek et al.,
2008; Willingham-Lane, Coulson e Hondalus., 2018; Ganderton et al., 2023).

Ainda no que diz respeito ao papel central que uma determinada proteina parece
desempenhar na viruléncia, recentemente Ganderton et al. (2023) em uma anélise molecular
envolvendo edicdo de plasmideos, observaram que as proteinas VapA, VapK e VapN
neutralizaram o pH lisossomal e reduziram a atividade da hidrolase lisossomal, também sendo
observada em menor grau em vapB. Além disso, observaram também que uma perda de
viruléncia da cepa mediante delecdo do gene vapA poderia ser recuperada pela insercdo dos
genes vapK ou vapN. Eles observaram também que cada proteina especifica apresentou uma
atividade diferencial entre si, com a maior atividade neutralizadora encontrada em VapN,
depois VapA e K e, finalmente, VapB. Dessa forma, demonstrou-se que a producdo de VapA
pode ser substituida por vapK e B ou vapN, consequentemente, os mecanismos moleculares
que vapA utiliza para neutralizar a acidez lisossomal também devem ser vistos em vapN e K.

Ainda ndo esta esclarecido se cinco genes Vap restantes (vapC, vapD, vapE, vapG e
vapH) desempenham algum papel no parasitismo de macréfagos (Coulson et al., 2015;
Rakowska et al., 2020). No entanto, apenas a presenca de vapA néo seria suficiente para o
desenvolvimento da enfermidade nos animais acometidos, uma vez que outros genes
presentes no plasmideo também revelaram ser importantes no processo patogénico. Coulson
et al. (2015) em seu trabalho revelaram que alem de vapA, 0s genes VirR e virS que estdo
presentes no operon VirR, que integra os genes ja referidos alem de vapH, icgA e orf7, sdo
capazes de alterar a expressdo de genes cromossomais envolvidos no desenvolvimento da
infeccdo 0s quais atuam em processos de transporte, producdo de energia e metabolismo
celular, permitindo que a bactéria cresca no ambiente hostil da célula hospedeira. Outro gene
presente no plasmideo também esta envolvido na adaptagdo da bactéria ao ambiente
intracelular, o gene icgA que codifica uma proteina de transporte, que, quando da sua

expressdo, reduz a taxa de crescimento intracelular de R. equi, resultando em aumento da
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viabilidade dos macréfagos, permitindo que o patégeno residir mais tempo em macréfagos,
sem causar sua morte por necrose (Wang et al., 2014).

3.3.3 Regulacéo dos genes da ilha de patogenicidade e perda e reaquisicdo dos
plasmideos

Diferentes estudos analisando plasmideos de viruléncia identificaram que expressdo nao é
uniforme e constante, tal como o esperado, e se adapta de acordo com o habitat em que o
microrganismo se encontra. Byrne et al. (2007) observaram em seu trabalho que os genes de
viruléncia plasmidial sdo fracamente expressos numa temperatura de 30°C e a pH 8,0, o que
simularia as condi¢cBes ambientais presentes no modo de vida saprofitico do patdégeno. No
entanto, possuem um pico de atividade na temperatura de 37-38°C com o pH a 6,5. O
principal efeito na expressdo do plasmideo de R. equi parece ser exercido pela temperatura e
pensa-se que estas condicdes seriam analogas as vias de sinalizacdo ativadas pelo patégeno
durante a sua transi¢do do modo de vida ambiental para o intracelular. Benoit et al. (2002)
observaram em um ensaio realizado com suspensao de culturas em peroxido de hidrogénio,
gue R. equi em comparacdo com outras bactérias, mostrou uma resisténcia excepcionalmente
elevada, resultando em um aumento significativo da transcricdo dos genes vap,
especificamente vapA, vapD e vapG, que reproduz o estresse oxidativo dentro dos macréfagos
ativados. Como mencionado acima, dois genes reguladores codificados no operon viR do PAl,
VirR e virS, sdo importantes para a expressao do gene de viruléncia vap PAI, mas ainda ndo
esta muito bem esclarecido se e como eles contribuem para a modulacdo exercida, pelas
alteracdes de temperatura, pH e estresse oxidativo (PRESCOTT et al., 2022). Outro fator que
parece ativar a expressao de proteinas da familia vap é o baixo teor de ferro livre, um sinal
conhecido como “assinatura do hospedeiro” no controle da viruléncia bacteriana (Ren e
Prescott 2003; Prescott et al., 2022).

Takai et al. (1994) observaram que ao realizar diversas passagens de cepas positivas para
0 plasmideo de viruléncia, incubadas a 37°C ocorreu uma atenuagdo destas que foram
originalmente isoladas de infeccBes pulmonares de potros. Outro dado importante é que em
estudos analisando a prevaléncia de R. equi no ambiente de criacdo, cepas isoladas do solo
apresentam indices positivos muito menores em relacdo a prevaléncia que aqueles observados
em cepas isoladas de animais, especialmente animais enfermos (Madrigal, 2016; Gressler
2018; Witkowski, 2019; Takai et al., 2022). Essas observacGes indicam que plasmideo de

viruléncia de R. equi é facilmente perdido na auséncia de selecdo do hospedeiro além de que,
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certos fatores como temperatura e pH desempenham um importante papel na preservacéo da
viruléncia das cepas isoladas (Takai et al., 1994; Ocampo-Sosa et al., 2007; Vazquez-Boland
e Meijer, 2019). Em contrapartida, o plasmideo parece ser facilmente readquirido via
conjugacéo, segundo o observado no trabalho de Tripathi et al. (2012), onde as evidéncias
apontaram que o plasmideo de viruléncia poderia ser transferido de cepas positivas de R. equi
(doadoras) para cepas de R. equi livres de plasmideo (receptoras) em uma alta frequéncia e
que a transmissdo do plasmideo restabeleceu a capacidade de crescimento intracelular em
macrofagos. No que concerne aos mecanismos moleculares dessa capacidade de reaquisicéo,
0s pesquisadores observaram que o0 gene traA, que codifica uma relaxase do tipo MOBf
(TrwC) presente no vapPAI possui papel central, uma vez que a delecdo desse gene aboliu a
transferéncia do plasmideo, enquanto a reversdo da mutacéo restaurou a transmissibilidade do
plasmideo (Garcillan-Barcia et al., 2009; Tripathi et al., 2012).

Dessa forma, as evidéncias indicam a existéncia de um processo dindmico em que
onde as cepas ao infectar um hospedeiro suscetivel tém um estimulo muito grande a expressao
do vapPAI ocasionando uma sobrecarga e, na auséncia de selecdo positiva mediada pelo
hospedeiro, o plasmideo € perdido (Takai et al., 1994; Ocampo-Sosa et al., 2007; Vazquez-
Boland et al., 2013) e um vez no ambiente, onde predominam cepas sem plasmideo, esse pode
ser facilmente readquirido através do processo de conjugacdo, permitindo a adaptagdo a vida
saprofitica no ambiente e parasitica de diferentes hospedeiros animais (Tripathi et al., 2012;

Alvarez-Narvaez e Sanchez, 2023).

3.3.4 Plasmideo pVAPA — subtipos e prevaléncia

Diversos estudos epidemioldgicos ao redor do mundo, empregando a técnica de
enzimas de restricdo, observaram que os plasmideos pVAPA isolados de cepas virulentas
apresentavam padrdes de digestdo diferentes entre si, bem como diferentes tamanhos. Em
razdo disso, os plasmideos foram classificados em tipos e subtipos, de acordo com o seu
tamanho e padrdo de digestdo. Atualmente foram encontrados 14 subtipos distintos de
PVAPA, que parecem possuir uma prevaléncia determinada geograficamente (Ribeiro et al.,
2005; Takai et al., 2023). O quadro 1 elenca os subtipos de plasmideos ja isolados, bem como

suas fontes, autores e ano de publicagéo.
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Quadro 1 - Subtipos identificados do plasmideo pVAPA de R. equi

Subtipos de Fonte Lugares do Ano de
pVAPA isolamento isolamento
52kb Cavalo Holanda 2022
85kb tipo | Cavalo Canada 1993
85kb tipo 11 Cavalo Franca 1999
85kb tipo 11l Cavalo Texas, EUA 2001
85kb tipo IV Cavalo Texas, EUA 2001
85kb tipo V Cavalo Polbnia 2017
87kb tipo | Cavalo Canada 1999
87Kkb tipo 1l Solo Aomori, Japdo 1999
87kb tipo 11l Cavalo Brasil 2005
90kb tipo | Cavalo Aomori, Japdo 1993
90 KB tipo Il Solo Kiso, Japéo 2001
90 Kb tipo 111 Cavalo Kumaoto, Japdo 2001
90 KB tipo IV Cavalo Kumaoto, Japéo 2001
90 KB tipo V Solo Jeju, Coreia 2003

Fonte: adaptado de TAKAI et al. 2023.

Figura 3 - Distribuicdo dos subtipos do plasmideo pVVAPA no mundo.
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Fonte: Adaptado de Takai et al. (2023).

Em uma revisdo analisando a distribuicdo geogréafica mundial dos subtipos de
plasmideos pVAPA realizado por Takai et al (2023) observou-se que a presenca de plasmideos
apresenta diferencas geograficas, tal como exposto na Figura 3. Dentre os 14 subtipos
existentes, no Brasil foram encontrados apenas 3, sendo o subtipo 87kb Il apenas notificado
no pais. Esse subtipo foi encontrado por Ribeiro et al. (2005) estudando cepas isoladas de
equinos com rodococose no estado de Sdo Paulo. Quanto aos outros tipos de plasmideos,

também foi relatada a existéncia de subtipos no plasmideo pVAPB, sendo observada a
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ocorréncia de 23 tipos de plasmideos em cepas virulentas de R. equi positivas para pVAPB, de
origem ndo-equina isoladas de humanos, suinos e javalis (MAKRAI et al.; 2002; MAKRAI et
al., 2008).

Quanto a pesquisa molecular de plasmideos de viruléncia em R. equi, Ocampo-Sosa et al.
(2007) sugeriram o sistema de tipagem “TRAVAP”, baseado em PCR baseado em 3
marcadores genéticos presentes no pVAP: traA, vapA e vapB. Nesse esquema, as cepas S&o
classificadas em 4 categorias: traA*/vapA*B™ traA*/vapA B*, traA*/vapAB™ e traA /vapAB".
Esse trabalho ao analisar mais de 200 isolados de R. equi identificou um tropismo aparente de
vapA em equinos, sendo o tipo traA*/vapA*B~ mais comum observado na espécie, vapB em
suinos, sendo o tipo traA*/vapA B* mais encontrado e em bovinos o tipo traA*/vapAB™ mais
encontrado, 0s autores ndo citaram o vapN, pois esse gene ainda ndo havia sido sequenciado

quando da elaboracdo do artigo (Valero-Rello et al., 2015).

