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RESUMO

A Brucella canis, causadora da brucelose, é um patdogeno listado pelo
Organizacdo Mundial da Saude Animal (WOAH) como uma das zoonoses emergentes
negligenciadas na atualidade. E responsavel por perdas econdmicas, assim como
problemas de salde publica. Estima-se que haja meio milhdo de casos de brucelose ao
ano no mundo, sendo destes, 1% causados pela B. canis. Apesar disso, ainda h& poucos
estudos acerca do perfil gendmico e quanto ao perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos para esta bactéria. Por isso, esse trabalho tem como objetivo realizar a
caracterizagdo gendmica e fenotipica de 19 isolados de B. canis isolados de caninos do
sul do Brasil entre os anos de 1995 a 2015. Para isso, realizou-se analises in silico e in
vitro. Para a caracterizacdo gendmica e filogenética, realizou-se a montagem hibrida das
reads brutas geradas através de dois sequenciadores de Ultima geracdo distintos. Para 0s
testes de susceptibilidade in vitro, determinou-se a concentra¢do inibitéria minima
(CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) dos isolados frente a quatro
antimicrobianos. Através das analises gendmicas, detectou-se a presenca de dois genes
de resisténcia a antimicrobianos em todos os isolados, denominados DNA gyrase
subunit A (gyrA) e Alanyl phosphatidylglycerol synthase (A-PGS). Além disso, as
andlises filogenéticas demonstraram o predominio do sequence type 20 (ST20) entre as
cepas desse estudo, assim como a delimitacdo de duas linhagens de B. canis distintas
baseada em SNPs. Quanto ao perfil de susceptibilidade a antimicrobianos, os isolados
do presente estudo demonstraram um perfil semelhante entre eles, onde a gentamicina
foi a droga mais eficaz nos ensaios in vitro. Por fim, os resultados obtidos atraves desse
trabalho contribuem com informacGes acerca do perfil genémico e filogenético de
isolados de B. canis do sul do Brasil, possibilitando novas perspectivas de tratamento e

prevencdo para a brucelose canina.

Palavras-chave: perfil de susceptibilidade a antimicrobianos, sequenciamento

gendmico, montagem hibrida, MLST, SNPs



ABSTRACT

Brucella canis, which causes brucellosis, is a pathogen listed by the World
Organization for Animal Health (WOAH) as one of the currently neglected emerging
zoonoses. It is responsible for economic losses as well as public health problems. It is
estimated that there are half a million cases worldwide per year, of which 1% are
caused by B. canis. Despite this, there are still few studies about the genomic profile
and the antimicrobial susceptibility profile. Therefore, this work aims to explore the
genomic and phenotypic characterization of 19 B. canis isolates from dogs in south
Brazil during the years of 1995 to 2015. For this, in silico and in vitro analyzes were
performed. For the genomic and phylogenetic characterization, hybrid assembly of the
raw reads generated through two different sequencers was performed. For the in vitro
susceptibility tests, the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) of the isolates against four antimicrobials were
determined. The presence of two antimicrobial resistance genes was detected in all
isolates, DNA gyrase subunit A (gyrA) and Alanyl phosphatidylglycerol synthase (A-
PGS). In addition, phylogenetic analyzes demonstrated the predominance of sequence
type 20 (ST20) among the strains in this study, as well as the delimitation of two distinct
world lineages based on single nucleotide polymorphism (SNP). As for the
antimicrobial susceptibility profile, the isolates in the present study showed a similar
profile among them, with gentamicin being the most effective drug. Finally, the results
obtained through this work contribute with information about the genomic and
phylogenetic profile of B. canis isolates from south Brazil, providing new perspectives

for treatment and prevention for canine brucellosis.

Key-words: antimicrobial susceptibility profile, Whole-genome sequencing, hybrid
assembly, MLST, SNPs
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1 INTRODUCAO

A Brucella canis, causadora da brucelose canina, é um patdgeno de caréater
zoonotico e de incidéncia mundial, sendo listada pela Organizagdo Mundial da Saude
(WOAH) como uma das zoonoses negligenciadas na atualidade. A soroprevaléncia em
cies pode chegar a 35% em regides como Africa, Asia e América do Sul (HENSEL et
al., 2018), sendo considerada uma doenga endémica no Brasil (GIRAULT et al., 2018;
VICENTE et al., 2018). Estima-se que ocorra cerca de meio milhdo de novos casos de
brucelose humana por ano, com uma distribuicdo geografica mundial bem variada, com
cerca de 1% desses casos sendo causados pela B. canis (SANTOS et al., 2021); todavia,
acredita-se que os nimeros apresentados sejam inferiores a realidade, devido ao fato de
muitos casos serem subdiagnosticados ja que os sintomas da brucelose sdo considerados
inespecificos (SANTOS et al., 2021).

