UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA — UDESC
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS — CAV

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

ROBERTA FARIAS VEIGA

OCORRENCIA E RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS DE Streptococcus
equi subsp equi EM SANTA CATARINA

LAGES, SC



ROBERTA FARIAS VEIGA

OCORRENCIA E RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS DE Streptococcus
equi subsp equi EM SANTA CATARINA

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncia Animal da
Universidade do Estado de Santa Catarina
(CAV/UDESC), como requisito para obtencao
do titulo de Mestre em Ciéncia Animal.
Orientadora: Prof?. Dra. Sandra Maria Ferraz
Co-orientadora: Dra. Lidiane Raquel Eloy

LAGES, SC



Ficha catalogréfica elaborada pelo programa de geracdo automatica
da Biblioteca Setorial CAV/UDESC,

com dados fornecidos pela autora.

Veiga, Roberta Farias R
OCORRENCIA E RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS DO Streptococcus equi subsp equi EM
SANTA CATARINA / Roberta Farias Veiga. -- 2023.
60 p.

Orientadora: Sandra Maria Ferraz

Coorientadora: Lidiane Raquel Eloy

Dissertacdo (mestrado) -- Universidade do Estado de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias Agroveterinarias,
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncia Animal, Lages,
2023.

1. Adenite equina. 2. epidemiologia. 3. garrotilho. 4.
multirresisténcia. 5. cavalo. |. Ferraz, Sandra Maria. Il. Eloy,
Lidiane Raquel. 1lI. Universidade do Estado de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Agroveterinarias, Programa de
P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal. IV. Titulo.




ROBERTA FARIAS VEIGA

OCORRENCIA E RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS DE Streptococcus
equi subsp equi EM SANTA CATARINA

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia  Animal da
Universidade do Estado de Santa Catarina
(CAV/UDESC), como requisito para obtencdo
do titulo de Mestre em Ciéncia Animal.
Orientadora: Prof. Dra. Sandra Maria Ferraz
Co-orientadora: Lidiane Raquel Eloy

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dra. Sandra Maria Ferraz
Orientadora

Universidade do Estado de Santa Catarina

Dr. David Germano Gongalves Schwarz

Universidade do Estado de Santa Catarina

Dr. Raylson Pereira de Oliveira

Universidade Federal do Piaui

Lages, 18 de julho de 2023.



Todo amor e gratiddo aos meus pais e

meu irmdo. Essa conquista devo a voceés.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, que em sua infinita bondade me concedeu
saude e perseveranca para chegar até aqui, sem Ele nada é possivel!

Agradeco aos meus pais que sempre acreditaram e me incentivaram a seguir
todos os meus sonhos, nunca me limitando e sempre encorajando na busca de ser a
minha melhor versdo. Ao meu irmdo, meu xuxu, que sempre esta ao meu lado, ndo
me deixa desaminar e, com certeza € a alegria e luz que aquecem meu coracao! Ao
cunhado maravilhoso por seu cuidado e carinho, obrigada por cuidar de todos
enquanto estou longe!

A minha amiga e orientadora Sandra, a melhor pessoa para me ajudar nessa
caminhada, vocé foi e € exemplo a ser seguido, dentro e fora da academia. Aceitou
essa dificil tarefa, me incentivou e motivou em todas as etapas. Ao Bira querido, que
desde antes do ingresso no mestrado ja me auxiliava em conversas e decisées sobre
essa nova fase. Ao ser humano incrivel que a Anhanguera trouxe para minha vida:
Lidiane; obrigada pela amizade, paciéncia e por dividir comigo essa etapa. A Ana
Karina, sempre uma incentivadora e que ndo mediu esforcos para que projeto
ganhasse vida!

A toda equipe do CEDIMA, em especial a Rosane nossa Mulher Maravilha
dentro do laboratério, obrigada por toda tua dedicacdo e cuidado, obrigada por ser
uma alegria e uma rocha, mas principalmente, obrigada pela amizade. Aos bolsistas
do “Projeto Equinos”, obrigada pela dedicacao de vocés e por darem uma chance aos
cavalos. Ao Ricardo, pessoa tao iluminada que conheci nessa caminhada e que vou
levar para a vida! Vocé é fonte de inspiracdo, aguentou os desabafos e frustractes e
me ajudou (e ainda ajudara muito!) a ser cada vez melhor!

Aos gueridos colegas de mestrado que enfrentaram essa dificil jornada ao meu
lado. Vocés tornaram esses dois anos mais leves, mais divertidos e com certeza levo
cada um no coracao. Deus sabe o que faz, e no momento certo nos presenteia com
seres humanos incriveis.

Cada peguena coisa que acontece em nossas vidas, vem no momento certo e
hoje, ap6s 15 anos de graduada, concluo mais um sonho. Valeu a pena e chegou a

hora de recomecatr!



“Inferior a todos os seus pares no reino
animal, menos dotado fisicamente, mais
fraco, enxergando pior, ouvindo pior ainda,
sentindo a natureza muito pior ainda, o
homem fatalmente seria um escravo, o cavalo
fez dele um rei”

(Al Mutanabbi)



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo sobre a prevaléncia de Streptococcus
equi subsp equi no estado de Santa Catarina e avaliar o seu perfil de resisténcia aos
antimicrobianos. Para tanto, foram coletadas 420 amostras de suabe nasal, nos
municipios de maior concentracdo de animais de cada uma das seis regides do
estado, ndo sendo feita distincdo entre os animais com ou sem sinais clinicos. As
amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Bacteriologia — CEDIMA
(CAV/UDESC), em caixa isotérmica, dentro de 48 horas para isolamento e
caracterizacao fenotipica de cepas de Streptococcus. Seguiu-se a andlise por meio
de semeadura em &gar sangue a 5%, com avaliacAo das caracteristicas
morfotintoriais e andlise bioquimica por meio dos testes de catalase, esculina, bile-
esculina, CAMP, Voges-Proskauer (VP) e NaCl 6,5%, além da resisténcia a
bacitracina e sulfametoxazol+trimetoprin (STX). Para a diferenciacdo dos principais
Streptococcus beta-hemoliticos dos equinos foi utilizado o teste de fermentacdo dos
acucares lactose, maltose, sorbitol e trealose. O perfil de sensibilidade foi definido pelo
método de difusdo em disco, sendo testados 13 antimicrobianos de dez classes
diferentes, todos com uso regular na clinica médica de equinos. Apés a obtencéo dos
resultados de sensibilidade o indice de resisténcia a multiplos antimicrobianos (IRMA)
foi calculado, por meio da razdo entre o numero de antimicrobianos ao qual o isolado
foi resistente pelo total de antimicrobianos testados. Foram isoladas 49 cepas com
caracteristicas fenotipicas do género Streptococcus, sendo quatro delas
caracterizadas como S. equi subsp equi, determinando uma prevaléncia de 0,95%
(4/420). Estes isolados foram provenientes das regides do Vale do Itajai, Oeste e
Serrana. No presente trabalho encontrou-se 50% (2/4) dos isolados apresentando um
padrdo de multirresisténcia, sendo que 50% (2/4) dos isolados foi resistente a pelo
menos um dos antimicrobianos beta-lactamicos testado. Um dos isolados, no entanto,
apresentou 100% de sensibilidade aos antimicrobianos testados. As amostras se
mostraram 100% sensiveis a gentamicina, estreptomicina, eritromicina, cloranfenicol,
enrofloxacina e levofloxacina. Quando analisados os antimicrobianos: clindamicina,
tetraciclina, sulfametoxazol+trimetoprim e vancomicina todos apresentaram 25% (1/4)
de resisténcia e a rifampicina apresentou 75% (3/4) de resisténcia. Foi possivel atingir
0S objetivos propostos pelo estudo, verificando a prevaléncia de S. equi subsp equi

em Santa Catarina, identificando e isolando a bactéria em estudo e observando o perfil



de sensibilidade e multirresisténcia aos antimicrobianos. Conforme o conhecimento
desta autora, este se trata do primeiro estudo sobre a ocorréncia de S. equi subsp

equi em Santa Catarina.