3.4  RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Assim como outros actinomicetos, R. equi € um patogeno intracelular. Em razéo disso,
o tratamento da enfermidade apresenta desafios especificos que merecem atencdo. Varios
principios ativos antimicrobianos demonstraram possuir atividade inibitdria frente a cepas de
R. equi em estudos realizados in vitro, no entanto, quando estes testes passam a ser realizados
in vivo as taxas de efetividades ndo sdo consideradas altas o suficiente e portanto, esses
principios ativos passam a ndo ser adequados ao tratamento (Giguére, 2017; Rakowska et al.,
2020). As razdes pelas quais esse fendmeno ocorre envolvem devem-se & baixa capacidade de
captacdo ou penetracdo celular e nas lesdes piogranulomatosas, onde as células permanecem
quiescentes e viaveis, levando a persisténcia da infec¢do (Vazquez-Boland et al., 2013). Além
disso, R. equi também apresenta resisténcia intrinseca a diversos principios ativos, assim
como outras espécies do género, em razao de apresentar um ciclo de vida ambiental e telurico.
Letek et al. (2010) observaram que R. equi 103S possui uma série de determinantes de
resisténcia a antibidticos, incluindo aminoglicosideos fosfotransferases, 10 f-lactamases e
quatro sistemas de efluxo multidrogas. Com excec¢édo de um gene HGT, todos esses genes sao
intrinsecos, ou seja, ocorrem naturalmente, em vez de aquisi¢cbes recentes associadas a
antibioticoterapia médica. Aliado ao fato de que alguns principios ativos sé podem ser
destinados ao tratamento humano, as opgOes de principios ativos na antibioticoterapia da

rodococose equina acabam sendo limitadas (Giguere et al., 2017; Mercer e Davis, 2019;



32

Rakowska et al., 2020; Bordin et al.,2022)

Desde o0 sucesso na sua aplicacdo a partir na década de 1980 e no inicio de 2000, a
antibioticoterapia mais comumente empregada no tratamento da rodococose equina em potros
consiste na combinacdo de dois principios ativos: um macrolideo associado a rifampicina
(McCracken e Slovis, 2009) (Quadro 2). Uma medida profilatica implementada pela primeira
vez nos Estados Unidos no inicio dos anos 2000, a antibioticoterapia preventiva mediante
exame ultrassonografico em potros que apresentem alguma evidéncia de lesdo abscedativa
pulmonar, visa reduzir as taxas de letalidade e evitar a progressdo da enfermidade em
propriedades endémicas (Huber et al, 2018b; Alvarez-Narvéez et al, 2021). No entanto, como
observado, a maioria dos animais que apresentam alguma lesdo ndo chega a desenvolver a
forma clinica da enfermidade, apresentando uma resolucdo do quadro sem necessidade de
tratamento (Huber et al, 2018b). Além disso, Venner et al. (2013), em um estudo analisando a
eficdcia do tratamento antimicrobiano generalizado de potros com abscessos pulmonares
subclinicos demonstraram que esse método foi ineficaz na reducdo da incidéncia de
pneumonia.

Quadro 2. Protocolos terapéuticos mais comumente utilizados no tratamento da
rodococose equina.

Principio ativo Dose Duracéo recomendada
Rifampicina 5mg/kg, via oral, 2x ao dia 4-9 semanas
Eritromicina 25mg/kg, via oral, 3x ao dia

Rifampicina 5mg/kg, via oral, 2x ao dia 3-12 semanas
Claritromicina 7.5 mg/kg via oral, 2x ao dia

Rifampicina 10mg/kg, via oral, 1x ao dia 6 semanas
Azitromicina 10mg/kg, via oral, 1x ao dia

Doxiciclina 10mg/kg, via oral, 2x ao dia 6 semanas
apenas

Doxiciclina 10mg/kg, via oral, 2x ao dia 6 semanas
Azitromicina 5mg/kg, via oral, 1x ao dia

Tulatromicina 2.5mg/kg, intramuscular, 1x 6 semanas
apenas por semana

Gamitromicina 6mg/kg, intramuscular, 1x por 6 semanas
apenas semana

FONTE: adaptado de Rakowska et al. (2020).

Apesar de comum, essa pratica vem sendo desencorajada em razdo de sua associacao
com o desenvolvimento de cepas de R. equi multirresistentes (MRRE) (Huber et al., 2019;
Alvarez-Narvéez et al., 2020; Alvarez-Narvéez et al, 2021). Alvarez-Narvaez et al. (2020)
realizaram um estudo de analise do microbioma fecal e resistoma de potros com pneumonia

subclinica por R. equi tratados com a associacdo de macrolideo e rifampicina (MR) ou
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maltolato de galio (MaG). No trabalho, os autores relataram que o tratamento com MR
aumentou em quantidade e diversidade de genes associados a resisténcia antimicrobiana nas
fezes dos animais tratados, além de diminuir significativamente a abundancia e diversidade da
microbiota fecal. Dessa forma o trabalho demonstrou que o uso generalizado de macrolideos e
rifampicina em fazendas de cavalos resulta na propagacdo da resisténcia aos macrolideos ndo
s6 em R. equi, como também em microrganismos comensais, 0S quais acabam por ser
eliminados no ambiente, onde podem persistir e potencialmente infectar ou colonizar cavalos
e outros animais.

Um importante trabalho sobre a prevaléncia da resisténcia antimocrobiana em R. equi
¢ o desenvolvido por Huber et al. (2019), realizado em isolados obtidos de potros
apresentando sintomatologia clinica no estado de Kentucky, EUA entre 1995 e 2017, no qual
0s autores observaram que a prevaléncia de R. equi resistente a meticilina (MRRE) aumentou
significativamente com o passar dos anos. O estudo avaliou o perfil de susceptibilidade in
vitro a eritromicina para 2.169 isolados, e rifampicina em 1.688 isolados. Observou-se que
entre 1995 e 2006, a proporcdo de isolados resistentes de R. equi foi de 0,7% para
eritromicina e 2,3% para rifampicina entanto que entre 2007 e 2017, a prevaléncia foi de
13,6% e 16,1% respectivamente.

No entanto, em outros paises a prevaléncia de MRRE parece ser menor que aquelas
encontradas nos EUA. Duchesne et al. (2019) analisaram a evolucdo da suscetibilidade
antimicrobiana de patégenos equinos isolados de amostras clinicas de 2006 a 2016, e
observaram que a prevaléncia da resisténcia a macrolideos e a rifampicina em R. equi ndo
mostrou tendéncias de aumento durante o periodo estudado, estando entre 0 e 13% e 0 e 9%,
respectivamente. No Brasil, Girardini et. al (2013) analisaram o perfil de resisténcia
antimicrobiana de 67 isolados de R. equi de oriundos de amostras clinicas de equinos,
humanos e ambientais provenientes do Rio Grande do Sul e do Rio de Janeiro, e foi
observado que as amostras clinicas de equinos apresentaram as maiores taxas de resisténcia a
penicilina (86,7%) e lincomicina (30%), no entanto, apresentaram indices de resisténcia
baixos para claritromicina (3,3%), eritromicina (6%) e azitromicina (6,7%). , um trabalho
posterior realizado em isolados provenientes de amostras clinicas (n=15), de solo (n=15), de
fezes (n=9) e de instalacBes (n=5), coletados em fazendas de criacdo de equinos, no Rio
Grande do Sul, Brasil, entre 1991 e 2013 relatou que todos os isolados apresentaram um perfil
de sensibilidade a azitromicina e claritromicina; no entanto, 27% (12/44) apresentaram

sensibilidade intermediaria a eritromicina (Gressler et al., 2014a).
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O desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana aos macrolideos em R. equi assim
como em outros microrganismos Gram-positivos pode ocorrer através de dois mecanismos
principais, via alteracdo conformacional do sitio-alvo de liga¢do do principio ativo através da
metilacdo do do rRNA; ou através da taxa de depuracdo aumentada por meio de efluxo ativo
(Anastasi et al., 2015). A maioria dos genes de resisténcia aos macrolideos encontram-se
associados a elementos genéticos moveis, como plasmideos, possuindo a capacidade de se
espalhar entre estirpes, espécies e o ecossistema bacteriano (Anastasi et al., 2015).

A metilacdo do rRNA, é catalisada meio de enzimas metiltransferases codificadas por
genes da metilase resistente a eritromicina (erm), o qual, resulta em resisténcia cruzada aos
macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B (MLSB) em razdo de compartilharem locais
de ligacdo sobrepostos na subunidade 50S do ribossomo, enquanto a linezolida se liga a
subunidade ribossémica 50S (Skinner, Cundliffe, e Schmidt, 1983; Poehlsgaard, Douthwaite,
2005; Anastasi et al., 2015). As enzimas erm diferem conforme adicionam um ou dois grupos
metil & posi¢do N6 do nucleotideo A2058 no rRNA (Poehlsgaard, Douthwaite, 2005).

No caso de R. equi, Anastasi et al. (2015) realizaram a primeira caracterizacdo
molecular da resisténcia a MLSB nessa espécie, ao identificar o gene erm(46) como
responsavel pela resisténcia nas cepas estudadas, presente em um plasmideo
extracromossomal conjugativo conhecido como pRErm46. Observou-se também no mesmo
estudo que a transferéncia e expressdo do gene para uma cepa de R. equi previamente sensivel
a MLSB induziu a resisténcia a esses principios ativos, mas ndo a outras classes de agentes
antimicrobianos. ldentificou-se que gene erm(46) faz parte de um elemento transponivel de
6,9kb, denominado TnRErm46, que é transportado pelo plasmideo de resisténcia conjugativa
pRErm46 (Alvarez-Narvaez et al., 2019). Esse plasmideo demonstrou capacidade de
transferéncia via conjugacéo para cepas de R. equi suscetiveis a MLSB, apresentando altas
frequéncias de transferéncia variando de 3 x 10-3a 1 x 10 -2 (Anastasi et al., 2015). Alem da
capacidade de transferéncia horizontal a cepas de R. equi sensiveis, Alvarez-Narvéez et al.
(2020) demonstraram através de experimentos in vitro que o plasmideo demonstrou ser capaz
de ser transferido via conjugacdo a diferentes membros do género Rhodococcus, bem como
bactérias dos géneros Nocardia e Arthrobacter spp. em frequéncias consideravelmente altas.
Os autores observaram também que o pRErm46 também foi capaz de ser transferido
horizontalmente em experimentos de conjugacdo em solo e esterco equino, em frequéncias
mais baixas que as observadas entre cepas in vitro apds incubacdo prolongada em uma faixa

de temperatura de 22 a 30°C, mas ndo a 37°C, demonstrando a potencialidade de transmisséo
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do plasmideo no ambiente de criacdo dos cavalos. Além disso, as cepas conjugadas foram
capazes de transferir de volta o plasmideo de resisténcia a R. equi (Alvarez-Narvaez et al.,
2020).