A transmissdo da bactéria ocorre via aerossois, oral e sexual (MCVEY et al.,
2016). Pode ocorrer a transmisséo da doenga de animais para humanos, assim como a
transmissdo entre humanos também pode ocorrer (OSMAN et al., 2016). Animais de
rua e de canis, tanto comerciais como de abrigos, costumam ter uma maior exposicao a
B. canis (DE MASSIS et al.,, 2022; SEBZDA; KAUFFMAN, 2023). Os animais
acometidos podem apresentar sinais clinicos como abortos, diminui¢do da fertilidade,
reducdo do numero de filhotes por ninhada, mortalidade neonatal, orquite e epididimite.
Além disso, os animais podem servir como reservatorio do patdgeno, portando a
infeccdo por tempo indeterminado (QUINN et al., 2007). Em humanos, a enfermidade
também é chamada de Febre de Malta ou Febre recorrente, sendo que os sinais clinicos
sdo variados e vdo desde um resfriado até complicacbes no sistema nervoso,
musculatura esquelética e sistema cardiaco (GALINSKA; ZAGORSKI, 2013).

Em humanos, o tratamento contra a brucelose tem respostas positivas com as
estratégias de tratamento. O uso de antibioticoterapia para o tratamento da brucelose,
necessita de antibidticos que sejam capazes de penetrar nos macrofagos e agir em
ambientes acidos, visto que a bactéria é intracelular facultativa. Além disso, recomenda-
se 0 uso combinado de dois antibiéticos concomitantes, assim diminuindo as chances de
recidivas (GLOWACKA et al., 2018). Em casos de cdes, o tratamento é desencorajado,
recomendando-se a eutanasia dos animais positivos. Isso se deve ao fato de que o
tratamento costuma ser prolongado e que recidivas podem ocorrer, devendo 0s

antibidticos serem preservados para uso em casos clinicos humanos. Além disso, 0s
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cdes podem transmitir a doenca tanto para outros cdes como para humanos durante o
tempo (COSFORD, 2018).

O genoma de Brucella € composto por dois cromossomos circulares que
codificam um total de 3,3 Mbp aproximadamente (MCVEY et al., 2016). Apesar de
haver uma homologia de cerca de 90% entre 0 genoma do género Brucella (MCVEY et
al., 2016), apresentam diferentes hospedeiros preferenciais, viruléncia e potencial
zoon6tico distintos (SUAREZ-ESQUIVEL et al., 2020). Mesmo com uma alta
similaridade gendmica entre as espécies do género, ferramentas para genotipagem e
filogenia baseadas em marcadores gendmicos, como Multilocus Sequence Typing
(MLST), sdo Otimas ferramentas para investigacOes taxondmicas e epidemiologicas
(VICENTE et al., 2018). Apesar de haver mais de 500 genomas de Brucella disponiveis
em bancos de dados publicos, poucos sdo de B. canis, 29 no total (dados coletados em
Julho/2023) ilustrando a falta de dados acerca dessa espécie (VICENTE et al., 2018).

Nesse contexto, apesar de B. canis ser considerada uma zoonose de alto impacto
tanto econbmico como na salude publica, observa-se uma caréncia de dados acerca do
perfil de susceptibilidade a antimicrobianos, gendmico e filogenético de cepas de B.
canis. Sendo assim, o objetivo desse estudo é caracterizar 19 isolados de B. canis
quanto ao perfil de susceptibilidade a antimicrobianos e caracteristicas genémicas com
suas relacOes filogenéticas. Com isso, espera-se aprimorar e agregar conhecimento
acerca do perfil fenotipico e genémico de B. canis, para assim, ampliar a busca por
novos alvos terapéuticos capazes de ajudar na prevencdo e no tratamento de animais

acometidos pela B. canis.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Género Brucella

O género Brucella é composto por bactérias gram-negativas, cocobacilares, de
tamanho pequeno (0,6 a 1,5 um de comprimento e 0,5 a 0,7 um de largura) que, na
maioria das vezes, a coloracdo, apresentam-se de forma unica, podendo também
aparecer em pares ou grupo. Coram-se de vermelho com o método de Ziehl-Neelsen
modificado (Figura 1), sdo imoveis, ndo encapsuladas e ndo formam esporos (MCVEY
etal., 2016; DE MASSIS et al., 2022).