Palavras-chave: Adenite equina, epidemiologia, multirresisténcia, cavalo



ABSTRACT

The objective of this work was to carry out a study on the prevalence of Streptococcus
equi subsp equi in the state of Santa Catarina and to evaluate its antimicrobial
resistance profile. For this study, 420 nasal swab samples were collected in the
municipalities with the highest concentration of animals in each of the six regions of
the state, with no distinction being made between animals with or without clinical signs.
The samples were sent to the Bacteriology Laboratory — CEDIMA (CAV/UDESC), in
an isothermal box, within 48 hours for isolation and phenotypic characterization of
Streptococcus strains. This was followed by analysis by sowing on 5% blood agar, with
evaluation of morphotintorial characteristics and biochemical analysis by means of
catalase, esculin, bile-esculin, CAMP, Voges-Proskauer (VP) and NaCl 6.5 tests %, in
addition to resistance to bacitracin and sulfamethoxazole+trimethoprin (STX). For the
differentiation of the main beta-hemolytic Streptococcus in horses, the fermentation
test of the sugars lactose, maltose, sorbitol and trehalose was used. The sensitivity
profile was defined by the disk diffusion method, testing 13 antimicrobials from ten
different classes, all of which are regularly used in equine medical clinics. After
obtaining the sensitivity results, the multiple antimicrobial resistance index (IRMA) was
calculated, through the ratio between the number of antimicrobials to which the isolate
was resistant by the total number of antimicrobials tested. Forty-nine strains with
phenotypic characteristics of the genus Streptococcus were isolated, four of which
were characterized as S. equi subsp equi, determining a prevalence of 0.95% (4/420).
These isolates came from the Vale do Itajai, Oeste and Serrana regions. In the present
study, 50% (2/4) of the isolates showed a multidrug resistance pattern, with 50% (2/4)
of the isolates being resistant to at least one of the beta-lactam antimicrobials tested.
One of the isolates, however, showed 100% sensitivity to the tested antimicrobials.
The samples were 100% sensitive to gentamicin, streptomycin, erythromycin,
chloramphenicol, enrofloxacin and levofloxacin. When analyzing the antimicrobials:
clindamycin, tetracycline, sulfamethoxazole+trimethoprim and vancomycin all showed
25% (1/4) resistance and rifampicin showed 75% (3/4) resistance. It was possible to
achieve the objectives proposed by the study, verifying the prevalence of S. equi subsp
equi in Santa Catarina, identifying and isolating the bacteria under study and observing
the profile of resistance and multidrug resistance to antimicrobials. To the knowledge



of this author, this is the first study on the occurrence of S. equi subsp equi in Santa

Catarina.

Keywords: Strangles, epidemiology, multidrug resistance, horse
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1 INTRODUCAO

A adenite equina, também conhecida como garrotilho € uma infec¢éo do trato
respiratorio superior altamente contagiosa em equideos. E causada pela bactéria
Gram-positiva Streptococcus equi subsp equi (S. equi equi), pertencente ao grupo C
de Lancefield, sendo desta forma um dos Streptococcus beta-hemoliticos importantes
na medicina veterinéria (MALLICOTE, 2015).

E uma das doencas infecciosas mais antigas reconhecida nos cavalos
(WALLER, 2013) e continua sendo uma das doencas infecciosas mais comumente
diagnosticadas e importantes em equideos ao redor do mundo (MORRIS et al, 2020).
Todavia, estudos epidemioldgicos investigando a prevaléncia, fatores de risco
associados a presenca da bactéria nas vias aéreas superiores e a suscetibilidade a
antimicrobianos desse microrganismo sédo escassos (JARAMILLO-MORALES et al,
2022).

E altamente transmissivel entre animais por contato direto e indireto e quando
ndo manuseada corretamente pode atingir niveis de morbidade de 90 a 100% em
populacdes livres do patdgeno, porém sua mortalidade € normalmente baixa (BOYLE,
2023), ocorrendo em até 10% dos animais nao tratados ou com diagndstico tardio
(MEDIG et al, 2016). Em alguns casos 0s equinos se recuperam da doenca, mas
podem se tornar “portadores silenciosos” da bactéria em suas vias aéreas superiores
(JARAMILLO-MORALES et al, 2022), sendo importantes na disseminacdo da
enfermidade para grupos de cavalos ndo infectados pelo microrganismo (PRINGLE et
al, 2019).

Os cavalos afetados perdem o apetite, desenvolvem febre e apatia, o que
resulta na perda de peso e letargia, reduzindo sua atividade fisica, especialmente
guando estdo sendo criados para fins atléticos e esportivos (IKHUOSO et al, 2020).
Os surtos resultam em grandes perdas financeiras para a industria equina e
proprietarios de cavalos, levantando preocupacdes com a saude e bem-estar dos
animais (BOYLE et al, 2018). A identificacdo rapida e precisa de cavalos infectados é
essencial para a implementacdo de procedimentos de biosseguridade apropriados
para controlar a propagacéao do patogeno (MORRIS et al, 2023).

As complicagbes da adenite equina incluem celulite secundaria em locais de
abscesso externo, empiema de bolsa gutural, com possivel formacdo de condroides,

sua persisténcia no estado de portador, abscesso metastatico, traqueostomias de
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emergéncia e raramente pneumonia ou miosite (BOYLE, 2016). A infeccdo (em
comum com outras infeccdes estreptococicas em cavalos) também pode desencadear
a doenca do complexo imune puarpura hemorragica associada a vasculite
generalizada, resultando em edema, que geralmente é fatal (WALLER e JOLLEY,
2007).

Streptococcus beta-hemolitico pode sobreviver em secrecédo purulenta seca
durante semanas (MCVEY et al, 2016), podendo chegar a 30 dias em condi¢cGes de
temperatura e umidade favoraveis (DURHAM et al, 2018). A disseminacéo do agente
via linfatica ou hematdgena pode levar a abscessos bastardos em cavidades
(abdominal e toracica), e, em casos menos frequentes, atingir o cérebro, valvulas
cardiacas, olhos, articulagbes e bainhas tendinosas (RADOSTITIS et al, 2002;
DURAM e GOEHRING, 2021). Sabe-se que o reconhecimento do estado de portador
€ de extrema importancia para o correto controle e eliminacdo do problema em
propriedades endémicas. A identificacdo dos portadores silenciosos no rebanho tem
sido associada ao aparecimento de novos casos (PRINGLE et al, 2019).

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos é importante para a escolha do
tratamento, principalmente porque o uso de tratamento antimicrobiano em pacientes
com adenite equina permanece um ponto de controvérsia (WILSON e MAGDESIAN,
2021; JARAMILLO-MORALES et al, 2022). A penicilina é o antimicrobiano de escolha
para o tratamento de infec¢des causadas por Streptococcus (IKHUOSO et al, 2020) e
relatos de resisténcia desses patdgenos aos beta-lactamicos sdo preocupantes.

Laboratérios de diagnéstico veterinario nos Estados Unidos tem observado
uma emergente resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos, como a penicilina
em cepas de S. equi equi e Streptococcus equi subsp zooepidemicus (BOYLE et al,
2018). Em geral, a incidéncia de resisténcia a maioria dos antimicrobianos é baixa,
com excecdo aos aminoglicosideos, incluindo a gentamicina, sendo essa
constantemente observada (BOYLE et al, 2018).

O aumento da resisténcia a penicilina entre isolados de Streptococcus
pneumoniae em todo mundo é resultado de eventos de transferéncia de genes
interespécies que envolvem espécies estreptocécicas comensais (CHI et al, 2007),
necessitando de maiores investigacoes se esses genes também sdo encontrados em
S. equi equi. Embora reconhecido como um problema emergente em animais de
companhia, a veiculacao de bactérias resistentes aos antimicrobianos por cavalos so

recentemente comecou a ser estudada (MADDOX et al, 2015). A maioria dos estudos
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epidemioldgicos de bactérias resistentes a antimicrobianos em cavalos centraram-se
na resisténcia em microrganismos como 0 Staphylococcus resistente a Meticilina
(MRS) e a Escherichia coli produtora de (B-lactamase de espectro estendido (ESBL)
(MADDOX et al, 2015; MOTA et al, 2021), ndo havendo muitas informagdes
disponiveis, até o0 momento sobre a situacdo da resisténcia em Streptococcus equi
subsp equi.

A auséncia de dados relativos a situacao da adenite equina em Santa Catarina,
associado aos poucos dados conhecidos em outros estados (LIBARDONI et al, 2016;
PANSANI et al, 2016) demonstram a necessidade um estudo epidemioldgico sobre a
prevaléncia de S. equi equi e uma investigacdo sobre o perfil de sensibilidade e

multirresisténcia desse microrganismo aos antimicrobianos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Equinocultura no Brasil

No Brasil, a partir do século XVIII, o cavalo comec¢ou a substituir o boi na aracao
e nos transportes, 0 que provocou uma procura crescente pelo cavalo para atender a
essa demanda. Atualmente a participacdo dos equinos no cotidiano esta evidente nas
mais variadas atividades como no transporte e na protecdo publica, no esporte, na
medicina, na historia e na cultura (JUNIOR e MURAD, 2016). Chama a atencéo que
mesmo com a incorporacdo de maquinas de Ultima geracdo e de ferramentas
tecnoldgicas, o cavalo continua sendo decisivo para o desenvolvimento de atividades
pecuarias e agricolas na grande maioria das propriedades produtivas nacionais (LIMA
e CINTRA, 2016).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2021),
o rebanho de cavalos em territdrio nacional € de 5.777.406 animais, sendo
considerado o maior da América Latina e o quarto maior rebanho do mundo, ficando
atras apenas de Estados Unidos, China e México (JUNIOR e MURAD, 2016). O
estado de Santa Catarina ocupa a 152 posi¢cao no ranking em nimero de animais no
Brasil (IBGE, 2021) e praticas como a equoterapia e esportes equestres tem crescido
nos ultimos anos, aumentando a exposicdo de pessoas a esses animais.

Além da criacdo de equinos para trabalho, esporte e lazer, o Brasil se destaca
pela comercializacdo e exportagcdo de animais vivos e carne de equideos. A utilizacao
da carne de equideos néo implica na mudanca do objetivo de sua criacdo, mas
constitui aproveitamento complementar dos exemplares descartados (SILVA, 2017).