Outro fator importante acerca do TnRErm46 é que ha evidéncias da presenca de
maltiplas copias do plasmideo nos genomas de cepas MRRE, inclusive no plasmideo de
viruléncia pVAPA, 0 que aumenta o risco do gene de resisténcia antimicrobiana ser
transferido horizontalmente, uma vez que o processo de perda e reaquisicdo do plasmideo de
viruléncia é facilmente readquirido por cepas de R. equi como demonstrado acima (Alvarez-
Narvéez et al., 2019; Vazquez-Boland e Meijer, 2019; Alvarez-Narvaez et al., 2021). Tais
achados evidenciam o grande potencial de risco que a disseminacdo de cepas de MRRE tem
em razdo de sua capacidade de disseminacdo horizontal, associada a perda e reaquisi¢do dos
plasmideos de viruléncia, além disso, sua capacidade de ser transmitida a microrganismos
ambientais, 0os que poderiam atuar como reservatérios para o0 gene de resisténcia no meio
ambiente, possuindo a capacidade de transmiti-lo a cepas de R. equi sensiveis. Dessa forma
torna-se claro a potencialidade do impacto grave que a disseminacdo do erm(46) possui na
rodococose equina e nas medidas profilaticas (Alvarez-Narvaez et al., 2021).

Outro mecanismo envolvido na resisténcia as drogas comumente utilizadas no
tratamento da rodococose quina, o efluxo de agentes antimicrobianos macrélidos € mediado
através de bombas de efluxo (EP) (Roberts, 2008; Anastasi et al., 2015; Rampacci et al.,
2021). Essas proteinas dependentes de ATP sdo responsaveis por bombear os agentes
antimicrobianos para fora da célula ou da membrana celular, diminuindo a concentracdo no
principio ativo no citoplasma, reduzindo assim a taxa de ligacdo deste com os ribossomos
bacterianos, permitindo com que sua funcgéo seja preservada (Anastasi et al., 2015). Assim
como outros microrganismos resistentes, a célula rodocécica poderia ser capaz de expulsar
antimicrobianos através das EP, no entanto, 0os mecanismos de resisténcia ao efluxo ainda ndo
foram completamente descritos (Rampacci et al., 2021). O primeiro relato da expressédo do
mecanismo de efluxo em R. equi, codificado através do gene req_39680, foi realizado por
Gressler et al., (2014)b, sendo observada a expressdo fenotipica do mecanismo de efluxo em
20% dos isolados utilizando brometo de etidio (EtBr). Recentemente, um trabalho realizado
por Rampacci et al. (2021) trouxe um maior entendimento acerca dos mecanismos de efluxo
em R. equi. O trabalho em questéo realizou a criacdo de uma nova cepa (EtBr25) a partir do
R. equi ATCC 33701 por meio do estimulo com concentracfes crescentes de EtBr, conhecido

intercalante de DNA que é toxico a nivel celular (Couto et al., 2008). A partir dessa nova
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cepa, os autores relataram que R. equi EtBr25 mostrou um aumento da tolerancia ao EtBr e
nas concentragdes inibitérias minimas (MIC) de azitromicina e ciprofloxacina quatro vezes
maiores que 0s MICs de R. equi ATCC 33701, no entanto, as combinacdes de
azitromicina/rifampicina ou a rifampicina isoladamente pareceram ser afetadas pelo aumento
do efluxo observado na cepa mutante. No entanto esse aumento observado nas MICs e a
suscetibilidade ao EtBr foram revertidos através da administracdo dos antibidticos associados
a inibidores da bomba de efluxo (EPI) (Rampacci et al., 2021). Dessa forma, o trabalho pode
demonstrar a ocorréncia do mecanismo de depuracdo de macrolideos através de EP,
evidenciando que esse mecanismo, ainda que menos importante que O primeiro, pode
desempenhar um papel no surgimento de MRRE.

Quanto aos métodos de pesquisa sobre a resisténcia antimicrobiana em R. equi, 0s
mais comumente utilizados séo o teste de microdiluicdo (MD) em caldo e o teste de disco-
difusdo (DD) (Da Silva e Silva, 2023). O teste de microdiluigdo é definido pelas diretrizes do
Clinical and Laboratory Satandards Institute (CLSI) (2018) contidas no documento M24:
Susceptibility Testing of Mycobacteria, Nocardiae, and Other Aerobic Actinomycetes.
Contudo, atualmente ndo existem critérios de limite aprovados para testes de suscetibilidade
de R. equi em isolados de equinos, a interpretacdo comumente é feita a partir de critérios
interpretativos humanos baseados em MIC (Erol et al., 2021). Quanto ao método DD, ndo ha
até o presente momento uma padronizacdo dos testes de sensibilidade para Rhodococcus equi
adotando esse método. No entanto, diversos trabalhos adotaram seguiram os critérios de
interpretacdo aceitos para Staphylococcus aureus (Kedlaya, Ing e Wong, 2001; Silva et al.,
2010; Gigueére et al., 2010; Girardini et al., 2013; Berghaus et al., 2015). Berghaus et al.
(2015) realizou um trabalho comparando os métodos: E-test, DD e MD, no qual observou-se
uma concordancia entre as categorias de “suscetivel”, “intermediario” e “resistente” que

variou entre 85,1 e 100%.

35 FORMACAO DE BIOFILME

As bacterias podem apresentar duas formas de vida na natureza, na forma plancténica
ou agregada. Na primeira, as bactérias estdo dispostas no ambiente na forma células unicas,
independentes e flutuantes. Ja na segunda, 0s microrganismos estdo organizados em
agregados microbianos denominados biofilmes (Sauer et al., 2022). O biofilme pode ser

definido como um como agregado de células bacterianas fixadas a uma superficie e revestidas
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por uma matriz polimérica (Costerton et al., 1999; Tremblay, Hathroubi, Jacques, 2014).
Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (2012) (Vert, 2012),
o biofilme pode ser definido como um agregado de microrganismos nos quais células que
estdo frequentemente incorporadas em uma matriz autoproduzida de substancia polimérica
extracelular (EPS) aderem umas as outras e/ou a uma superficie. Quanto a superficie de
adesdo, as bactérias podem aderir facilmente a uma superficie bidtica ou abidtica (Tremblay,
Hathroubi, Jacques, 2014).

Ao que indicam as evidéncias, a formacdo de biofilme é uma caracteristica antiga de
organismos procariéticos, uma vez que existem evidéncias de formacao de biofilme no inicio
do registro fossil em ambientes hidrotermais datados em 3,3 a 3,4 bilhdes de anos de idade
(Hall-Stoodley, Costerton, e Stoodley, 2004). Tal surgimento, tdo antigo no processo
evolutivo bacteriano e sua conservacao, observada em diversas cepas bacterianas atuais,
indica a importancia que o biofilme tem como mecanismo de protecdo de colbnias. Essa
importancia se traduz nos possiveis papéis desempenhados por essa estrutura, tal como
homeostase frente as condi¢Bes extremas e adversas do ecossistema primitivo (temperaturas
extremas, pH e exposicdo a luz ultravioleta (UV)), permitindo as cepas dotadas dessa
capacidade de producdo, o desenvolvimento de interaces complexas entre células e
estabelecendo um microambiente favoravel ao desenvolvimento de vias de sinalizacdo e
motilidade quimiotatica observado em diversas espécies bacterianas atuais (Hall-Stoodley,
Costerton, e Stoodley, 2004).

A capacidade de sinalizacdo que as células bacterianas formadoras de biofilme
possuem é um fator central uma vez que o biofilme apresenta estruturas tridimensionais
complexas e variaveis de acordo com as caracteristicas do ambiente no qual este se forma. Em
razdo disso observou-se que bactérias presentes na estrutura demonstram um comportamento
coordenado. Além de que, o biofilme frequentemente constitui-se como uma comunidade
bacteriana funcionalmente heterogénea em condi¢des ambientais (Stoodley et al., 2002; Hall-
Stoodley, Costerton, e Stoodley, 2004; Hall-Stoodley e Stoodley, 2009). Essa sinalizacdo € o
que permite que as bactérias respondam fenotipicamente ao seu ambiente através da detecgéo
e sinalizagdo as demais. Em razdo desse mecanismo, diversos outros estdo presentes e
permitem essa heterogeneidade tridimensional e quimica, além da capacidade de avaliacao
densidade celular, denominada quorum sensing, que desempenha um papel importante nos

mecanismos de dispersao celular e produgéo de fatores de viruléncia (Sauer et al., 2002; Fux,



38

Wilson e Stoodley, 2004; Hall-Stoodley, Costerton, e Stoodley, 2004; Jensen et al., 2007;
Hall-Stoodley e Stoodley, 2009).

Embora a producdo de biofilme seja uma caracteristica antiga, o primeiro estudo
sobre a existéncia dessa estrutura foi o realizado por Marrie, Nelligan e Costerton (1982).
Curiosamente, o primeiro relato da formacdo de biofilmes também é o primeiro relato da
capacidade de producgdo deste por bactérias patogénicas. Nesse caso especifico, o biofilme
estava presente no eletrodo do marca-passo em um paciente que sofria de bacteremia
recorrente, causada por Staphylococcus aureus (Marrie, Nelligan e Costerton, 1982; Sauer et
al., 2022).

Desde entdo, os biofilmes foram identificados em uma variedade de infeccdes, desde a
presenca em catéteres a infeccBes cronicas, como as observadas na fibrose cistica,
periodontite e inflamacdes recorrentes em préteses 0sseas e tecidos adjacentes (Hall-Stoodley,
Costerton, e Stoodley, 2004; Hall-Stoodley, ¢ Stoodley, 2009; Sauer et al., 2022). Diversos
agente etiologicos associados a infecgbes cronicas foram ja isolados, incluindo Pseudomonas
aeruginosa na pneumonia por fibrose cistica, Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae na otite média crdnica, Staphylococcus aureus na rinossinusite cronica e
Escherichia coli enteropatogénica em infecgfes recorrentes do trato urinario (Hall-Stoodley, e
Stoodley, 2009).

A complexidade metabdlica e estrutural do biofilme ocasiona diversas caracteristicas
presentes em quadros infeciosos dessa natureza. A caracteristica mais marcante em infecgdes
onde ha a presenca de biofilme é a resisténcia aumentada aos compostos antimicrobianos e
persisténcia da infeccdo apesar da resposta imune continuada do hospedeiro (Hall-Stoodley et
al., 2004; Lenz et al., 2008; Sauer et al., 2022). Estima-se que, devido ao processo de
tolerdncia que agentes bacterianos possuem em biofilmes concentra¢fes de até 1.000 vezes
mais seriam necessarias a inibicdo desses agentes do que outros da mesma espécie
apresentando-se na sua forma plancténica (Costerton et al., 1999; Mah e O'Toole, 2001).

Foram observados alguns fatores que podem levar ao aumento da resisténcia aos
antimicrobianos no biofilme. Demonstrou-se a possivel presenca de zonas andxicas e acidas
no interior dos aglomerados de biofilme em virtude do desenvolvimento de gradientes (de
Beer e Stoodley, 1995; de Beer Stoodley e Lewandowski,, 1997; Stoodley et al., 2008), as
quais, em razdo da relativa baixa concentragcéo de nutrientes pode resultar em um estado de
dorméncia semelhante a uma fase estacionaria dentro do biofilme, o que poderia ocasionar a

resisténcia geral dos biofilmes aos antibioticos (Walters et al., 2003; Fux et al., 2004;
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Hall-Stoodley, e Stoodley, 2009). Além disso, a matriz, predominantemente formada por
EPS, poderia retardar a capacidade e velocidade de penetragdo dos principios ativos até as
partes mais internas da estrutura, possibilitando a inducdo de genes de resisténcia nas células
localizadas mais internamente (Jefferson et al., 2005). Outro fator apontado por
Hall-Stoodley, e Stoodley (2009) seria a possibilidade de ligacdo e/ou desativagdo dos
principios ativos por polimeros e enzimas degradadoras presentes na matriz (Walters et al.,
2003; Bagge et al., 2004).