Figura 1 - Coloracéo de Ziehl-Neelsen modificado de Brucella canis

o . 3 SR . v e N LT T T AT

Células ndo coradas em azul apontadas pela ponta de flecha, células coradas em rosa

apontadas pelas setas. Fonte: Egloff et al., 2018.

As espécies de Brucella sdo diferenciadas de acordo com sua morfologia e
hospedeiro preferencial (MCVEY et al., 2016). S@o reconhecidas atualmente as
seguintes espécies que compreendem o género Brucella: B. abortus, B. suis, B.
melitensis, B. neotomae, B. ovis, B. canis, B. microti, B. inopinata, B. pinnipedialis, B.
ceti, B. papionis e B. vulpis (GODFROID et al., 2005; SCHOLZ; VERGNAUD, 2013;
FIGUEIREDO et al., 2015; SCHOLZ et al., 2016; SEBZDA; KAUFFMAN, 2023).

A transmissdo de Brucella costuma ocorrer via aerossais, oral e sexual (MCVEY
et al., 2016). Possuem preferéncia por 6rgdos reprodutivos de animais sexualmente
maduros e podem persistir por tempo indeterminado em animais, que servem como
reservatorio da infeccdo (QUINN et al., 2007). Infectam o0s compartimentos
intracelulares de células fagociticas, reticulo endoteliais e células epiteliais
especializadas (MCVEY et al., 2016). Os sinais clinicos mais comuns em animais

acometidos pelo patogeno sdo abortos e problemas de fertilidade. As espécies capazes
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de infectar humanos causam uma doenca debilitante, chamada de Febre de Malta ou
Febre recorrente (YANG et al., 2016). Atualmente, as espécies B. abortus, B.
melitensis, B. suis e B. canis sdo consideradas patogénicas aos humanos (XU et al.,
2019).

As Dbrucellas apresentam fatores de viruléncia, como envelope celular,
lipopolissacarideo (LPS), lipoproteinas e flagelinas. Esses fatores sdo importantes para
uma ineficiente deteccdo do patdgeno pelo sistema imune do hospedeiro, gerando uma
falha na resposta imune (MCVEY et al., 2016). As espécies de Brucella podem ser
divididas em dois grupos de acordo com a morfologia de suas col6nias. As espécies que
expressam a cadeia lateral O do LPS sédo chamadas de col6nias de morfologia lisa,
como B. abortus, B. suis, B. melitensis e B. neotomae. Enquanto as espécies que ndo
expressam a cadeia lateral sao classificadas como col6nias de morfologia rugosa, como
B. ovis e B. canis. Espécies com coldnias de diferente morfologia utilizam diferentes
métodos para adentrar células fagociticas (MCVEY et al., 2016). As brucellas de
col6nias lisas sdo consideradas mais virulentas que as de morfologia rugosa (QUINN et
al., 2007). Além disso, possuem um sistema de secrecdo tipo IV que é produzido
quando em contato com ambientes acidificados, por isso, esse sistema interfere na
maturacdo do fagossomo, sendo chamado de “brucelossomo” que se torna resistente a
maturacdo do fagossomo e a fusdo com lisossomos (MCVEY et al., 2016). A habilidade
de sobreviver e multiplicar-se em macrdfagos representa um fator importante para a
patogenicidade das brucellas, pois, ao adentrarem os macrofagos, driblam a resposta
imune do hospedeiro, permitindo que ocorra a sua multiplicacdo e disseminacdo para
outros tecidos (GLOWACKA et al., 2018).

2.2 Brucella canis

A B. canis é um patdgeno zoon6tico de cdes, considerado de dificil diagnéstico e
tratamento (GUARINO et al., 2023). O humano é considerado um hospedeiro ocasional
(QUINN et al., 2007). Além disso, canideos selvagens, como raposas € coiotes,
apresentaram titulagem positiva para anticorpos do patégeno em estudos soroldgicos
(COSFORD, 2018).