Os negadcios envolvidos com a criagdo e a utilizacdo do cavalo ocupam uma
posicdo destacada tanto nos paises desenvolvidos como nos que estdo em
desenvolvimento (LIMA et al, 2006). No complexo Agronegécio do Cavalo, podem ser
identificadas e analisadas as relacfes e as interacdes de quase 30 diferentes agentes
e/ou segmentos envolvidos, revelando sua importancia econdmica, responsavel por
uma movimentacdo de 7,3 bilhdes de reais por ano (JUNIOR e MURAD, 2016).
Quanto a sua importancia social, a atividade responde pelo emprego direto de cerca
de 640 mil pessoas, podendo atingir por volta de 3,2 milhdes de pessoas se forem
também considerados os empregos indiretos (JUNIOR e MURAD, 2016). Mesmo com

essa movimentagao, os investimentos publicos sé&o irrisorios (LIMA e CINTRA, 2016).
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A renda gerada pelo agronegocio do cavalo pode ser encontrada nos mais
variados setores envolvendo esses animais, desde estabelecimentos de objetivos
comerciais (criacdo para vender produtos), profissionais (prestagao de servi¢cos para
terceiros, como, por exemplo, escolas de equitacao), e particulares (criagado para uso
préprio), em si, ha uma forte interacéo nos setores de lazer, cultura, esporte, trabalho,
turismo e também na salude, onde a equoterapia é indicada no tratamento de diversos
tipos de comprometimentos motores, mentais, sociais e emocionais (LIMA e CINTRA,
2016).

2.2 Streptococcus equi

O género Streptococcus consiste em bactérias Gram-positivas, com células
esféricas ou ovoides que estao tipicamente arranjadas em pares ou cadeias (Figura
01) (HARDIE e WHILEY, 1995). E um género importante de patdégenos primarios,
oportunistas e comensais hao patogénicos em humanos e animais (TIMONEY, 2022).
Esses cocos sdo aerObicos facultativos, ndo esporulados, catalase negativos,
homofermentativos, processo no qual o acido lactico é o unico produto da fermentacéo
da glicose e tem um requerimento nutricional complexo (HARDIE e WHILEY, 1995).

Figura 01 — Bactérias do género Streptococcus. Arranjo caracteristico

evidenciado pela seta amarela.

Fonte: Préprio autor, 2023.

A temperatura 6tima de incubacédo varia entre as espécies de Streptococcus,
porém usualmente encontra-se em torno de 37°C, por um periodo de 24 a 48 horas
(QUINN et al, 2005). Séo classificados sorologicamente através de caracteristicas
antigénicas de um polissacarideo de composigéo variavel, denominado carboidrato C,

detectavel por técnicas imunoldgicas. Tomando por base este polissacarideo, os
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estreptococos foram divididos em 20 grupos sorologicos (grupos de Lancefield),
designados por letras maiusculas do alfabeto de A a V (TEIXEIRA et al, 2008).

A hemdlise em agar-sangue é de grande importdncia na subdivisdo deste
género em espécies. Por exemplo, espécies que produzem os fatores de viruléncia
estreptolisina O ou S formam coldnias circundadas por uma grande area de hemdlise
total de hemécias, quando plaqueadas em agar-sangue, uma condicdo denominada
beta-hemolise (MADIGAN et al, 2016). Um sistema conveniente de diferenciacdo
permite dividi-los nas seguintes categorias: estreptococos beta-hemoliticos (S.
pyogenes, S. agalactiae, S. dysgalactiae e outras espécies dos grupos C e G, assim
como outras de ocorréncia menos frequente), Streptococcus pneumoniae,
estreptococos do complexo Streptococcus bovis/Streptococcus equinus e
estreptococos do grupo “viridans” (TEIXEIRA et al, 2008).

Quando nos referimos aos Streptococcus patogénicos para equideos, esta
incluso o Streptococcus equi subespécie equi (S. equi equi), 0 agente causador da
Adenite equina, Streptococcus equi subespécie zooepidemicus (S. zooepidemicus),
um importante causador de doencas respiratérias e metrites e o Streptococcus
dysgalactiae subespécie equisimilis (S. equisimilis), responsavel esporadico por casos
de linfadenite e placentite (TIMONEY, 2004). Todos classificados dentro do grupo C
de Lancefield e, por tanto, beta-hemoliticos. A primeira descricdo de Streptococcus
equi foi realizada por Jordanus Ruffus, em 1251 (MEGID et al, 2016).

Acredita-se que S. equi equitenha evoluido de uma cepa ancestral de S.
zooepidemicus através de um processo de ganho e perda de genes, portanto, a
populacdo moderna de S. equi equi tem relativamente pouca diversidade gendmica
(ROBINSON et al, 2018), que esta associada a uma ampla variedade de doencas em
cavalos e outros animais, incluindo humanos (HOLDEN et al, 2009). Ao mesmo tempo
gue demonstram uma relacdo proxima entre S. equi equi e S. zooepidemicus, seus
fendtipos resultam na criacdo das duas subespécies diferentes (HARDIE e WHILEY,
1995).

Varios sao os fatores de patogenicidade descritos para S. equi equi, entre eles
a proteina M e a capsula de acido hialurénico, ambos componentes da parede celular
bacteriana. A acdo antifagocitica da proteina M ocorre pela inibicdo do fator H do
complemento e pela ligacao ao fibrinogénio, impedindo o reconhecimento da bactéria
como estranha pelo sistema imune do hospedeiro. A acao antifagocitica do S. equi

equi € muito similar a proteina M dos Estreptococos do grupo A de Lancefield. A
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capsula de acido hialurénico esta relacionada a aderéncia da bactéria, quanto maior
a quantidade de capsula, maior a adeséo nas células epiteliais. (HOLDEN et al, 2009;
KIRINUS, 2010). Outros fatores de viruléncia como a hialuronidase, estreptolisinas,
estreptoquinases, peptideoglicano e exotoxinas pirogénicas também contribuem para

a evasao do sistema imune e formacédo de abscessos (TIMONEY, 2004).

2.3 Adenite equina

A adenite equina ou garrotilho € causada pela bactéria Gram-positiva
Streptococcus equi subsp. equi (S. equi equi), uma doenca altamente contagiosa,
aguda, caracterizada por inflamacéo e producao de secre¢do mucopurulenta no trato
respiratorio superior de equideos e, considerada uma doenca de notificacdo em
diversos paises (BOYLE et al, 2018). Nos Estados Unidos € a doenca infecciosa mais
frequentemente relatada em cavalos (MORRIS et al, 2023).

A enfermidade € onerosa para as fazendas afetadas devido aos gastos diretos
com exames diagnésticos, tratamento da doenca e suas complicacfes, exames de
acompanhamento, biosseguridade (higienizacdo de equipamentos de protecéo,
desinfeccdo de instalacdes, entre outros) como perda de receita para instalagdes
equinas afetadas (BOYLE et al, 2018), envolvendo a queda de performance em
treinamentos e impacto estético negativo pelo enfartamento e abscedacdo de
linfonodos, além da morte ocasional de animais (MEGID et al, 2016).

A infeccdo pode ocorrer em cavalos de todas as idades, mas 0os mais jovens
exibem sinais clinicos mais graves. Animais mais velhos, por outro lado, sdo menos
afetados e se recuperam mais rapidamente, devido ao melhor estado imunoldgico
(CHABRA et al, 2023).

A natureza da industria equina, onde os cavalos sdo movidos regularmente de
e para competicdes ou entre fazendas de criacdo, torna dificil controlar e prevenir
doencas infecciosas altamente contagiosas (DURAN e GOEHRING, 2021). Por ser
uma doenca que tem distribuicdo mundial, os surtos podem ocorrer quando muitos
cavalos sao reunidos ou reintroduzidos e apds a diminuicdo da imunidade da
populacdo (DOMINGUEZ et al, 2015).

A transmisséo pode ocorrer de maneira direta e indireta (MEGID et al, 2016),
sendo que o0s Streptococcus beta-hemoliticos podem sobreviver em secrecdo

purulenta seca durante semanas (MCVEY et al, 2016), podendo chegar a 30 dias em
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condi¢cbes de temperatura e umidade favoraveis (DURHAM et al, 2018). A bactéria é
inalada ou ingerida apds contato com descargas mucopurulentas de animais
infectados ou equipamentos contaminados (BOYLE, 2016). Sendo que em condigdes
de laboratério, S. equi equi sobrevive em madeira por 63 dias a 2 'C e em vidro e
madeira por 48 dias a 20 ‘C. Em condi¢cées de campo em materiais semelhantes, S.
equi equi parece sobreviver de 34 dias e até 72 dias ao passo que em condi¢cdes de
verdo tardias ao ar livre com exposicdo a luz solar e altas temperaturas, a
sobrevivéncia foi limitada a 1-3 dias (RYDEN et al, 2023).

Apés a entrada, o agente se liga as células nas criptas das tonsilas
nasofaringea e orofaringea usando as proteinas de ligacdo de superficie, de onde
penetra no epitélio e entra no tecido linféide. Dentro de 3 horas apoés a infecgdo, a
bactéria atinge os ganglios linfaticos da cabeca e pescoco (TIMONEY e KUMAR,
2008). Neste local se replica e desencadeia uma resposta inflamatéria, resultando em
um influxo de grande nimero de neutrofilos. Simultaneamente, os peptidoglicanos da
parede celular do organismo estimulam o sistema complemento e a geracao de
fatores quimiotéticos (FRIDBERG et al, 2023).