Diversos estudos buscaram identificar genes ou fatores responsaveis pela capacidade
de formacdo de biofilme por cepas bacterianas, através de cepas mutantes knock out. No
entanto, observou-se que a formacdo de biofilme ndo é dependente de um Unico gene, sendo
um mecanismo que apresenta redundancia das vias envolvidas. Identificou-se que genes
responsaveis pela regulacdo ou expressao de proteinas de adesdo a superficie, pili e flagelos e
especialmente os envolvidos com a produgdo de EPS seriam importantes na manifestacéo da
capacidade de producédo (Hall-Stoodley et al., 2004).

Letek et al. (2010) ao realizarem o sequenciamento gendmico de R. equi, observaram
a presenca de uma ilha genébmica contendo genes potencialmente responsaveis pela sintese
extracelular de polissacarideos (EPS). Como visto acima, a presenca de EPS é um fator
importante na capacidade de formacdo de biofilme (Donlan & Costerton 2002), o que
levantou a possibilidade de que, assim como outras bactérias pudesse ser capaz de formar
biofilmes (Gressler et al., 2015a). A capacidade de formacdo de biofilmes por R. equi foi
relatada pela primeira vez por Akhrass et al. (2012), que identificaram que cepas de R. equi
foram capazes de formar biofilmes na superficie de cateteres de poliuretano em pacientes
humanos internados. Apds a descoberta da formacdo de biofilme por cepas de R. equi em
humanos, outros autores relataram a formacdo de biofilme de cepas isoladas de equinos
apresentando quadro clinico, de fezes de animais e do solo (Remuzgo-Martinez et al. 2013;
Gressler et al., 2015; Bujold, Lani e Sanz, 2019; Rampacci et al., 2019). Gressler et al. (2015)
avaliando amostras obtidas de cavalos na regido Sul do pais, observou que 80,5% dos isolados
de amostras fecais e 63% dos isolados de amostras obtidas post-mortem de animais
acometidos foram positivos para formacao de biofilme.

Pouco se sabe ainda sobre a patogenia da forma de vida seéssil de R. equi no
hospedeiro. No entanto, Orme (2014) observou que células micobacterianas, podem ser
capazes de aderir ao epitélio alveolar pulmonar ap6s sua entrada no sistema respiratério, e

entdo desenvolver parte de seu ciclo como um patogeno extracelular aderido ao parénquima,
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ao invés de serem fagocitados. Nesse sentido, observou-se que dentro de granulomas
primarios nos pulmdes de porquinhos-da-india experimentalmente infectados com M.
tuberculosis, foi observada uma borda acelular adjacente a borda da necrose central
mineralizante contendo bactérias tolerantes a medicamentos em microcolénias com
caracteristicas semelhantes a biofilmes (Lenaerts et al., 2007). Além disso, constatou-se que 0
biofilme, formado por micobactérias que contém uma matriz extracelular rica em &cidos
micolicos livres, abriga uma populacdo tolerante a medicamentos (Ojha et al., 2008) a qual
poderia ser responsavel pela doenca reativacdo (Rampacci et al., 2019). O agente etioldgico
da rodococose equina pode apresentar um mecanismo semelhante, uma vez que Rampacci et
al. (2019) observaram em seu estudo que os isolados clinicos de R. equi parecem ser capazes
de aderir ao epitélio pulmonar de uma maneira comparavel a de cepas de Staphylococcus
aureus.

O aumento da toleréncia a antibioticos presente nos biofilmes também é visto nos
formados por R. equi. Gressler et al. (2015) testaram trés antimicrobianos (azitromicina,
claritromicina e eritromicina) em concentracées pelo menos 4 vezes maiores que as
concentracgdes inibitdrias minimas (MICs) de cada um deles e observaram que estes ndo foram
capazes de erradicar R. equi no biofilme mesmo em concentracGes mais elevadas. No que se
refere a formacdo de biofilme e tratamento, Rampacci et al. (2019) observaram que,
rodococos tratados preventivamente com antibioticos de escolha para tratamento da
rodococose produziram uma massa de biofilme inversamente proporcional a concentracao de
azitromicina. Observaram também que o tratamento de biofilmes pré-formados com
azitromicina produziu maior inibicdo e dissolucdo a longo prazo dos biofilmes de R. equi do
que a rifampicina, sendo o efeito anti-biofilme aumentado quando da terapia combinada de
ambos. No entanto, também foi observado um aumento na resisténcia aos antimicrobianos,
uma vez que o aumento das concentragdes MIC dos medicamentos em dez vezes, sozinhos ou
em combinacédo, ndo foi capaz de erradicar completamente os biofilmes pré-formados de R.
equi.

Outros fatores também parecem influenciar na formacdo do biofilme em R. equi.
Bujold, Lani e Sanz (2019) em um estudo com 12 cepas de alta e baixa taxa de passagem
(incluindo as cepas 103+; 103S portanto um plasmideo green fluorescent protein (GFP);
ATCC 33701 e ATCC 33701 sem o plasmideo PVAPA) de R. equi, embora houvesse diferenca
nas velocidades de crescimento e tamanho de col6nias entre os dois tipos de cepas, 0s autores

observaram que todas elas foram positivas para a formacdo de biofilme. Ademais, relatou-se
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que a perda do VAP néo afetou a taxa de formacdo de biofilme de 33701, indicando que a
maioria dos genes associados ao biofilme sdo de fato codificados cromossomicamente e néo
por meio de plasmideo. No entanto, foi relatado que a adi¢cdo de glicose aumentou a formacao
de biofilme em amostras fecais, mas ndo em amostras clinicas (Gressler et al., 2015), o que
pode ser aplicado em testes de formacdo de biofilme em cepas isoladas de casos clinicos.
Apesar da baixa quantidade de trabalhos analisando a formagéo de biofilme em R. equi, os
dados até o momento disponiveis indicam que, tal como ocorre em outras bactérias
patogénicas, cepas que possuem essa capacidade representam um grande desafio para o
tratamento da rodococose nos hospedeiros acometidos. Os resultados dos trabalhos
consultados corroboram com a possibilidade que a producéo de biofilme desempenha um
papel importante no desenvolvimento de um sistema de tolerdncia a antibioticos no agente
etioldgico, dessa maneira persistindo de forma quiescente e, eventualmente, contribuindo a

uma cronicidade do quadro infeccioso.

3.6 Rhodococcus equi — SUA PRESENCA E PESQUISA NO NORDESTE

Segundo dados do IBGE (2022) a regido Nordeste do Brasil possui mais de 1.340.000
equinos, o que corresponde a cerca de 23% de todo o rebanho nacional. A criacdo de equinos
na regido movimenta recursos econdémicos importantes, além de estar atrelada a
manifestacdes culturais e historicas. Um grande exemplo disso € a vaquejada, presente na
regido desde o século XVIII (Lima, 2006), que atualmente movimenta mais de R$ 164
milhdes por ano e emprega permanentemente 1.430 pessoas (Lima, 2016; Torres et al., 2020).
Em raz&o do tamanho do rebanho e da atividade econdmica envolvida na criagdo dos animais,
a ocorréncia de enfermidades ocasiona prejuizo econémico aos criadores e risco aos
tratadores, no caso de zoonoses.

Dentre as enfermidades de equinos, as doengas infecciosas que envolvem o sistema
respiratorio estdo entre as patologias mais comuns encontradas em cavalos (Espindola et al.,
2022). No Brasil, existem diversas pesquisas acerca da rodococose e seu agente etioldgico.
Contudo, a grande maioria se concentra nas regides Sul e Sudeste do pais (Monego et al.,
2009; Gressler et al., 2015a; Gressler et al., 2015b; Oliveira et al., 2019; Espindola et al.,
2022; Silveira et al., 2020; Ribeiro et al., 2005). Inclusive, com descobertas importantes
acerca da viruléncia, como a descoberta do subtipo 87kb 111 (Ribeiro et al., 2005), o primeiro

relato de formacédo de biofilme (Gressler et al., 2015) e o primeiro relato da expressdo do
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mecanismo de efluxo em R. equi (Gressler et al., 2014b). Contudo, nas regiGes norte e
nordeste do pais hd uma auséncia de estudos sobre R. equi, especialmente acerca da
caracterizacdo molecular dos isolados, bem como de sua presenca.

No melhor do nosso conhecimento, e de acordo com os mecanismos de busca
consultados (Periédicos-CAPES; PubMed®; Google Scholar®; Wiley Online Library®, etc),
acerca da rodocose equina foram encontrados quatro trabalhos que identificaram R. equi como
agente etiologico. No estudo realizado por Nascimento (2016) atribui-se a R. equi a causa
etioldgica de uma pneumonia granulomatosa difusa e lesdes ulcerativas intestinais em um
potro da raca Quarto de Milha de 6 meses de idade. Contudo, o diagndstico foi feito apenas
com base nas caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e patolégicas observadas, sem que
houvesse o cultivo do agente bacteriano e sua caracterizacdo molecular.

No segundo estudo encontrado, realizado por Calou (2023), o qual analisou casos de
broncopneumonia em cavalos que apresentavam sinais de doenca respiratdria, relatou R. equi
como agente etiolégico de uma pneumonia em um potro de 4 meses de idade, o qual foi
confirmado por meio de cultura bacteriana em agar sangue ovino (5%) e realizacdo de teste de
CAMP. Contudo, também ndo foi realizada a caracteriza¢cdo molecular do isolado. Esses dois
trabalhos citados foram realizados no estado da Paraiba.

Os outros dois trabalhos (Neto, 2012; Julio, 2013) consistiram em dois relatos de caso
de rodococose equina, porém, nenhum dos trabalhos realizou a caracterizacdo molecular e
investigacdo de genes de viruléncia e/ou resisténcia antimicrobiana. Além de equinos, R. equi
foi isolado também em outras espécies animais. Dorneles et al. (2012) realizou testes de
reacdo em cadeia da polimerase de consenso intergénico repetitivo enterobacteriano (ERIC-
PCR) em um isolado de campo de R. equi, porém nado informou a localidade geogréafica desse
isolado em especifico no estudo. O trabalho realizado por Silva, (2017) consistiu de um relato
de caso de uma infeccdo multissistémica causada por R. equi em um caprino no estado da
Bahia, contudo, ndo foi realizada a pesquisa de genes de viruléncia sendo o diagnostico
realizado através das caracteristicas histoldgicas e da marcacao positiva de anticorpos anti-R.
equi, pela técnica de imunohistoquimica.