Sua transmissao ocorre através de fluidos reprodutivos, tecidos e fluidos fetais e
placenta. As vias mais comuns de contaminacdo sdo a conjuntival, genital e mucosa
oronasal; enquanto as menos comuns séo transfusdes de sangue, cortes na pele, fezes e
fomites (COSFORD, 2018). Em cadelas, morte embrionaria, abortos, secrecfes

vaginais, endometrite e filhotes saudaveis portadores do patdgeno estdo descritos. Em
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cdes machos sd@o relatados epididimite, edema escrotal, orquite, podendo ocorrer
também a atrofia testicular e problemas de fertilidade em casos crénicos. Problemas
reprodutivos estdo entre os sinais clinicos mais associados; porém, outros sinais clinicos
podem ocorrer. Dentre os sinais clinicos ndo relacionados ao trato reprodutivo, uveite,
endoftalmite e discoespondilite sdo os mais observados, assim como sinais inespecificos
como fadiga, perda de apetite e peso (COSFORD, 2018; SEBZDA; KAUFFMAN,
2023).

O diagnostico padrdo ouro € a cultura bacterioldgica a partir de amostras de
sangue, urina, secre¢do vaginal, sémen, fluidos de aborto e tecidos. Outros métodos de
diagnostico costumam ser realizados, como sorologia e diagnostico molecular por PCR.
Estes métodos alternativos sdo muito Uteis dada a uma baixa sensibilidade na cultura
bacteriana para a identificagdo de B. canis (COSFORD, 2018). Mesmo assim, seu
diagnostico é considerado dificil devido a oscilacdo na titulacdo de anticorpos em
diferentes periodos da infeccdo e métodos de diagnostico variados. Além disso, ha uma
certa resisténcia por parte dos tutores em aceitar que seu animal possa estar infectado,
especialmente nos casos em que o animal ndo apresenta sinais clinicos (WANKE,
2004).

2.3 Antibioticoterapia para brucelose canina

Assim como seu diagnostico, o tratamento para brucelose canina é considerado
laborioso, incerto e arriscado, devido ao risco de transmisséo tanto para outros animais
como para 0s humanos. Por isso, a eutanasia é indicada para cdes com brucelose
(COSFORD, 2018; SANTOS et al., 2021; GUARINO et al., 2023). Quando se opta
pelo tratamento, é importante levar em conta que é um tratamento que costuma ser
longo e que recidivas podem ocorrer (COSFORD, 2018; SANTOS et al, 2021,
SEBZDA; KAUFFMAN, 2023), ndo sendo este o protocolo indicado pela Organizacéo
Mundial da Salde.

O tratamento costuma ser feito através da administracdo de antibioticos. Paises
desenvolvidos, onde a brucelose animal e humana é erradicada ou com baixissimas
ocorréncias, o tratamento dos cédes é aceitdvel. Todavia, ndo existe um protocolo de
antibioticoterapia padronizado para o tratamento da brucelose canina (COSFORD,
2018; GUARINO et al., 2023). Para a escolha dos farmacos, € importante selecionar
antibidticos que sejam capazes de penetrar nos macréfagos e que mantenham sua
eficacia em meios acidificados (GLOWACKA et al., 2018). Estudos tém demostrado

uma maior eficacia no tratamento quando administrados dois ou mais antibidticos,
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havendo uma maior taxa de sucesso no tratamento e uma diminuigdo no numero de
recidivas quando comparado com tratamentos usando apenas um antibiotico
(COSFORD, 2018; SANTOS et al., 2021). Geralmente, combina-se um antibiotico da
classe das tetraciclinas com um segundo da classe dos aminoglicosideos (COSFORD,
2018). Os antimicrobianos em associagdo mais usados para o tratamento sdo doxiciclina
com rifampicina, tetraciclina com estreptomicina, fluoroquinolonas ou cotrimazol
associado com rifampicina, doxiciclina com estreptomicina, doxiciclina com
rifampicina, doxiciclina com gentamicina (COSFORD, 2018; GLOWACKA et al.,
2018). Estas combinacGes sdo baseadas em dados de pacientes humanos. Apds o fim da
antibioticoterapia, ainda € recomendado um monitoramento sorolégico dos animais por
pelo menos trés meses para confirmar o éxito no tratamento (DE MASSIS et al., 2022).

Os testes de susceptibilidade in vitro de B. canis podem ser realizados por disco
difusdo (BOLOTIN et al., 2020), MIC por microdiluicdo em caldo (MATEU-DE-
ANTONIO; MARTIN, 1995) e E-test (BAYRAM et al., 2011; NETO et al., 2014).