No entanto, o microrganismo possui varios fatores de viruléncia que o protegem
do sistema imunologico do hospedeiro, como uma capsula de acido hialurénico,
superantigenos e proteinas semelhantes a M (SeM) (TARTOR et al, 2020). Em
combinacdo, os fatores de viruléncia fornecem maior resisténcia a fagocitose,
explicando o fato de que os neutroéfilos, até certo ponto, sao incapazes de fagocitar o
patogeno (FRIDBERG et al, 2023).

A enfermidade caracteriza-se por inicio abrupto de febre, seguida por presenca
de muco no trato respiratério superior, evidenciado por secrecdo nasal mucopurulenta
(Figura 02) e edema agudo com subsequente formacéo de abscesso nos linfonodos
submandibular e retrofaringeo (Figura 03) (SWEENEY et al, 2005). Outros sinais
comumente observados séao faringite, dificuldade de degluticdo, anorexia, depressao
e apatia. Outros linfonodos da regido cranial do pescoco também podem ser afetados
e formar abscessos. A disseminagao do agente via linfatica ou hematogena pode levar
a abscessos bastardos em cavidades (abdominal e toracica), podendo, em casos
menos frequentes atingir o cérebro, valvulas cardiacas, olhos, articulagdes e bainhas
tendinosas (RADOSTITIS et al, 2002; DURAM e GOEHRING, 2021). Complicacdes
além do garrotilho bastardo (abscedacdo metastatica), como doencas nas bolsas

guturais (desde empiema até a formacdo de condroéides), purpura hemorragica e
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miosite podem seguir a infeccdo e devem receber diagndstico e tratamento
adequados (BOYLE, 2016).

Figura 02 - Animal da raca Mangalarga Marchador, apresentando secrecao

mucopurulenta em ambas as narinas.

Fonte: Préprio autor, 2023.

Figura 03 — Animais da raca Crioulo, com diferentes idades e presenca de
abscesso submandibular, evidenciado pelas setas amarelas.

Fonte: Préprio autor, 2023.
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A eliminacédo de S. equi equi inicia 2 a 3 dias ap0s o inicio da febre, fornecendo
uma janela em que os cavalos febris podem ser separados dos demais (BOYLE,
2016), auxiliando no controle da contaminacao do rebanho. Na maioria dos casos, a
eliminagdo persiste por, pelo menos 2 a 3 semanas, chegando com frequéncia a 6
semanas (SWEENEY et al, 2005).

A imunocompeténcia do cavalo infectado tem grande impacto na gravidade da
doenca. Cavalos mais velhos geralmente exibem uma forma menos grave da doenca,
caracterizada por inicio agudo de febre (inferior a 42°C), secrec¢ado nasal e pequenos
abscessos, enquanto cavalos mais jovens tendem a ter um desenvolvimento mais
grave da doenca, caracterizada por abscesso linfonodal que subsequentemente abre
e drena (FRIDBERG et al, 2023). Isso acontece porque aproximadamente 75% dos
equinos desenvolvem sélida e duradoura imunidade ao S. equi equi ap6s exposi¢cao
prévia, que parece ser mediada por IgG e IgA produzidas na mucosa local (SILVA e
VARGAS, 2006).

A maioria dos cavalos se recupera da adenite equina em um periodo de
algumas semanas, mesmo sem auxilio terapéutico (MEGID et al, 2016), embora as
sequelas da infeccdo por S. equi equi, incluindo depresséo, apatia e empiema de
bolsas guturais, bem como o desenvolvimento de condréides nas bolsas guturais, ndo
sejam incomuns (PUSTERLA et al, 2011). H& evidéncias de que uma proporcéo
moderada de cavalos continua a abrigar S. equi equi por varias semanas apés o
desaparecimento dos sinais clinicos, embora o microrganismo nao seja detectavel na
maioria dos casos em 4 a 6 semanas apos a recuperacao total do animal (SWEENEY
et al, 2005). Um cavalo recuperado pode ser uma fonte potencial de infeccdo por pelo
menos 6 semanas apés a remissao e resolucdo dos sinais clinicos (SWEENEY et al,
2005).

Um estagio cronico de portador convalescente pode desenvolver- se, com as
bactérias presentes na bolsa gutural. De acordo com a declaracdo de consenso do
American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM) pelo menos um em cada
dez cavalos que se recuperam da adenite equina falhara em livrar S. equi equi das
bolsas guturais por meses a anos (BOYLE et al, 2018). Esses animais Sdo 0s
principais responsaveis na disseminacdo da enfermidade para grupos de cavalos
livres do patdgeno e na persisténcia dessa doenca na populacdo mundial de cavalos
ao longo de milénios (PRINGLE et al, 2019).
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Os portadores persistentes de S. equi equi representam um desafio especial
na pratica clinica, pois representam um reservatorio oculto do patégeno, embora ndo
apresentem sinais clinicos de adenite equina. Portadores persistentes podem
transmitir o microrganismo a cavalos suscetiveis e, assim, complicar a erradicacéo de
surtos de doencas (FRIDBERG et al, 2023). Consequentemente, a identificacédo
desses portadores é de extrema importancia tanto para a erradicacdo quanto para a
minimizacdo da doenca. Estudos mostram que um Unico portador tem a capacidade
de disseminar milhdes de bactérias na dgua de um bebedouro no pasto, ap6s um
anico gole de agua (WALLER, 2014).

Devido a possibilidade de propagacdo da doenca por inalacdo, € importante
garantir a deteccdo e o diagndstico precoces para evitar vitimas desnecessarias
(IKHUOSO et al, 2020). O diagndstico é realizado de acordo com 0s sinais clinicos
apresentados pelo animal, como febre, presenca de secre¢cdo mucopurulenta nas
narinas e pelo isolamento do agente patogénico em esfregaco do exsudato ou pus
nasal. A cultura bacteriana de suabes nasais, lavados nasais ou pus aspirado dos
abscessos € considerado o padréo ouro para detecgdo do S. equi equi (SWEENEY et
al, 2005). A presenca de outros Streptococcus beta-hemoliticos pode dificultar a
correta identificacdo, sendo necessario o teste de fermentacdo de acucares para
correta identificacdo do agente (SWEENEY et al, 2005).

Outros métodos diagnésticos incluem diversas metodologias de reacao de
polimerase em cadeia (PCR), sendo em grande parte dos protocolos, a sequéncia de
DNA da proteina semelhante a M (SeM) tem sido utilizada (WALLER, 2014). A
sorologia através da técnica de ensaio imuno-enzimatico (ELISA) também pode ser
utilizada, buscando identificar a superficie da proteina SeM, sendo util para detectar
infeccdes recentes (4-6 semanas) (BOYLE, 2016).

O tratamento de cavalos que sofrem de adenite deve ser iniciado
imediatamente apds o diagndstico. Eles devem ser tratados com base na gravidade,
estagio e epidemiologia da doenca. Cavalos clinicamente doentes devem ser
mantidos em um ambiente quente, seco, livre de poeira e ndo devem ser mantidos
com outros cavalos (CHABRA et al, 2023). Como forma de tratamento, em animais
com abscesso linfonodal, a compressa quente e agentes amolecedores topicos
podem auxiliar no desenvolvimento e maturacdo dos abscessos, acelerando a
resolucdo (SWEENEY et al, 2005). Em casos clinicamente graves, o tratamento pode

incluir o uso de antimicrobianos, pois proporciona uma melhora clinica temporéaria,
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principalmente para agueles que apresentam dispneia por obstrucdo parcial das vias
aéreas superiores (FRIDBERG et al, 2023). Os anti-inflamatorios nédo esterdides
(AINE) séo recomendados para diminuir o edema e a febre e, assim, promover o bem-
estar e a melhora na alimentagéo (GUTIERREZ, 2013).

O uso de antimicrobianos é considerado controverso, pois cavalos tratados com
antibioticos ttm menos probabilidade de desenvolver imunidade a infeccbes por S.
equi equi e sdo mais suscetiveis a reinfec¢éo assim que o tratamento com antibiéticos
é interrompido (BOYLE, 2016; FRIDBERG et al, 2023), sendo a penicilina o
antimicrobiano de escolha para o tratamento de adenite aguda. Embora S. equi
equi seja considerado sensivel a maioria dos antimicrobianos, exceto aos
aminoglicosideos (FRIDBERG et al, 2023), o surgimento de cepas resistentes é
inevitavel (PANSANI et al, 2016). Tem sido relatado por muitos veterinarios que 0s
animais com adenite equina se recuperaram melhor quando receberam tratamento
com sulfadiazina-trimetoprim (IKHUOSO et al, 2020). O isolamento dos animais por
um periodo de 10 dias é uma préatica recomendada, como forma de contencdo da
doenca na propriedade (QUINN et al, 2005).

Como formas de prevencdo destacam-se as boas praticas de higiene de
alojamentos e equipamentos, o ndo compartilhamento de arreios, limpeza frequente
de comedouros e bebedouros, bem como de equipamentos veterinarios. Todos os
cavalos novos, ao entrarem na propriedade deveriam ser isolados por um periodo de
trés semanas, monitorando sinais de doenca bem como febre (BOYLE, 2016).
Atencao especial deve ser dada a cabrestos e outros materiais a base de poliéster,
com lavagens em temperatura de 60°C para eliminar o S. equi equi (RYDEN et al,
2023).