A auséncia relativa de trabalhos sobre a rodococose equina na regido Nordeste do pais,
bem como a auséncia de trabalhos descrevendo a caracterizacdo molecular de R. equi é
preocupante, dado que trabalhos indicando sua presenca em estados da regido estdo
disponiveis, a caracterizacdo dos isolados para fatores de viruléncia, resisténcia

antimicrobiana e formacéao de biofilmes poderia ser de grande valia como uma ferramenta de
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controle epidemioldgico, visando ndo s6 a Medicina Veterinaria e a equideocultura como o
contexto amplo da Satde Unica, uma vez que o potencial zoonético isolados virulentos de R.

equi representam um risco a sociedade.
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Article

Caracterizacao fenotipica e molecular de
Rhodococcus equi isolados de potros na regiao do
Agreste de Pernambuco

DESTAQUES

Primeira caracterizacao molecular de R. equi no nordeste do Brasil.

Perfil fenotipico de resisténcia antimicrobiana a MLSB.

Ensaio de formacéo de biofilme de cepas de virulentas de R. equi em potros.

e Auséncia do gene erm(46) em cepas de R. equi no nordeste do Brasil.

Resumo: Importante enfermidade respiratéria em potros, a rodococose equina € causada pelo
Rhodococcus equi, uma bactéria intracelular que possui como principal fator de viruléncia um plasmideo
qgue abriga genes codificadores das proteinas da familia Vap, sendo VapA a de maior importancia em
isolados equinos. Além disso, outros fatores observados em cepas de R. equi, a resisténcia antimicrobiana
e a producéo de biofilme podem representar desafios importantes ao tratamento de animais acometidos. O
objetivo deste estudo foi caracterizar quatro isolados de R. equi oriundos de potros no estado de
Pernambuco. Todos os isolados foram identificados como R. equi através de testes bioquimicos e
amplificacdo do gene choE. Observou-se via PCR que 3 isolados (Rhodo2, 3 e 4) foram positivos para
vapA, -C, E, -F, -H e traA e vapA, -C, -D, E, -F, -H e traA, respectivamente. O isolado Rhodol nao
apresentou gene de viruléncia em decorréncia da provavel perda do plasmideo por seguidas passagens a
37°C. Ao teste de sensibilidade a antimicrobianos, todos os isolados foram suscetiveis aos macrolideos,
rifampicina e gentamicina. Nenhum isolado apresentou o gene erm(46), responsavel pela resisténcia a
macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B (MLSB) em R. equi. Entretanto, todos os isolados
formaram biofilme, sendo produtores moderados (Rhodol, 2) e fracos (Rhodo3, 4) o que poderia estar
associado a um aumento na tolerancia antimicrobiana. Esta caracterizacdo molecular demonstrou pela
primeira vez a presencga do plasmideo de viruléncia em isolados de R. equi e sua capacidade de formacgéo
de biofilme no Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: Rhodococcus equi; Resisténcia antimicrobiana; Biofilme; vapA; erm(46).

Abstract: Equine rhodococcosis is an important respiratory disease in foals caused by Rhodococcus equi,
an intracellular bacterium that harbors a plasmid encoding Vap family proteins, with VapA being the most
important in equine isolates. Additionally, other factors observed in R. equi strains, such as antimicrobial
resistance and biofilm production, may pose significant challenges to the treatment of affected animals. The
aim of this study was to characterize phenotypically and molecularly four isolates of R. equi from four foals
in the state of Pernambuco. All isolates were identified as R. equi through biochemical tests and
amplification of the choE gene. PCR analysis revealed that three isolates (Rhodo2, 3, and 4) were positive
for vapA, -C, E, -F, -H, and traA, and vapA, -C, -D, E, -F, -H, and traA, respectively. Isolate Rhodol did not
present virulence genes due to the probable loss of the plasmid after successive passages at 37°C. In
antimicrobial sensitivity testing, all isolates were susceptible to macrolides, rifampicin, and gentamicin.
None of the isolates carried the erm(46) gene responsible for macrolide, lincosamide, and streptogramin B
(MLSB) resistance in R. equi. However, all isolates formed biofilms, with moderate producers (Rhodol, 2)
and weak producers (Rhodo3, 4), which could be associated with an increase in antimicrobial tolerance.
This molecular characterization demonstrated, for the first time, the presence of the virulence plasmid in R.
equi strains and their ability to form biofilms in Northeast Brazil.
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Keywords: Rhodococcus equi; antimicrobial resistance; Biofilm; vapA; erm(46).

INTRODUGCAO

Rhodococcus equi € um microrganismo intracelular facultativo, Gram-positivo aerébico e imovel,
apresentando formato de cocos ou cocobacilos e coldnias mucoides, ndo hemoliticas, de coloracdo rosa-
salmdo [1-3]. Pertencente a ordem Actinomycetales, é relacionado a outros géneros de importancia
médica, como Corynebacterium, Mycobacterium e Nocardia [1,4—6]. Agente etiologico da rodococose
equina, causa mais comum de broncopneumonia granulomatosa subaguda ou cronica em potros com
menos de 5 meses de idade, nas Ultimas décadas diversos trabalhos demonstraram a capacidade de R.
equi em causar doenga em humanos, especialmente individuos imunocomprometidos [6-11].

Diversos fatores de viruléncia estdo envolvidos na capacidade de determinadas cepas causarem
doenca em humanos e animais [12,13]. No entanto, o fator central responsavel pela viruléncia em isolados
de potros enfermos é a presenca de um plasmideo de 85-90 kb que possui em sua estrutura uma ilha de
patogenicidade de 27.536 pb, contendo sete genes de proteinas associadas a viruléncia (Vap) agrupados
em trés genes (vapA, vapC e vapD), um par com um gene e um pseudogene (vapE e vapF) e outros dois
localizados independentemente (vapG e vapH) [14-17]. Os genes vapB e vapN estdo presentes em um
plasmideo circular comumente isolado de suinos e um plasmideo n&o-circular comumente isolado de
ruminantes, respectivamente [2,17,18].

Nos Ultimos anos, diversos trabalhos tém relatado o surgimento e 0 aumento na prevaléncia de
isolados R. equi resistente a macrolideos e a rifampicina [6,19-21] sendo estes principios ativos, isolados
ou em combinacgéo, as drogas comumente empregadas no tratamento da rodococose em equinos. O gene
erm(46) foi identificado como responsavel pela resisténcia a macrolideos, lincosamidas e estreptograminas
B (MLSB) em isolados de R. equi [22]. Além disso, 0 plasmideo que contém o0 gene demonstrou possuir
capacidade de ser transferido via conjugacao entre cepas de R. equi e outras espécies presentes no solo,
além de poder ser readquirido pela cepa [22,23], 0 que € preocupante em virtude do risco de disseminagéo
da resisténcia antimicrobiana entre cepas e propriedades.

A formacgéo de biofilme € um importante fator de viruléncia em diversos géneros de microrganismos.
Estudo realizado com R. equi demonstrou que esse patdgeno foi capaz de formar biofilmes na superficie
de cateteres de poliuretano em pacientes humanos internados [24]. ApGs esse relato, outros autores
comprovaram a formacéo de biofilme em cepas isoladas de fezes, solo e de casos clinicos de equinos
[25—28]. A formagéo de biofilme por R. equi pode ter implica¢des clinicas importantes, uma vez que esses
estudos demonstraram um aumento da tolerancia a antibiéticos em células presentes nos biofilmes em até
dez vezes as concentragdes inibitdrias minimas (MICs) observadas nas células livres [27,28].

O primeiro relato de infecgéo por R. equi no Brasil foi feito no ano de 1959, em um quadro de mastite
em égua [29], sendo o primeiro surto de rodococose equina com manifestacao clinica respiratéria em
potros realizado somente no ano de 1970 no estado do Rio de Janeiro [30]. Desde entdo, diversos
trabalhos no pais ao longo dos anos relataram o isolamento do patégeno em equinos, humanos e diversas
espécies de animais [31-35]. No entanto, a grande maioria dos trabalhos cientificos concentra-se nas
regibes sul e sudeste do pais, havendo apenas a publicagdo de poucos trabalhos, no melhor do nosso
conhecimento, relatando o isolamento de R. equi nas regifes norte e nordeste do pais [36—42].

Portanto, o presente trabalho teve o objetivo de realizar a caracterizacdo molecular de 4 isolados
identificados como R. equi oriundos de potros que vieram a Obito no agreste do estado de Pernambuco,
Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Amostras

Quatro amostras foram coletadas em uma propriedade destinada a criagdo e reproducdo de equinos
localizada no estado de Pernambuco, situado na regido Nordeste do Brasil entre os meses de margo e
novembro de 2019. Quatro potros, de idade 1,5 a 3 meses que apresentaram sintomatologia clinica
compativel com um quadro de rodococose equina durante 23-30 dias, tratados com azitromicina e
rifampicina, sem melhora clinica, resultando em Obito. Durante a necropsia dos animais foi realizada
assepticamente a coleta de conteudo purulento das lesdes granulomatosas presentes nos pulmdes dos
animais. As quais foram acondicionadas em tubos de ensaio estéreis e enviadas para processamento no
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laboratério de Pesquisa em Microbiologia e Imunologia (LAPEMI) da Universidade Federal do Agreste de
Pernambuco.

Isolamento e Caracterizacdo Fenotipica

O isolamento e a caracterizagdo fenotipica dos isolados de R. equi foram realizados de acordo como
descrito por Javed et al., (2013), com pequenas modificacdes [43]. As amostras provenientes da necropsia
dos potros foram inoculadas em agar sangue de carneiro a 5% e incubadas aerobicamente a 37°C por 48
horas. Os isolados bacterianos que apresentaram coldnias pequenas, lisas, brilhantes e ndo hemoliticas
apos 24 h de incubacéo, e posteriormente tornaram-se maiores, de aspecto mucdide e coloracdo rosa-
salmdo as 48h, foram selecionados para a realizacdo dos testes bioquimicos. A confirmacao inicial dos
isolados como R. equi foi feita pela demonstracdo da morfologia celular tipica em esfregacos corados por
Gram. Todos os quatro isolados de R. equi obtidos durante o estudo foram caracterizados
bioguimicamente por meio do teste de catalase e teste de Christein-Atkin-Munch-Peterson (CAMP) usando
a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 como cepa indicadora, teste de urease e teste de
fermentacdo de aclcares. As cepas, R. equi ATCC 33701 P+ (vapA positivo) e as cepas R. equi ATCC
6939 e R. equi ATCC 33701 P- (vapA negativo) foram utilizadas como controle positivo nos testes.

Teste de Suscetibilidade a Antimicrobianos

O teste de suscetibilidade a antimicrobianos foi realizado por meio do método de disco difusdo de
acordo com as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI VET01-A4) [44]. Em raz&o
da leitura ser realizada as 24h, o agar Mueller-Hinton foi enriquecido de sangue ovino a 5%, para melhorar
0 crescimento dos isolados de R. equi e permitir uma melhor medicdo dos halos de inibicdo no tempo
correto. Os antimicrobianos avaliados nesse estudo foram eritromicina, claritromicina, azitromicina,
rifampicina, gentamicina e doxiciclina (Cecon, SP, Brasil), em razdo de seu potencial inibidor em R. equi
realizados em testes in vitro [45] e em razdo de que a combinacdo de um macrolideo associado a
rifampicina ser a terapia de escolha mais frequente para o tratamento de animais acometidos [46].