Quanto ao perfil de susceptibilidade in vitro, as B. canis costumam ser
susceptiveis a doxiciclina e a tetraciclina (SANTOS et al., 2021), enquanto algumas
cepas de B. canis tém demonstrado uma maior resisténcia a estreptomicina e
tetraciclinas quando comparadas a outras espécies do género Brucella (HALL,;
MANION, 1970). Bolotin et al. (2020) demonstraram a existéncia de isolado de B.
canis resistente a ceftazidima e sulfadiazina. Enquanto Hall e Manion (1970) relataram
isolados de B. canis resistentes a estreptomicina. Além disso, estudos in vitro indicam
atividade sinérgica entre enrofloxacina e aminoglicosideos, assim como entre
doxiciclina e estreptomicina; atividade antagonista entre doxiciclina e rifampicina
também foi relatada (MATEU-DE-ANTONIO; MARTIN, 1995).

2.4 Caracteristicas dos genomas do género Brucella

A maioria das brucellas possuem dois cromossomos circulares que codificam,
aproximadamente, 2,1 e 1,2 Mbp, totalizando um genoma de ~3,3 Mbp (Figura 2). A
origem do grande cromossomo é considerada tipica de cromossomos bacterianos e a do
pequeno cromossomo semelhante a de plasmideos (MCVEY et al., 2016). Seu genoma
é considerado conservado e estavel (SUAREZ-ESQUIVEL et al., 2020), contando com
uma variedade de insergdes e delecdes, assim como recombinagdes (O’CALLAGHAN;
WHATMORE, 2011) apresentando um conteudo G+C quase idéntico entre os dois
cromossomos, variando entre 58 e 59% (MCVEY et al., 2016). Além disso, ndo ha

evidéncia de plasmideos, transferéncia horizontal génica, fagos lisogénicos ativos ou



13

algum evento recente de recombinagdo externa, o que exclui a possibilidade de
aquisicao de material genético exdgeno (SUAREZ-ESQUIVEL et al., 2020).

Figura 2 - Mapa circular exibindo os cromossomos | e Il de Brucella canis cepa Oliveri
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Fonte: Sanchez-Jiménez et al., 2015.

O género se mostra altamente homogéneo, com estudos pareados de DNA/DNA
exibindo uma homologia de mais de 90% em todas as espécies, tendo as espécies B.
abortus e B. melitensis mais estreitamente relacionadas. Ademais, as espécies B. canis e
B. suis também possuem uma estreita relacdo filogenética. Por outro lado, B. neotomae
e B. ovis apresentam o maior nivel de divergéncia genémica entre as espécies de
brucellas (MCVEY et al., 2016). Apesar dessa grande homologia, as espécies
apresentam diferentes hospedeiros preferenciais, viruléncia e potencial zoondtico
(SUAREZ-ESQUIVEL et al., 2020).

Interessantemente, foram identificados apenas 7 mil polimorfismos em 3,1MB
de sequéncias gendmicas compartilhadas entre as espécies de Brucella (MCVEY et al.,
2016). Pelo fato de, durante milhares de anos, a interacdo muito préxima entre as
brucellas e as células de seus hospedeiros tenha rearranjado o seu genoma, é provavel
que tenha gerado uma espécie de reducdo no fluxo génico, favorecendo a reducéo e a
simplificagdo dos genes, incluindo a eliminagdo de genes acessorios. Apesar disso, 0S
elementos genéticos necessarios para a adaptacdo ao hospedeiro foram mantidos ou
modificados, através de mutacOes, inversdes, translocacdes e inser¢do/ delecdo de
transposons. Diversas estruturas ortogonais, como o sistema de secre¢do tipo 1V, o
lipopolissacarideo, as moléculas do envelope celular e alternativas metabolicas

necessarias para a viruléncia e a vida intracelular de Brucella foram adquiridas e entdo
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remodeladas, juntamente com a caracteristica furtiva de driblar o sistema imune do
hospedeiro. A aquisi¢do de genes atraves da duplicacdo, mutacdo e reorganizacdo de
elementos genéticos moveis, como sequéncias de inser¢do, permitiu uma certa
diversidade entre espécies de Brucella. Genes codificantes como a cadeia lateral O da
LPS, flagelo funcional, fimbrias e algumas rotas metabdlicas variam entre as espécies
de brucellas. Ilhas gendmicas (IGs) e regibes andémalas compartilhadas também s&o
espécie-especifica (SUAREZ-ESQUIVEL et al., 2020).