A maioria dos cavalos desenvolvem uma imunidade duradoura quando
recuperados do quadro clinico, que persiste em cerca de 75% dos animais por cerca
de 5 anos ou mais (SWEENEY et al, 2005). Varias vacinas contra adenite equina estdo
comercialmente disponiveis, no entanto, nenhuma destas pode prevenir totalmente
gue o animal contraia a enfermidade, embora possam reduzir os sinais clinicos
(TONPITAK et al, 2016). Devido a falta de dados sobre a protecdo que oferecem, a
vacinagdo contra adenite equina raramente é utilizada na Europa (REINHOLD e
VENNER, 2010).

A administracdo de vacinas inativadas (bacterinas) tem sido discutida e mostra-

se questionavel em diversos paises (QUINN et al, 2005). Apesar da baixa mortalidade
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e da boa imunidade desenvolvida pelos animais naturalmente infectados, a vacinagao
tem sido recomendada em propriedades endémicas, com grande numero de casos
cronicos. Estudos tém apontado que o uso de vacinas atenuadas ou de subunidade,
que induzem imunidade em mucosas confere, potencialmente, maior protecdo aos
animais vacinados (MEGID et al, 2016).

A reinfeccdo pode ocorrer entre 10 e 20% dos animais que apresentam
manifestacdes clinicas, denotando que a imunidade pdés-infecgdo ndo acontece na
totalidade de animais expostos (MEGID et al, 2016).

Atualmente se trata de um patdgeno com potencial zoonotico, embora com
baixa incidéncia de casos humanos (TRELL et al, 2017; IKHUOSO et al, 2020), mas
pode estar associada a bacteremia, sepse e meningite em hospedeiros
imunocomprometidos (TORPIANO et al, 2020). Apesar de rara a infeccdo em
humanos, deve-se levar em conta que os fatores de risco comumente identificados
foram imunocomprometimento, contato regular com cavalos e o consumo de laticinios
nao pasteurizados (SAMKAR et al, 2016; TORPIANO et al, 2020; GOSAI e GOSAI,
2023).

2.4 Métodos identificacdo

A cultura bacteriana € o método diagnéstico padrdo, mas esta metodologia pode
nao ter sucesso durante o periodo de incubacdo no trato respiratorio e nas fases
clinicas iniciais (PREZIUSO e CUTERI, 2012; TIMONEY, 2004). Agentes
pertencentes ao mesmo grupo C de Lancefield, como Streptococcus equi subsp
zooepidemicus (S. zooepidemicus) e Streptococcus dysgalactiae subsp equisimilis (S.
equisimilis) sdo frequentemente isolados de amostras clinicas como contaminantes
secundarios de casos de adenite equina sendo, portanto, necessario que se faca a
correta diferenciacéo entre essas subespécies (SILVA e VARGAS, 2006).

E necessario diferenciar S. equi subsp. equi de S. equi subsp. zooepidemicus,
para iniciar o tratamento especifico antes que se dissemine no rebanho (KOWALSKI,
2000). As colbnias das duas espécies bacterianas apresentam a mesma morfologia e
as coinfec¢cbes sdo dificeis de serem reconhecidas (PREZIUSO e CUTERI,
2012; TIMONEY, 2004).
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S. equi equi, produz coldénias mucoides, por causa da capsula de acido
hialurénico, com mais de 4mm de diametro e rodeadas por zona larga de beta-
hemdlise, apds 24 a 48 horas de cultivo e apresentam uma coloracdo dourada em
agar sangue (QUINN et al, 2005). S. zooepidemicus também produz colénias
mucoides, porém a capsula de acido hialurénico é frequentemente hidrolisada pela
hialuronidase produzida pelo proprio microrganismo durante o cultivo, do que resulta
uma colbnia achatada, transparente e opaca em agar sangue e, embora ambas
produzam beta-hemdlise, mutacdes no gene da estreptolisina, podem provocar
diferencas nas caracteristicas da hemalise e das colbnias (MAY et al, 2004; MORAES
et al, 2009).

A diferenciacdo bioquimica das subespécies pode ser vista na tabela 01 e
baseia-se na capacidade de fermentacéo de lactose, sorbitol e trealose. S. equi ndo
fermenta nenhum desses carboidratos, S. zooepidemicus, fermenta lactose e sorbitol
e S. equisimilis, trealose (KUWAMOTO et al, 2001).

Tabela 01 — Caracterizacdo do padrdo de fermentacdo de aclcares de

Streptococcus beta-hemoliticos isolados de animais.

Streptococcus S. equi equi S._eqw_ S. dys_ggla_qhae
zooepidemicus equisimilis
Grupo Lancefield C C C
Lactose - + Vv
Maltose + v +
Trealose - - +
Sorbitol - + -

Fonte: HARDIE e WHILEY, 1995.

+ positivo; - negativo, v variavel

Desenvolvimentos recentes na area da biologia molecular, como o PCR e a
analise de 16s rRNA resultaram em novos métodos que podem ser utilizados para a
identificacdo de bactérias. A utilizacdo de segmentos especificos do gene 16s rRNA
ja vem sendo amplamente utilizada na identificacdo das espécies de Streptococcus
(ALBER et al, 2004). A alta sensibilidade para deteccdo de S. equi equi com 0 uso da
PCR para detectar microrganismos vivos e mortos drenados a partir da faringe ou
bolsas guturais pode ser uma grande ajuda para identificar portadores silenciosos
(HARRINGTON et al, 2002).
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Porém a identificacdo da subespécie S. equi equi com base em reacdes
bioquimicas ou PCR permanece dificil, sendo que a principal desvantagem dos
protocolos de PCR atualmente disponiveis é que eles foram desenvolvidos sem
considerar a variacao entre diferentes cepas de S. zooepidemicus e possivel perda
dos alvos em algumas cepas de ambas as subespécies (KUDIRKIENE et al, 2015).

Alternativamente, a espectrometria de massa com ionizacdo por dessorcao a
laser assistida por Matrix (MALDI-TOF MS), usada para comparar perfis de proteinas
de células bacterianas inteiras com os espectros de referéncia, é cada vez mais usada
em muitos laboratérios de diagnostico em todo o mundo. Em comparacdo com a PCR,

o método é facil de executar e ndo requer reagentes caros (KUDIRKIENE et al, 2015).

2.5 Resisténcia aos antimicrobianos

O uso de antimicrobianos reduziu as taxas de morbidade e mortalidade
associadas a infec¢bes bacterianas ao redor do mundo, porém 0 uso extensivo e
muitas vezes inapropriado desses farmacos tem levado a selecdo de bactérias
resistentes, que sdo capazes de sobreviver na presenca dessas drogas, levando a
falha terapéutica (MOTA et al, 2021). O surgimento e a rapida disseminacdo da
resisténcia aos antibiéticos comprometem seriamente a eficacia clinica das terapias
antibiéticas atuais, representando uma séria ameaca a saude publica em todo o
mundo (ZHU et al, 2023).

A resisténcia antimicrobiana (RAM) representa uma das maiores ameacas ao
avanc¢o da medicina moderna. Em todo o mundo, cerca de 700.000 pessoas morrem
a cada ano de RAM, e espera-se que esse numero chegue a 10 milhdes anualmente
até 2050 (ZEON e KIBE, 2023). A epidemiologia da RAM em cavalos tem sido
estudada e esses animais sdo considerados reservatorios de bactérias resistentes a
antimicrobianos em varios paises; no entanto, esse assunto ainda € pouco
compreendido no Brasil (MOTA et al, 2021).

Existem duas maneiras de as bactérias desenvolverem resisténcia, a
resisténcia intrinseca e a resisténcia adquirida, sendo que a ultima ocorre com mais
frequéncia no ambiente. Geralmente, bactérias sensiveis a medicamentos podem
adquirir resisténcia a antibiéticos por meio de mutagcéo genética ou transferéncia de
genes, entre 0s quais a transferéncia horizontal de genes desempenha um papel
dominante (ZHU et al, 2023).
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Os mecanismos de resisténcia intrinseca se referem a quando as bactérias ja
possuem, em sua constituicdo, informacbes para apresentar 0 mecanismo
responsavel pela ineficacia do antimicrobiano (ABRANTES e NOGUEIRA, 2021),
sendo transmitido verticalmente. J4 a resisténcia extrinseca ou adquirida ocorre por
meio de mutacdes ou por mecanismos de transferéncia horizontal (RICE, 2012).

Novos mecanismos de resisténcia estdo surgindo e se espalhando pelo mundo,
ameacando nossa capacidade de tratar doencas infecciosas comuns, 0 que resulta
em doencga prolongada, incapacidade e morte (OPAS, 2021). Esforcos globais
coordenados foram feitos por varias instituices e organizacdes durante as ultimas 2
décadas para lutar contra a RAM (ZEON e KIBE, 2023). Sendo que as mesmas
classes de antimicrobianos utilizados para o tratamento em humano também sao
utilizadas em animais, portanto, o uso incorreto dessas drogas para tratar infeccoes
em animais de estimacéo pode contribuir para o surgimento de cepas multirresistentes
tanto na medicina humana quanto na veterinaria (SFACIOTTE, 2019).