Até o presente momento ndo existem critérios interpretativos aprovados pelo CLSI para testes de
suscetibilidade de cepas de R. equi isoladas de animais. Em razdo disso, foram utilizados os critérios
adotados por Berghaus et al., (2015) [47] (Tabela 1). Foram utilizadas como cepas controle dos testes, as
cepas S. aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecalis ATCC 29212, como nhegativos e as cepas R. equi
ATCC 6939 e R. equi ATCC 33701 P+ como controle positivo.

Tabela 1. Critérios interpretativos utilizados para classificacao de isolados de R. equi nos antimicrobianos descritos.
Adaptado de Berghaus et al. [47]

Antimicrobianos? Breakpoint (mm)
Suscetivel Intermediario Resistente

Azitromicina (15mcg) =218 14-17 <13
Claritromicina (15mcg) =218 14-17 <13
Eritromicina (15mcg) 23 14-22 <13
Doxiciclina (30 mcg) 216 13-15 <12
Gentamicina (10mcg) 216 13-15 <12
Rifampicina (5mcg) =20 17-19 <16

1 Em razédo de ainda ndo existirem critérios interpretativos aprovados pelo CLSI para testes de susceptibilidade em
cepas de R. equi, foram utilizados critérios interpretativos do CLSI para Staphylococcus aureus, conforme o realizado
no trabalho de referéncia [47].

Ensaio de PCR

Extracdo de DNA

Os isolados foram cultivados em caldo Infusdo Cerébro Coracao (Brain, Heart infusion - BHI, KASVI)
por 48h entdo 1mL da cultura foi passada para um microtubo de ensaio e centrifugado a 7000rpm por 3
min em microcentrifuga. A extracdo do DNA bacteriano do pellet foi realizada por meio do kit PureLink™
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, USA) segundo as instrucdes do fabricante. A quantidade e a qualidade
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do DNA foram determinadas por meio de espectrofotometria utilizando o espectrofotdmetro GENESYS
10S Series (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) e por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%
corados com DSView Nucleic Acid Stain (Sinapse Inc.).

PCR

Foram realizados testes de PCR para a caracterizacdo dos isolados de R. equi para os genes choE,
genes da familia vap, traA e erm(46). Os primers utilizados em cada reacdo de PCR e suas fontes estao
descritos na Tabela 2. Todas as rea¢fes de PCR foram realizadas no termociclador Bio-gener GE9612T-S
(Bio-Gener, Hangzhou, China), utilizando o kit FIREPol™ Master Mix Ready to Load (12.5 mM MgCI2)
(Solis Biodyne, Tartu, Estonia), com as concentracfes recomendadas pelo fabricante. A cepa R. equi
ATCC 33701 P+ e as cepas R. equi ATCC 6939 e R. equi ATCC 33701 P- foram utilizadas como controles
positivo e negativos dos genes plasmidiais de viruléncia, respectivamente. Os produtos obtidos de cada
reagdo de PCR foram revelados através da eletroforese em gel de agarose a 1%, acrescido de corante
DNA Sybr Safe (Invitrogen, USA) e visualizada em aparelho fotodocumentador UV (Dual Intensity UV
Transilluminator Labnet - DyNA).

Tabela 2. Primers dos genes usados na caracterizacdo molecular dos isolados de R. equi .

Gene Primers? | Sequéncia Tamanho (bp) | Referéncia

choE COX-F GTCAACAACATCGACCAGGCG 959 (48]

COX-R CGAGCCGTCCACGACGTACAG

vapA VAPA-F ACAAGACGGTTTCTAAGGCG 550 [49]

VAPA-R TTGTGCCAGCTACCAGAGCC

vapB VAPB-F GAATTCGAAAGCGCAAAGGT 650 [49]

VAPB-R TTCCGTGAACATCGTACTGC

vapC VAPC-F GGGTCGTCCATCCAAATCGA 700 [49]

VAPC-R GGTCAGGCCTATCACCCTTG

vapD VAPD-F GGTGGTGCGATGTCAGAATG 400 [49]

VAPD-R TGGAACGTCTTGCCCTTCTT

vapE VAPE-F ATATGACGACCGTTCACAAG 600 [49]

VAPE-R CTCCGATGCCCACCAAACTA

vapF VAPF-F AGAATATGCCTGGTATGGGC 350 [49]

VAPF-R TCGTCGTATAGCTGCTGCAG

vapH VAPH-F AATTCCTATCAAGGACAGC 500 [49]

VAPH-R ATACCGATTACGGAGCTCAC

vapN VAPN-F GGTACTGCAGGCAACTGCTA 425 [50]

VAPN-R GAGCTGCTACTACCGTGGTC

traA TRAA-F AGAGTTCATGCGTGACAACG 959 [51]

TRAA-R GTCCACAGGTCACCGTTCTT
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Gene Primers? Sequéncia Tamanho (bp) | Referéncia

erm(46) ERM46-F | GTCGATACGATCGTCGACCT 501 [22]

ERM46-R | GTGTGGACGAAGGTGCTGTA

16S rRNA 27-F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1350 [52]

1492-R GGTTACCTTGTTACGACTT

1 Cada primer de cada gene foi testado em uma PCR uniplex.

Gene choE

Para identificacdo a nivel de espécie, teve-se como alvo o gene cromossomal choE, que gera um
amplicon com 959bp. As temperaturas da reacdo de PCR para a seguiram as recomendadas por um
trabalho anterior [48].

Familia vap e traA

Foram pesquisados os genes da familia vap (vapA, vapB, vapC, vapD, vapH e vapN) e o pseudogene
vapF para caracterizacdo molecular dos plasmideos de viruléncia em PCR uniplex de metodologia
empregada por Monego et al.[49]. A cepa R. equi ATCC 33701 P+ e as cepas R. equi ATCC 6939 e R.
equi ATCC 33701 P- foram utilizadas como controles positivo e negativos, respectivamente.

A PCR para o gene traA foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Ocampo-Sosa et al.,
[51]

Gene erm(46)

Para pesquisa do gene erm(46), realizou-se a reagdo de PCR segundo a metodologia relatada por
Anastasi et al. [22], no entanto, infelizmente ndo havia a disponibilidade de isolados de R. equi
conhecidamente resistentes a ou mais agentes antimicrobianos macrolideos. Nao foi utilizado controle
positivo em virtude da auséncia de cepa positiva para o gene.

PCR e sequenciamento do 16S

A andlise da regido rRNA 16S foi realizada pelo método de amplificac@o por PCR utilizando os primers
universais 27F e 1492R (Tabela 2). A reacdo de PCR para amplificacdo do gene foi realizada de acordo
com o descrito por Hongoh et al.,[53]. Para fins de purificacdo do produto de PCR foi utilizado FIREPoI
Master Mix (12.5 mM MgCI2) (Solis Biodyne, Tartu, Estonia) com as concentracdes recomendadas pelo
fabricante. Os produtos da reacdo de PCR foram observados tal como descrito acima.

Os produtos resultantes da reacdo de PCR foram ent&o purificados com o Kit Illustra GFX PCR DNA
and Gel Band Purification (Cytiva, UK) de acordo com as instru¢des do fabricante. As amostras de DNA
purificados foram enviadas para o Departamento de Genética da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE) para sequenciamento genético. A edicdo e analise das sequéncias foram realizadas utilizado o
software Bioedit (/ Informer Technologies, Inc.) e o alinhamento das sequéncias consenso através do
pacote MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis; Version 11.0.13).

Teste de Formacgéo de Biofilme

A avaliacdo da formacéo de biofilme foi realizada de acordo com a metodologia empregada por Bujold,
Lani e Sanz [26], com modificacdes. Para padronizacédo do inéculo inicial de ~10° UFC/mL, foi realizado
um ensaio de diluicdo seriada dos isolados em caldo BHI por 24h. Realizou-se o procedimento em cada
um dos 4 isolados e das cepas controle em tubos de ensaio contendo PBS até a concentracéo de 107,
sendo inoculados por meio da técnica de spread plate em placas contendo agar Mueller-Hinton nas
concentragdes 103, 10* e 10° em duplicata. Padronizado o inéculo, 100 pL de cultura bacteriana de cada
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isolado a Oh pés-inoculacdo foram adicionados a seis pocos em paralelo de uma placa de 96 pocos
(Greiner Bio-One, Brasil). A cepa S. aureus ATCC 29213 foi utilizada como controle positivo, sendo
adicionada no mesmo volume em dez pocos. Para fins de controle negativo, foi adicionado caldo BHI
estéril em outros dez pocgos por placa para obter um branco para a realiza¢do dos calculos. Para fins de
controle intraespecifico, as cepas R. equi ATCC 6939, R. equi ATCC 33701 P+ e R. equi ATCC 33701 P-
foram utilizadas nos testes. Trés placas de 96 pocos foram inoculadas de maneira idéntica para o teste, e
incubadas a 37 ° C durante 24, 48 ou 72 horas. Ap6s o periodo de incubacéo respectivo de cada placa,
procedeu-se a remocao do caldo por succéo suave e inversdo em papel toalha. Posteriormente, 0s po¢os
foram fixados termicamente a 56 °C durante 20 min, e entdo corados com violeta de cristal (0,1%). Em
seguida, lavados 3 a 5 vezes com agua destilada (até a agua ficar limpa), secos ao ar e descorados com
etanol a 70%. A absorbéncia foi medida a 595nm usando um leitor de microplacas Asys UVM 340
(Biochrom, Cambridge, UK). Além disso, quatro pocos vazios por placa foram corados com cristal violeta,
a fim de confirmar que o material plastico ndo reteve o corante. Os testes foram realizados em triplicata
para cada momento de mensuracao.

Para a interpretacé@o e classificagdo dos resultados dos isolados, foi utilizado o critério estabelecido
por um estudo publicado anteriormente, que avaliava a producédo de biofilme em Staphylococcus sp. [54]
com modificacbes. A partir da medicao da densidade 6ptica (OD) de cada poco, a OD de corte (ODc) foi
definido no valor de trés desvios padrao acima da OD média do controle negativo. Os resultados dos
isolados foram interpretados da seguinte forma:

(1) ndo produtoras de biofilme (OD < ODc);

(2) fracas produtoras de biofilme (ODc < DO < 2 x ODc);

(3) moderadas produtoras de biofilme (2 x ODc < DO < 4 xODc);

(4) fortes produtoras de biofilme (4 x ODc < OD).

Para uma maior uniformizagcdo da média de cada isolado, retirou-se da realizagdo dos célculos a
maior e a menor mensuracdo da OD dos pocos de cada isolado e controles de cada uma das placas em
cada dia de mensuragao.

RESULTADOS

Necropsia

Ao exame necroscopico, todos os animais apresentaram o mesmo padrao de alteracdo da cavidade
toracica (Figura 1). A abertura da cavidade mediante rebatimento das costelas, observou-se a presenca
disseminada de granulos no parénguima pulmonar, que, ao corte, apresentavam-se repletos de pus. O
parénquima pulmonar apresentava areas atelectasicas na regidao dorsal. Nao foram observadas alteracdes
em outros 6rgaos em nenhum dos animais.

Figura 1. Pulmdo de potro com suspeita de rodococose equina evidenciando a presenca de mudltiplas lesfes
granulares disseminadas a coalescentes, com conteldo purulento ao corte.