O uso de técnicas como Multilocus Sequence Typing (MLST) e busca gendmica
de Single Nucleotie Polymorphisms (SNPs) permitem a genotipagem e caracterizagdo
filogenética de bactérias. O emprego dessas ferramentas permite 0 agrupamento em
clusters de cepas de acordo com a sua localizacdo geogréafica e sua historia evolutiva,
além do rastreamento de focos de infecgcdo e a sua distribuicdo global, mostrando-se
ferramentas epidemioldgicas importantes (SUAREZ-ESQUIVEL et al., 2020; YAN et
al., 2022). Com o uso de MLST e busca por SNPs ja foi possivel determinar, com 0s
genomas disponiveis, que mundialmente, as cepas de B. canis sdo separadas em duas
linhagens distintas e em diferentes subclados (Figura 3). A primeira linhagem é
composta majoritariamente por B. canis isoladas da Europa, Asia e Estados Unidos,
enguanto a segunda linhagem de paises da América do Sul, México, Estados Unidos e
Suécia (VICENTE et al., 2018).
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Figura 3 - Arvore filogenética construida a partir de single nucleotide polymorphisms de

53 cepas de Brucella canis

E}%b

FZOSA

100
BCB018 98

100
118

8512
400

A
@™

AR

109

E267
E278

92|
92
109
&,

8011
8002

0, E25g

100
100

ooV

o
&

004
0

Fonte: Vicente et al., 2018.

O Argentina

M Brazil

[ Chile

M China

B Colombia

M Finland

B France

B French Polynesia
£ Germany

O Japan

B Mexico

B NR

[ Ref B. canis

W Ref B. melitensis
@ Serbia

B South Africa

[J South Korea

[J Spain

B Sweden

[ United States

Até o momento (Julho/2023) 29 genomas completos de B. canis foram
sequenciados e disponibilizados nos bancos de dados. Estes genomas apresentam, em
média, um tamanho total de 3,2 Mbp, conteido G+C de 57,2%, ~3.000 regides
codificantes (CDS) (KIM et al., 2012; KADEN et al., 2014; VIANA et al., 2017;
GIRAULT et al., 2018; XU et al., 2019; GALARCE et al., 2020). Seu genoma contém,
aproximadamente, 3.000 open reading frames (ORFs), 55 tRNA e 9 rRNA (KIM et al.,
2012; VIANA et al., 2017; XU et al., 2019). Comparativamente a outras bactérias e até

a outras espécies do género Brucella, este nimero é extremamente baixo, o que dificulta

a realizacdo de estudos robustos para ampliar o conhecimento sobre a patogénese de B.

canis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos, genémico e filogenético

de isolados de B. canis.

3.2 Objetivos especificos
e Determinar a susceptibilidade dos isolados de B. canis;
e Sequenciar seus genomas;
e Anotar 0s genomas e procurar in silico genes de resisténcia e viruléncia;

e Construir arvore filogenética.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

A descrigdo dos experimentos realizados, os resultados obtidos, bem como a
discussdo dos mesmos serdo apresentados na forma de artigo cientifico. Neste item é
apresentada a versdo em inglés do artigo “Phenotypic and phylogenetic characterization

of Brucella canis strains”.



36

5 CONCLUSOES

o Pela primeira vez foi realizada a montagem gendmica hibrida de Brucella canis, pelo
uso de sequenciamento por HiSeq e Nanopore.

o A deteccédo de dois genes de resisténcia a antimicrobianos em todos os isolados desse
estudo pode revelar uma tendéncia quanto ao perfil de susceptibilidade a antimicrobianos para
os isolados da regido sul do Brasil.

o As analises filogenéticas revelaram o predominio do sequence type 20 (ST20) entre os
isolados desse estudo e a presenca de duas linhagens distintas baseado em single nucleotide
polymorphism (SNP) ao analisar isolados de diferentes paises.

o Os isolados desse estudo apresentaram um perfil de susceptibilidade a antimicrobianos
parecido, mesmo tendo uma diferenca de até 20 anos entre eles. Acreditamos que este
resultado seja devido a baixa exposicdo a antimicrobianos que esses isolados foram

submetidos, visto que, cdes com brucelose nédo séo tratados no Brasil.
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6 PERSPECTIVAS

o Aprofundar analises gendmicas em busca de mais genes de viruléncia e
patogenicidade, como genes envolvidos no sistema de secrecédo e de captacao de ferro.

o Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (MBC) dos isolados frente a outros antimicrobianos de outras classes, como das
fluoroguinolonas e dos macrolideos.

o Realizar ensaios de formacéo de biofilme para observar o perfil dos isolados.
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