Os cavalos sdo um dos potenciais reservatérios de RAM que podem ser
compartilhados com seres humanos por meio de contato direto ou indireto (BOURELY
et al, 2019). E dificil obter uma avaliacdo clara do estado geral de resisténcia
antimicrobiana em patdégenos bacterianos equinos, em parte porque ha poucos
relatorios de laboratoérios de diagnostico (PRESCOTT, 2020). Outro ponto importante
a ser destacado € uso empirico de antimicrobianos na medicina equina como uma
pratica comum (WILSON e MAGDESIAN, 2021), principalmente devido a falta de
acesso aos laboratérios de microbiologia e/ou ao tempo necessario para resultados,
gue muitas vezes ndo podem ser esperados pela exigéncia de rapida resolucdo do
caso (LONKER et al, 2020).

Segundo o CLSI, 2023, a penicilina e a ampicilina sdo as drogas de escolha
para o tratamento de infecces estreptocdcicas beta-hemoliticas. Em contrapartida,
diversos estudos envolvendo diferentes espécies estreptocdcicas também tem
relatado o aumento do género aos antimicrobianos beta-lactamicos, em especial a
penicilina. Estudo realizado por PRESCOTT (2020) sugere que S. equi equi e S.
zooepidemicus permanecem extremamente sensiveis a penicilina G, apesar da
provocacdo de quase 70 anos de uso, porém, em estudo realizado no Canada
(CLARK et al, 2008) ja se demonstrava inicio de resisténcia de cepas de S.
zooepidemicus a penicilina (95% das amostras foram consideradas sensiveis).

Laboratérios de diagndstico veterinario nos Estados Unidos tem observado uma
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emergente resisténcia a penicilina em cepas de S. equi equi e Streptococcus equi
subsp zooepidemicus (BOYLE et al, 2018).

O mecanismo de acdo desses antimicrobianos beta-lactamicos se da através
da ligacdo de maneira irreversivel ao seu receptor de acao, as proteinas ligadoras de
penicilinas ou PBPs (do inglés Penicillin-Binding Proteins). A ligacdo dos antibiéticos
beta-lactamicos as PBPs impede a formacao do peptidoglicano, ficando a célula em
crescimento defeituosa, rapidamente ocorrendo a lise osmaética (TAVARES, 2014).
Um paradigma para a resisténcia aos antimicrobianos e a transferéncia de genes entre
espécies de Streptococcus € representado pelos genes pbp em mosaico que
codificam as enzimas-alvo para antibiéticos beta-lactamicos, as proteinas de ligacao
a penicilina. O mecanismo é baseado em alteracdes das PBPs resultando na
diminuicdo da afinidade das PBPs aos antibioticos beta-lactamicos, melhorando a
sobrevivéncia da bactéria mutante (CHI et al, 2007).

Informacdes detalhadas sobre aparecimento da resisténcia aos
antimicrobianos em S. equi equi ndo foram encontradas durante essa revisdo, porém
0 aumento da resisténcia a penicilina entre isolados de Streptococcus pneumoniae
em todo mundo é resultado de eventos de transferéncia de genes interespécies que
envolvem espécies estreptocécicas comensais (CHI et al, 2007) e o observado em
estudo no Japdo, com a presenca de multirresisténcia (resisténcia aos beta-
lactamicos, macrolideos e quinolonas) em uma nova espécie Streptococcus alfa-
hemolitico, demonstram a possibilidade de transferéncia horizontal da resisténcia
entre esses Streptococcus (WAJIMA et al, 2022).
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Verificar a prevaléncia da bactéria causadora de adenite equina, Streptococcus

equi subsp equi, em rebanhos do Estado de Santa Catarina.

4.2 ESPECIFICO

Identificar a presenca de Streptococcus equi subsp equi em animais com ou sem

sinais clinicos.

Identificar o perfil de sensibilidade e multirresisténcia do Streptococcus equi

frente aos antimicrobianos de uso na Medicina Veterinaria.
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5 ARTIGO — OCORRENCIA E RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS DE
Streptococcus equi subsp equi EM SANTA CATARINA

5.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo sobre a prevaléncia de Streptococcus
equi subsp equi (S. equi) no estado de Santa Catarina e avaliar o perfil de resisténcia
aos antimicrobianos nos isolados. Foram coletadas 420 amostras de suabe nasal de
equinos com e sem sinais clinicos. O isolamento e caracterizacao fenotipica dos
isolados se deu por meio da semeadura em agar sangue a 5% ovino, seguido por
analise das caracteristicas morfotintoriais e analise bioquimica. Para a diferenciacéo
dos principais Streptococcus beta-hemoliticos dos equinos foi utilizado o perfil de
fermentacao dos acUcares lactose, maltose, sorbitol e trealose. O perfil de resisténcia
aos antimicrobianos foi definido pelo método de difusdo em disco, sendo testados 13
antimicrobianos de dez classes diferentes, todos com uso regular na clinica médica
de equinos, seguido pelo calculo do indice de resisténcia a multiplos antimicrobianos
(IRMA). Foram isoladas 4 cepas de S. equi, sendo a prevaléncia de 0,95% (4/420).
Quando analisados os antimicrobianos: penicilina, ceftiofur, clindamicina, tetraciclina,
sulfametoxazol+trimetoprim e vancomicina todos apresentaram 25% (1/4) de
resisténcia e a rifampicina apresentou 75% (3/4) de resisténcia. Dois, dos quatro
isolados (50%) apresentaram padrédo de multirresisténcia. Os isolados se mostraram
100% (4/4) sensiveis a gentamicina, estreptomicina, eritromicina, cloranfenicol,
enrofloxacina e levofloxacina. Este foi o primeiro estudo realizado no estado e, a partir
desses dados, pode-se dizer que Santa Catarina apresenta uma baixa prevaléncia de
S. equi e comprovou-se a presenca de cepas de S. equi multirresistentes no rebanho
equino em Santa Catarina.

Palavras-chave: Adenite equina, epidemiologia, multirresisténcia, trato respiratério
superior

5.2 INTRODUCAO

A criacdo de equinos no Brasil tem grande relevancia econdmica e social,
representando uma grande parcela no agronegdécio brasileiro, responsavel por uma
movimentacédo de 7,3 bilhdes de reais por ano e responde pelo emprego direto de
cerca de 640 mil pessoas, podendo atingir por volta de 3,2 milhdes de pessoas se
forem também considerados os empregos indiretos (JUNIOR e MURAD, 2016). O pais
possui 0 maior da América Latina e o quarto maior rebanho do mundo, ficando atras
apenas de Estados Unidos, China e México (JUNIOR e MURAD, 2016) e estado de
Santa Catarina ocupa a 152 posi¢do no ranking de nimero de animais (IBGE?, 2021).

As afeccbes do sistema respiratorio sdo de grande importancia na

equideocultura, produzindo significativas perdas econdmicas se sua deteccdo e
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tratamento ndo forem realizados precocemente (LACERDA, 2020). Dentre as
patologias que acometem o trato respiratorio destaca-se a adenite equina, sendo um
sério problema para os criadores de equideos no mundo todo (WALLER e JOLLEY,
2007). Os prejuizos relacionados com a doenca estéo relacionados a interrupgcédo de
trabalho, queda na performance de treinamento, bem como a gastos com tratamentos,
além do impacto estético negativo devido a abscedacao de linfonodos (MEGID et al,
2016).

Streptococcus equi subsp. equi (S. equi equi), bactéria Gram-positiva, beta-
hemolitica e pertencente ao grupo C de Lancefield (BOYLE, 2023), é o agente
causador da adenite equina ou garrotilho, uma doenca do trato respiratorio superior
em cavalos, altamente contagiosa e que continua sendo a doenca infecciosa equina
mais frequentemente diagnosticada em todo o mundo (NOLL et al,
2020). Consequentemente, os esforcos para melhorar o diagnostico e a prevencao
sdo de suma importancia para a industria equina (MORRIS et al, 2020). A infeccdo
pode ocorrer em cavalos de todas as idades, mas os cavalos mais jovens exibem
sinais clinicos mais graves. Cavalos mais velhos, por outro lado, s&o menos afetados
e se recuperam mais rapidamente, devido ao melhor estado imunolégico (CHABRA et
al, 2023), por terem adquirido imunidade apds exposi¢cao (TIMONEY, 2004).

Sabe-se que o reconhecimento do estado de portador é de extrema importancia
para o correto controle e erradicacédo da enfermidade em propriedades com potencial
endémico e, que a identificacdo dos portadores silenciosos no rebanho tem sido
associada ao aparecimento de novos casos (PRINGLE et al, 2019). Esses portadores
persistentes podem transmitir o microrganismo a cavalos suscetiveis comprometendo
a erradicacao de surtos da doenca (FRIDBERG et al, 2023).

A abordagem terapéutica para essa enfermidade depende dos sinais clinicos e
gravidade da doenca (MEGID et al, 2016). A maioria dos animais clinicos ndo exige
tratamento medicamentoso, requerendo apenas repouso e boas condi¢cdes de manejo
(BOYLE et al, 2018). Em casos clinicamente graves, o tratamento pode incluir o uso
de antimicrobianos (FRIDBERG et al, 2023).