Identificacdo bioquimica
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Todos os isolados, assim como as cepas de referéncia, apresentaram morfologia de cocobacilos
Gram-positivos. Nos testes bioquimicos apresentaram os resultados: catalase positivo, urease positivo e
CAMP teste positivo (Imagem 2).

5 S — 'r
Figura 2. Isolados de R. equi com resultado positive ao Teste de CAMP (estriadas em sentido horizontal)

evidenciando o caracteristico halo de hemdlise em forma de seta na zona de interseccdo da colbnia de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (estriada em sentido vertical).

Teste de Suscetibilidade a Antimicrobianos

Os resultados da medic&o dos halos estdo dispostos na Tabela 3. Neste presente estudo, nenhum dos
isolados apresentou perfil de resisténcia a nenhum dos principios ativos avaliados segundo os intervalos
de referéncia adotados.

Tabela 3. Resultados em milimetros dos didmetros observados no TSA dos isolados de R. equi.

Antimicrobianos? Diadmetro da zona de inibic&o
Rhodo 1 Rhodo 2 Rhodo 3 Rhodo 4

Azitromicina 30 34 31 31
Claritromicina 40 44 42 40
Eritromicina 36 38 39 36
Doxiciclina 25 29 25 24
Gentamicina 32 32 37 34
Rifampicina 29 33 37 37

1 Os diametros da zona de inibicdo foram observados apos 24h de incubagéo.

Sequenciamento do rRNA 16S

Todos os isolados apresentaram um amplicon de aproximadamente 1350 bp. O alinhamento de
sequéncia em pares foi realizado utilizando a ferramenta de alinhamento de sequéncia de nucleotideos em
pares acessivel na pagina da web do EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/). As sequéncias foram
analisadas utilizando o servico BLAST [55] do National Center for Biotechnology Information (Bethesda,
Md.; http://www.ncbi.nim.nih.gov ). As sequéncias do gene 16S dos quatro isolados foram identificadas
como sendo da espécie de Rhodococcus equi.

Anédlises de presenca de genes por PCR

Os quatro isolados estudados, assim como as cepas controle de R. equi, foram positivos para o gene
cromossomal choE em razdo da presenca do amplicon de 959 pb no gel de agarose (1%), dessa maneira
todos os isolados foram identificados como R. equi (Figura 3a).
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A presenca do plasmideo de viruléncia também foi observada, a partir da confirmagéo da amplificacédo
dos genes plasmidiais. Quanto aos genes da familia vap, a amostra Rhodo 1 ndo apresentou resultado
positivo para nenhuma das proteinas nem para o gene traA (Figura 3b-d). O outros 3 isolados, assim como
o controle positivo, foram positivos para os genes da familia vap, e o gene traA. Contudo, o isolado Rhodo

2 ndo demonstrou a presenca do gene vapD (Figura 3 b).
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Figura 3. Imagens dos géis de agarose (1%). A — Produtos da reagdo de PCR para o gene choE. Todos os isolados,
incluindo as cepas de referéncia apresentaram resultado positivo para o gene cromossomal; 1 - Rhodo 1; 2 - Rhodo
2; 3 — Rhodo 3; 4 — Rhodo 4; 5 — R. equi ATCC 6939; 6 — R. equi ATCC 33701 P+; 7— R. equi ATCC 33701 P-;
marcador 1 Kb DNA Ladder Ready To Load (Solis Biodyne, Tartu, Estonia). B — Resultados da reacdo de PCR para
0s genes vapA, vapB, vapC, vapD e vapE. Dos quatro isolados, o Rhodo 1 ndo demonstrou a amplificacdo de
nenhum gene da familia vap, e 0 Rhodo 2, ndo demonstrou amplificacdo do vapD; 1 a 8- vapA; 9 a 16- vapB; 17 a
24- vapC; 25 a 32- vapD; 33 a 40- vapE; 1, 9, 17, 25, 33- Rhodo 1; 2, 10, 18, 26, 34 — Rhodo 2; 3, 11, 19, 27, 35 —
Rhodo 3; 4, 12, 20, 28, 36 — Rhodo 4; 5, 13, 21, 29, 37 — R. equi ATCC 6939; 6, 14, 22, 30, 38 — R. equi ATCC 33701
P+; 7, 15, 23, 31, 39 — R. equi ATCC 33701 P-; 8, 16, 24, 32, 40 — branco; marcador 100bp DNA Ladder Ready To
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Load (Solis Biodyne, Tartu, Estonia). C — Resultados da reacdo de PCR para os genes vapF, vapH e erm(46). A
excecdo do Rhodo 1, todos os outros 3 isolados apresentaram produtos dos genes vap. Nenhum dos isolados
apresentou amplificacdo do gene erm(46). 1 a 8- vapF; 9 a 16- vapH; 17 a 24- erm(46); 1, 9, 17 - Rhodo 1; 2, 10, 18 —
Rhodo 2; 3, 11, 19— Rhodo 3; 4, 12, 20— Rhodo 4; 5, 13, 21— R. equi ATCC 6939; 6, 14, 22— R. equi ATCC 33701 P+;
7, 15, 23— R. equi 103-; 8, 16, 24— branco; marcador 100bp DNA Ladder Ready To Load (Solis Biodyne, Tartu,
Estonia). D - Resultados da reacdo de PCR para o gene traA. A excecdo do Rhodo 1 e dos controles negativos,
todos os outros isolados apresentaram produtos. 1 - Rhodo 1; 2 - Rhodo 2; 3 — Rhodo 3; 4 — Rhodo 4; 5 — R. equi
ATCC 6939; 6 — R. equi ATCC 33701 P+; 7— R. equi ATCC 33701 P-; 8 — branco; marcador 1 Kb DNA Ladder Ready
To Load (Solis Biodyne, Tartu, Estonia).

Quanto a presenca de genes de resisténcia antimicrobiana nos isolados clinicos, nenhum dos 4
isolados estudados apresentou positividade para o gene plasmidial erm(46). O que vai de acordo ao
observado na realizacdo dos testes de resisténcia fenotipicos, onde ndo se observaram halos de inibicao
compativeis com um perfil de resisténcia.

Formacéo de Biofilme

Os resultados das médias das mensuracdes de cada cepa e controles, bem como os pontos de corte
e faixas de interpretagdo dos trés dias do experimento estdo dispostos nas Tabelas 4 e 5,
respectivamente. De acordo com os critérios de avaliagdo, a as 24h as médias de todos dos isolados, a
excecao do R. equi 103+, foram classificadas como fraca produgéo de biofilme.

As 48h, todos dos isolados apresentaram uma elevacéo da DO média, e o isolado Rhodo 1 passou a
apresentar uma formacado moderada de biofilme, assim como o controle positivo, S. aureus ATCC 25923.
No entanto, as cepas R. equi ATCC 33701 P+ e R. equi ATCC 33701 P-, de acordo com os critérios
interpretativos adotados, ndo apresentaram formagéo do biofilme.

As 72h observou-se as maiores DO’s médias de todos os isolados. Os isolados Rhodo 1, Rhodo 2 e a
cepa controle R. equi ATCC 33701 P- apresentaram uma formagcdo moderada de biofilme, enquanto os
isolados Rhodo 3 e 4 apresentaram uma fraca formacdo. O controle positivo apresentou uma alta
formacé&o de biofilme.

Dessa forma, os resultados indicam que todos dos isolados foram produtores de biofilme. O ensaio
ainda demonstrou haver variacdo na capacidade de formacdo entre os isolados clinicos estudados, em
razdo de que, as 72h, dois dos quatro isolados clinicos estudados demonstraram ser produtores
moderados e os outros dois isolados fracos produtores.

Tabela 4. Médias das densidades éticas dos isolados e cepas de referéncia e pontos de corte em cada mensuracao
do ensaio de formagéo de biofilme.

Isolados? Médias

24h 48h 72h
Rhodo 1 0,087 0,143 0,271
Rhodo 2 0,065 0,073 0,223
Rhodo 3 0,072 0,082 0,092
Rhodo 4 0,091 0,067 0,07
R. equi 0,08 0,074 0,089
ATCC 6939
R. equi 0,052 0,061 0,128
ATCC 33701
P+
R. equi 0,059 0,063 0,213
ATCC 33701
P-
S. aureus 0,082 0,138 0,295
ATCC 25923
Controle 0,049 0,056 0.055
Negativo

1 As médias foram calculados a partir dos valores observados em cada pocgo, para maior uniformidade dos valores
foram excluidos o maior e 0 menor valor dos pocos de cada cepa em cada dia de mensuracdo. Todos os isolados
clinicos foram produtores de biofilme. As maiores médias de cada isolado foram observadas as 72h do ensaio.
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Tabela 5. Pontos de corte e faixas de interpretacdo de cada momento de mensuracdo do ensaio de formacédo de
biofilme.

Classificacao* Faixas de interpretacéo

24h 48h 72h
Ponto de corte 0,053 0,066 0,069
N&o produtor <0,053 < 0.066 <0.069
Fraco 0,053 <0dt=<0,106 | 0.066 <0Odt=<0,132 | 0.069 <0Odt=<0,138
Moderado 0,106< Odt 0,212 0,132 <0dt<0,264 | 0,138 <0Odt=<0,276
Forte Odt > 0,212 Odt > 0,264 Odt > 0,276

1 O ponto de corte de cada mensuragéo foi calculado a partir do desvio padrdo dos valores das OD’s dos pogos do
controle negativo (C-) e entdo multiplicados por trés e somados a média do C- para sua obtencao. Os valores das
faixas de classificacdo dos isolados variaram de acordo com o ponto de corte medidos em cada dia do ensaio,
calculados de acordo com o descrito na metodologia.

DISCUSSAO

Considerado um patdgeno emergente [56], Rhodococcus equi foi identificado como agente etiolégico
em diversas espécies, incluindo humanos [20,31,33,35,49,50]. A classificacdo das cepas de R. equi se da
em virulentas ou nao virulentas a partir da presenca ou auséncia do plasmideo associado a viruléncia [14].
Até o presente momento, foram identificados trés tipos de plasmideo, pVAPA, pVAPB e pVAPN, sendo o
primeiro identificado em isolados de equinos [57]. Cepas sem plasmideo demonstraram n&o ser capazes
de sobreviver no interior de macréfagos e causar doengca em hospedeiros. Além disso, o plasmideo
pVAPA demonstrou capacidade de transferéncia entre isolados virulentos e avirulentos in vitro [58]. Dessa
maneira, a pesquisa da presenca do plasmideo é de grande importancia em virtude de sua capacidade
patogénica e zoongética. Trabalhos anteriores na regido nordeste realizaram a identificacdo de R. equi
como agente etiolégico de quadros de pneumonia clinica em potros [40-42], no entanto, nenhum dos
trabalhos realizou a caracterizagdo molecular dos isolados, apenas sendo diagnosticados por meio de
testes fenotipicos.