A penicilina é o antimicrobiano de escolha para o tratamento de adenite aguda,
embora S. equi equi seja considerado sensivel a maioria dos antibioticos (FRIDBERG
et al, 2023; CLSI, 2023), o surgimento de cepas resistentes € inevitavel (PANSANI et
al, 2016). O aumento da resisténcia a penicilina entre isolados de Streptococcus

pneumoniae em todo mundo é resultado de eventos de transferéncia de genes
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interespécies que envolvem espécies estreptocécicas comensais (CHI et al, 2007). O
mecanismo é baseado em alteracdo das proteinas de ligacéo as penicilinas (PBP’s),
alvo dos antimicrobianos beta-lactamicos, resultando em diminuicéo da afinidade das
PBP’s ao farmaco (TAVARES, 2014). No Japdo, a presenca de multirresisténcia
(resisténcia aos beta-lactamicos, macrolideos e quinolonas) em uma nova espécie
Streptococcus alfa-hemolitico, demonstrou a possibilidade de transferéncia horizontal
da resisténcia entre esses Streptococcus (WAJIMA et al, 2022). Poucos dados estédo
disponiveis sobre a resisténcia aos antimicrobianos do S. equi, em especial no que
diz respeito a penicilina.

Os cavalos sdo um dos potenciais reservatorios de microrganismos
multirresistentes que podem ser compartilhados com seres humanos por meio de
contato direto ou indireto (BOURELY et al, 2019). Atualmente S. que equi €
considerado um agente com potencial zoonético (IKHUOSO et al, 2020), embora com
baixa incidéncia em humanos (TRELL et al, 2017), podendo estar associado a
bacteremia, sepse e meningite em hospedeiros imunocomprometidos.

O presente estudo teve como obijetivo verificar a prevaléncia de Streptococcus
equi subsp equi (S. equi equi) no rebanho equino do estado de Santa Catarina — Brasil

e avaliar o seu perfil de sensibilidade e multirresisténcia aos antimicrobianos.

5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Codigo de Etica em Pesquisa

O projeto foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) sob o protocolo 1476210622, no
Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV).

5.3.2 Area de estudo e populagédo-alvo

O estado de Santa Catarina tem uma area de 95.730.684 km? esté localizado na
regido Sul do Brasil, fazendo fronteira com Parana ao Norte, Rio Grande do Sul ao
Sul e com a Argentina a Oeste. Santa Catarina estd situada entre
os paralelos 25°57'41" S e 29°23'55" S e entre os meridianos 48°19'37" O e
53°50'00" O, na zona temperada meridional do planeta (SANTA CATARINA, 2016).

Geograficamente o estado foi dividido em seis mesorregides pelo Instituto Brasileiro


https://pt.wikipedia.org/wiki/Paralelo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Meridiano_(geografia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Zona_temperada
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de Geografia e Estatistica (IBGE?, 2022), sendo Grande Florianépolis, Vale do Itajal,
Norte Catarinense, Sul Catarinense, Serrana e Oeste Catarinense. De acordo com a
Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina (CIDASC), por
meio da base de dados do Sistema de Gestdo da Defesa Agropecuaria Catarinense
(SIGEN+/CIDASC, 02/2022) o rebanho equino catarinense consiste em 106.354
animais distribuidos da seguinte forma: Grande Floriandpolis com 11.186, Vale do
Itajai com 17.282, Norte Catarinense com 15.453, Sul Catarinense com 15.242,
Serrana com 17.271 e Oeste Catarinense com 29.920 animais.

5.3.3 Amostragem e selecdo das propriedades

Para o levantamento epidemioldgico, todas as seis mesorregides do estado foram
contempladas, considerando como populacdo em estudo o total de animais no
rebanho catarinense (Sigen+ 02/2022) e o numero de amostras foi definido por meio
do teste de suficiéncia amostral utilizando o pacote samplingbook (MANITZ et al,
2021) do programa RStudio (versao 1.4.1717). O teste de suficiéncia amostral utilizou
a seguinte formula: n=2Z? x P x Q x N/ e? x (N-1) + Z? x P x Q, onde n = tamanho da
amostra; Z = Intervalo de confianc¢a; P = populacao pertencente a categoria estudada;
Q = populacao que ndo pertencente a categoria estudada; N = tamanho da populacao;
e = erro maximo. Sendo a frequéncia antecipada de 50% de prevaléncia, por se tratar
da méxima estimada, com limite de confianca de 5% e intervalo de confianca de 95%,
chegando assim a uma amostragem minima de 383 animais. Para definir os
municipios integrantes do estudo, foi estipulado que fariam parte do estudo os
municipios com maior populacao equina de cada regido, com um nimero minimo de
700 animais no municipio para que este fosse considerado, chegando-se a um minimo
de trés municipios de cada regido. Por ndo haver diferenca estatistica entre o nimero
de animais por regido, foi estipulado um padrdo de 70 amostras em cada regido,
totalizando assim 420 amostras no estado e obtendo-se uma margem de seguranca
no numero de amostras. As propriedades foram selecionadas de forma aleatoria e
representaram diferentes perfis de criacdo e manejo (Figura 1), sendo que o0 numero
de propriedades selecionadas por municipio foi determinado segundo critérios da
tabela 01. Os equinos foram selecionados de forma aleatoria, representando
diferentes racas, ambos o0s sexos e idade entre 8 meses e 15 anos. Em cada

propriedade visitada, foi obtido o consentimento para realizagdo das coletas através
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da assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). As amostras

foram coletadas no inverno catarinense, nos meses de julho e agosto de 2022.

Joinville

Jaragua do Si

Chapeco

Tubarao

criciuma

Figura 1. Localizacdo das propriedades nas seis mesorregides no estado de Santa

Catarina, para o estudo de prevaléncia do S. equi equi em equinos.

Tabela 01 — Critérios para sele¢do do numero de propriedades a serem coletadas

por municipio.

Numero de animais por Numero de Numero de animais
municipio propriedades por propriedade
Até 700 animais 1a2 5a10
Entre 701 e 1.000 animais 2a3 5a15
Acima de 1.001 animais 3a4 10a 20

5.3.4 Coleta de amostras

As coletas das amostras foram realizadas com auxilio de suabes estéreis da
cavidade nasal no trato respiratorio superior de animais com e sem sinais clinicos,

dentro das propriedades selecionadas. A coleta foi realizada em ambas as narinas,
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limpando a regido externa com toalha de papel e a regido rostro-mediana foi
levemente friccionada com o suabe por cerca de 15 segundos em cada narina. Apos
a coleta as amostras foram acondicionadas em meio de transporte (Agar-agar 15%)
dentro de caixa isotérmica refrigerada (temperatura entre 2° e 8° C) e encaminhadas
ao Laboratério de Bacteriologia — Centro de Diagndéstico Microbioldgico Animal
(CEDIMA) do CAV/UDESC, em prazo maximo de 48 horas, para o isolamento e

identificacéo bacteriana.

5.3.5 Isolamento bacteriano e caracterizacao

As amostras foram semeadas por esgotamento em meio de cultivo agar sangue
ovino 5%, incubadas em estufa a 37°C, por até 48 horas. Apés o isolamento, seguiu-
se a analise macro e microscopica das colbnias. As amostras que apresentavam
caracteristicas morfotintoriais compativeis com o género Streptococcus foram
submetidas a realizac&o de provas bioquimicas para a identificacdo da espécie, sendo
realizados os testes de esculina, bile-esculina, CAMP, Voges-Proskauer (VP) e NaCl
6,5%, além da resisténcia a bacitracina e sulfametoxazol+trimetoprin (STX) conforme
Hardie e Whiley (1995) e McVey (2016). Na sequéncia a fermentacédo dos acucares
sorbitol, trealose, maltose e lactose, conforme Kuwamoto et al (2001). Os testes de
fermentacao de acucares permitiram diferenciar as subespécies de S. equi equi, S.
zooepidemicus e S. equisimilis. Para o controle positivo nos testes bioguimicos e de
fermentacdo de acucares foi utilizada amostra de Streptococcus equi subsp equi
ATCC33398.

5.3.6 Analise do perfil de resisténcia aos antimicrobianos

Para verificar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados foi
utilizado o método de difusdo em disco, em Agar Muller-Hinton acrescido de 5% de
sangue ovino desfibrinado (CLSI, 2023). Dez classes de antimicrobianos foram
selecionadas para o teste de sensibilidade (TSA), tendo como critério os 13
antimicrobianos mais utilizados para o tratamento de infecgfes do trato respiratorio e
demais infec¢cdes bacterianas em equinos. Foram utilizados o0s seguintes
antimicrobianos: Beta-lactamicos: peniciina G (10U) e ceftiofur (30uQ);
Aminoglicosideos: gentamicina (120ug) e estreptomicina (300ug); Macrolideos:

eritromicina (15 pg); Lincosamidas: clindamicina (2 pg); Ansamicinas: rifampicina (5



47

Mg); Fenicdis: cloranfenicol (30 ug); Fluorquinolonas: enrofloxacina (5 ug) e
levofloxacina (5 pg); Tetraciclinas: tetraciclina (30 pg); Sulfonamidas: sulfametoxazol-
trimetoprim (25 ug); Glicopeptideos: Vancomicina (30ug). As zonas de inibicdo de
crescimento ao redor de cada disco de antimicrobiano foram medidas e interpretadas

usando os critérios estabelecidos pelo CSLI humano e animal (2023).