Apenas 1 dos isolados estudados ndo apresentou genes que estdo contidos no plasmideo de
viruléncia, estando ausente nas reac¢des de PCR do isolado Rhodo 1. O vapA é o principal gene envolvido
no desenvolvimento de viruléncia em cepas de R. equi patogénicas isoladas de equinos enfermos, visto
que foi demonstrado que 0 gene expressa uma proteina que permanece ligada a superficie bacteriana
diferente de outros Vaps que acabam por ser liberados no Iimen do fagossomo durante a infeccao (VapC,
-D e -E) [59]. Essa proteina € responséavel por causar disfuncdo nas organelas endociticas [60], além de
estar envolvida na neutralizacdo do pH do fagossomo através da participacdo da exclusdo do complexo
vacuolar-ATPase bombeador de protons dos fagossomos e causar a permeabilizagdo da membrana [61],
essa perda da funcdo endolisossomal e manutencdo do pH neutro permitiria a multiplicacdo de R. equi no
RCV [17].

A auséncia desses genes no isolado Rhodo 1 pode ter sido ocasionada em razdo de uma possivel
perda do plasmideo de viruléncia, em razdo do mesmo ter sido isolado a mais tempo que os demais,
resultando em uma maior taxa de passagem do isolado, somado ao fato de que os isolados foram
incubados durante os testes de identificacdo fenotipica a uma temperatura de 37°C. Um trabalho realizado
por Takai et al [62] demonstrou que ao realizar diversas passagens de cepas positivas para o plasmideo
de viruléncia, incubadas a 37°C ocorreu uma atenuacdo destas que foram originalmente isoladas de
infeccdes pulmonares de potro. Dessa maneira, a literatura cientifica indica que plasmideo de viruléncia de
R. equi é possivelmente perdido na auséncia de selecao do hospedeiro além de que, certos fatores como
temperatura e pH desempenham um importante papel na preservacdo da viruléncia das cepas isoladas
[1,2,18,62,63].

Os genes vapB e vapN ndo foram encontrados em nenhuma das amostras estudadas. Sendo o
primeiro comumente presente em cepas isoladas de suinos [51,64,65] e 0 segundo comumente isolado de
ruminantes [17,50]. Até o momento ndo foram encontrados relatos na literatura de plasmideos que séo
comumente encontrados em uma espécie serem identificados em cepas de R. equi isoladas de outra
espécie animal, o que indica que o sistema imunoldgico do hospedeiro desempenha um papel importante
na exclusdo de plasmideos ndo adaptados aquela espécie [2,17,51]. Em contraste, os trés tipos de
plasmideo foram isolados de pacientes humanos infectados com o agente patogénico, indicando que os
animais podem atuar como uma possivel fonte de infeccao [11,17,18,51].

Brazilian Archives of Biology and Technology. Vol.xx: €00000000, Xxxx



oOoNOUL P WN P

Godoi, A.P. S..;etal. 67

O gene vapD estava ausente no isolado Rhodo 2, e presente nos isolados Rhodo 3 e 4. E os demais
genes vap (-C, -E, -H e o pseudogene vapF) foram identificados nos trés isolados. Um estudo molecular
de isolados de R. equi realizado no Sul do Brasil, encontrou que os 32 isolados virulentos encontrados
demonstraram seis perfis moleculares: 100% apresentavam o0s genes vapA, vapD e vapG, 86,6% vapF,
76,6% vapH, 43,3% vapC, 36,6% vapE e nenhum vapB [49]. Em outro estudo posterior, realizado em
amostras obtidas de potros na india, todos os 28 isolados foram positivos para vap A, C, D, E,F,GeHe
negativos para o gene vap B [66]. No entanto, nenhum dos estudos isolou uma cepa que néo
apresentasse o vapD no plasmideo de viruléncia. Apesar da fun¢do do gene vapA ser mais bem definida,
ainda nao esta esclarecido se os cinco genes vap restantes (-C, -D, -E, -G e -H) desempenham algum
papel na sobrevivéncia ou multiplicagdo no interior de macréfagos [59,67—70]. Andlises cristalograficas de
VapB, VapD e VapG observaram que as proteinas Vap possuem duas regides principais na sua estrutura,
os residuos C-terminais altamente conservados formam uma cadeia de oito cadeias em formato B-barril,
engquanto a regido N-terminal das proteinas € pouco conservada entre si [68,70], a qual apresenta
cavidades ou sulcos ébvios que poderiam representar um local de ligacao que forneceria pistas sobre sua
funcdo ainda incerta [68]. No entanto, a pesquisa desses genes pode ser importante uma vez que foi
relatado que os anticorpos que reconhecem o VapA nédo reagem de forma cruzada com os Vaps C, D ou E
recombinantes, o que indica que os Vaps podem ser distinguidos imunologicamente [59]. Quanto ao gene
traA, os isolados Rhodo 1, 2 e 3 apresentaram resultado, positivo. O gene traA codifica uma relaxase do
tipo MOBf (TrwC) [71] presente no vapPAI e possui fun¢do na transferéncia do plasmideo entre cepas
demonstrando um papel central no processo de reaquisi¢cdo do plasmideo por cepas avirulentas de R. equi
[72]. Dessa maneira, a presenca desse gene nas cepas virulentas indica sua capacidade de disseminacéo
para cepas ndo-virulentas presentes no ambiente de criacdo dos equinos.

No que concerne a resisténcia antimicrobiana, nenhuma das cepas isoladas neste estudo foi
considerada resistente aos principios ativos avaliados no teste de suscetibilidade. Observada pela primeira
vez nos anos 90, a resisténcia aos macrolideos vem apresentando um aumento consistente na
prevaléncia segundo indica um estudo retrospectivo que analisou perfil de susceptibilidade in vitro de mais
de 2.169 isolados para eritromicina e 1.688 isolados para rifampicina, relatando que no periodo de 1995 a
2006, a proporcao de isolados resistentes de R. equi foi de 0,7% para eritromicina e 2,3% para rifampicina
entanto que entre 2007 e 2017, a prevaléncia foi de 13,6% e 16,1% respectivamente. No entanto, as
prevaléncias parecem ser menores em outros paises sendo encontrados indices na Franca entre 0 e 9%
para rifampicina e 0 e 13% para macrolideos [21]. Um trabalho realizado no sul do Brasil com amostras
clinicas (n=15), de solo (n=15), de fezes (n=9) e de instala¢des (n=5), coletados em fazendas de criacéo
de equinos entre 1991 e 2013 relatou que todos os isolados foram sensiveis a azitromicina e
claritromicina; no entanto, 27% (12/44) apresentaram sensibilidade intermediaria & eritromicina [19]. Outro
trabalho, realizado no sudeste do pais, analisou 42 cepas isoladas de pneumonia piogranulomatosa,
lavado bronquiolar (e linfadenite mesentérica em potros, relatou que todos os isolados foram sensiveis a
azitromicina [73]. Tais resultados encontrados em outras regides do pais corroboram com o encontrado
nos isolados estudados neste presente estudo, indicando a suscetibilidade de isolados de R. equi no
Brasil.

Os achados no teste fenotipico de suscetibilidade a antimicrobianos corroboram com o encontrado
nos testes moleculares, uma vez que nenhum dos isolados clinicos apresentou amplificagdo do gene
erm(46). Presente em um plasmideo extracromossomal conjugativo conhecido como pRErm46, o gene foi
identificado como sendo responsavel pela resisténcia a macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B
(MLSB) em isolados de R. equi [22,23,74]. O mecanismo de ag&o envolvido na resisténcia consiste na
metilacdo do rRNA, a qual é catalisada meio de enzimas metiltransferases codificadas pela familia de
genes erm [75]. A importancia da presenca desse gene consiste na capacidade de transferéncia que o
plasmideo que contém o gene demonstrou via conjugacdo para cepas de R. equi e outras espécies em
altas frequéncias, o que indica a potencialidade de transmissdo do plasmideo no ambiente de criacao dos
cavalos [23]. A auséncia do erm(46) em cepas isoladas de potros na regido nordeste do Brasil é de grande
valor epidemiolégico em razdo de seu grande potencial de disseminagcdo, o que dificultaria a terapéutica
dos animais acometidos, gerando perdas econdmicas importantes aos produtores.

Todos os isolados de R. equi foram capazes de formar biofilme. De acordo com os critérios de
avaliacdo adotados, as 24h de incubagéo, todas as cepas formaram biofilmes fracos, a excecéo do R. equi
ATCC 33701 P+. As 48h, o isolado Rhodo 1 e o controle positivo (S. aureus ATCC 25923) apresentaram
uma formacéo moderada de biofilme. As 72h, o isolado Rhodo 2 também foi classificado como produtor
moderado de biofilme, bem como a cepa R. equi ATCC 33701 P-, enquanto o controle positivo apresentou
uma forte formacdo de biofilme. A capacidade de formacdo de biofilme é considerada um fator de
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viruléncia em patégenos bacterianos em razdo de que as células presentes nessa estrutura demonstram
resisténcia aumentada aos compostos antimicrobianos e persisténcia da infeccdo apesar da resposta
imune continuada do hospedeiro [76—78]. Biofilmes formados por R. equi demonstraram a ocorréncia
desse fendmeno. Um trabalho realizado com cepas isoladas no sul do Brasil observou que nenhuma das
concentragdes de trés antimicrobianos (azitromicina, claritromicina e eritromicina) testados em pelo menos
4 vezes as concentracdes inibitérias minimas (MICs) para bactérias na forma planctonica, néo foi capaz de
destruir completamente R. equi no biofilme [28]. Esse aumento na tolerancia também foi observado em um
trabalho realizado na Itélia, que relatou que o aumento das concentragdes MIC de antimicrobianos em dez
vezes, sozinhos ou em combinac¢do, ndo foi capaz de erradicar completamente os biofilmes pré-formados
de R. equi [27]. Os resultados dos trabalhos consultados corroboram com a possibilidade que a producédo
de biofilme desempenha um papel importante no desenvolvimento de um sistema de tolerAncia a
antibioticos no agente etioldgico, dessa maneira persistindo de forma quiescente e, eventualmente,
contribuindo a uma cronicidade do quadro infeccioso. Dessa maneira, ao observar os dados disponiveis,
pode-se concluir que ainda que os antibidticos sejam efetivos no controle das infec¢des, a tolerancia
aumentada, apresentada pelas bactérias produtoras de biofiime, uma vez que este ja foi formado,
representam um grave desafio ao tratamento dos animais acometidos.

CONCLUSAO

No melhor do nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo a realizar a caracterizacdo molecular de
isolados de R. equi na regido nordeste do Brasil, uma vez que os trabalhos ja publicados encontrados que
relataram o isolamento de cepas [36—42] realizaram o diagnéstico do agente etioldgico somente por meio
de testes fenotipicos e bioquimicos. Dessa maneira, evidenciamos pela primeira vez a presenca isolados
de R. equi positivos para o gene de viruléncia vapA em potros no nordeste brasileiro. Ainda que o nimero
de isolados estudados nao seja suficiente para estabelecer correlacdes epidemioldgicas estatisticamente
significativas, os resultados aqui relatados sdo de grande importancia uma vez que demonstram a
existéncia do plasmideo de viruléncia na regido, bem como a capacidade de formacdo de biofilme por
parte dos isolados, especialmente em razdo da escassez de trabalhos sobre o tema no Norte e Nordeste
do pais.
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