5.3.7 indice de Resisténcia a Multiplos Antimicrobianos (IRMA)

Duas formas sé&o utilizadas para o calculo do IRMA: a primeira € quando o isolado
testado se apresenta resistente a pelo menos um antimicrobiano de trés classes
diferentes (CDC, 2019). A segunda € calculada pela razdo entre o numero de
antimicrobianos contra as quais cada isolado fora resistente e o numero total de
antimicrobianos testados (KRUMPERMAN, 1983). Comumente sdo testadas, no
minimo, dez classes e, neste caso, consideram-se indices 20,2 indicadores
fenotipicos de multirresisténcia (PANSANI et al, 2016). Ambos os critérios foram

utilizados e avaliados neste estudo.

5.3.8 Analise estatistica

Para analise de prevaléncia foi utilizado a formula padrdo Prevaléncia = NUmero
de isolados/populacdo amostrada x 100 (THRUSFIELD, 2007). O teste de suficiéncia
amostral foi realizado com o uso do pacote samplingbook (MANITZ et al, 2021). A
estatistica descritiva foi realizada com o uso da frequéncia absoluta (funcao table) e
frequéncia relativa (funcdo prop.table). Todas as andlises estatisticas foram

realizadas com auxilio do programa estatistico RStudio (verséo 1.4.1717).

5.4 RESULTADOS

5.4.1 Isolados de Streptococcus sp. e estudo da Prevaléncia

Das 420 amostras de suabe nasal coletados dos equinos, quatro foram
positivos para S. equi equi, determinando uma prevaléncia no rebanho equino de
Santa Catarina de 0,95% (4/420). Em relacdo aos dados por propriedade, obtivemos
uma prevaléncia de 7,69% (3/39) para 0 S. equi equi. Os dados referentes aos animais

coletados podem ser visualizados na tabela 02.
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Tabela 02 — Dados referentes aos 420 animais amostrados, nas seis regides

de Santa Catarina.

NuUmero de animais

Sim 27
Sinais Clinicos
Nao 393
Fémeas 223
Sexo
Machos 197

Do total de amostras analisadas, 11,66% (49/420) dos isolados apresentaram
caracteristicas pertencentes ao género Streptococcus, sendo cocos, Gram-positivos,
catalase e teste de NaCl 6,5% negativos. Os quatro isolados de S. equi equi
apresentaram perfil bioquimico e de fermentacdo padrédo, fermentando apenas a
maltose e ndo fermentando lactose, trealose e sorbitol (KUWAMOTO et al, 2001). Dois
desses isolados séo provenientes da regido do Vale do Itajai (na mesma propriedade),
um da regido Oeste e um da regido Serrana, podendo ser observados demais dados

na tabela 03.

Tabela 03 — Caracteristicas referentes aos isolados de Streptococcus equi

subsp equi em Santa Catarina.

Isolado Regiao Municipio  Sinal Idade Histdrico de surto Surto
clinico na propriedade resolvido

1 Vale do Itajai Camboriu Sim 1a Sim Néo

2 Vale do Itajai Camboriu Sim 1a Sim Néo

3 Oeste Xanxeré Nao 8m Sim Sim
4 Serrana Lages Sim 5a Nao Nao aplica

a= anos; m= meses

Nas demais amostras foram observadas caracteristicas padrdo para os testes
bioguimicos, bem como fermentacdo de acucares, para os Streptococcus beta-
hemoliticos S. zooepidemicus e S. equisimilis e para os alfa-hemoliticos S. bovis e S.
uberis. Sendo um isolado (0,23%) de S. zooepidemicus na regidao do Vale do Itajai, 25
isolados (5,95%) de S. equisimilis provenientes das regifes do Vale do lItajai, Sul,

Oeste e Serrana. Um isolado (0,23%) de Streptococcus bovis (S. bovis) oriundo da
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regido Serrana e 17 isolados (4,04%) de Streptococcus uberis (S. uberis) provenientes

das regides Sul, Oeste e Serrana.

5.4.2 Teste sensibilidade aos antimicrobianos e anélise do IRMA

Neste estudo verificou-se o0 uso rotineiro de beta-lactamicos nos tratamentos
de doencas infecciosas, em especial nas afec¢bes do trato respiratério, sendo a
preferéncia para o uso de penicilinas observada em 48,7% (19/39) e de ceftiofur em
17,95% (7/39) das propriedades visitadas. A sulfametoxazol-trimetoprim é a opcao de
escolha para o tratamento em 46,15% (18/39) das propriedades visitadas. Os
resultados do teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA), dos isolados de S.

equi equi podem ser observados na tabela 04.

Tabela 04 - Susceptibilidade antimicrobiana e indice de resisténcia multipla a
diferentes classes de antimicrobianos de Streptococcus equi subsp equi pelo método

de disco difusao.

Beta-lac Aminog Mac Linco Ans Fen Fluorqg Tetra Sulf Glico
Amostra IRMA

PEN CFT GEN EST ERI CLI RIF CLO ENO LEV TET SUT VAN

S R S S S S R S S S R R R 0,38

S S S S S S S S S S S S S 0,00

R S S S S R R S S S S S S 0,23
4 S S S S S S R S S S S S S 0,07
Beta-lac = beta-lactamicos; Aminog = aminoglicosideos; Mac = macrolideos; Lin = lincosamidas; Ans =
ansamicinas; Fen = fenicéis; Fluorq = fluorquinolonas; Tetra = tetraciclinas; Sulf = sulfonamidas; Glico
= glicopeptideos; IRMA = indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos; PEN = penicilina G; CFT
= ceftiofur; GEN = gentamicina; EST = estreptomicina; ERI = eritromicina; CLI = clindamicina; RIF =
rifampicina; CLO = cloranfenicol; ENO = enrofloxacina; LEV = levofloxacina; TET = tetraciclina; SUT =
sulfatoxazol-trimetoprim; VAN = vancomicina; R = resistente; | = intermediario; S = sensivel.

w N B

Os isolados apresentaram 100% de sensibilidade para a gentamicina,
estreptomicina (classe dos aminoglicosideos), eritromicina (macrolideo), cloranfenicol
(fenicdis), enrofloxacino e levofloxacino (fluorquinolonas). Para os antimicrobianos
beta-lactamicos  (penicilina e  ceftiofur), a clindamicina, tetraciclina,
sulfametoxazol+trimetoprim e vancomicina apresentaram-se resistentes em 25% dos
isolados (1/4) e 75% (3/4) destes apresentaram resisténcia para a rifampicina.

Uma amostra (25%) demonstrou sensibilidade a 100% dos antimicrobianos
testados, enquanto duas amostras (50%) apresentaram padrdo de multirresisténcia

em ambos os critérios referenciados.
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5.5 DISCUSSAO

Dos quatro isolados de S. equi equi, trés pertencem a animais com sinais
clinicos e um dos isolados é oriundo de animal sem sinais clinicos. As idades dos
animais positivos variaram entre 8 meses e 5 anos, conforme observado na tabela 03.

Dois desses isolados foram provenientes de uma mesma propriedade, na
regido do Vale do Itajai com histérico de surto de adenite equina recorrente. As maes
dos animais positivos apresentavam sinais clinicos durante o periodo final da
amamentacao e desmame. Alguns meses ap0s o desmame todos os animais desse
lote comecaram a apresentar sinais clinicos caracteristicos de adenite como tosse,
corrimento nasal e formacdo de abscesso submandibular. O fato de os animais
permanecerem no mMesmMo piquete em que Se encontravam com as maes com
manifestacéo clinica e em contato direto uns com os outros, demonstra o potencial
risco de transmissao da doenca, sendo que todos os 12 animais que estavam no
mesmo piquete apresentavam sinais clinicos semelhantes. Conforme Durham et al
(2018) a bactéria pode-se manter viva em diversas superficies, por diferentes
periodos, porém com a colonizacdo constante dessas superficies o controle da
infeccdo torna-se ainda mais dificil.

Um dos isolados foi procedente de um animal sem sinais clinicos, porém a
fazenda apresenta histérico de surto de adenite equina ha cerca de oito meses, tendo
sido solucionado. O animal em questdo teve contato prévio com animais clinicos do
local, podendo assim inferir que a propriedade, de alguma forma ainda alberga o S.
equi equi e que sua sobrevida pode ser mais longa do que encontrada em estudos
anteriores de Durham et al (2018) apontam para uma sobrevivéncia de S. equi equi
de 30 dias. Conforme Frosth et al (2018) a sobrevivéncia do patégeno € de cerca de
sete dias fora do hospedeiro e estudo realizado por Ryden et al (2023) demonstra
sobrevivéncia por cinco dias em diferentes superficies.

Por fim, um dos isolados € proveniente de um animal com sinais clinicos leves
de descarga nasal serosa, porém a propriedade ndo apresenta histérico de surto no
ultimo ano. Os animais dessa fazenda séo criados de forma extensiva, mantidos em
campo nativo e com acesso a corregos e riachos, ndo possuindo bebedouros
manufaturados nos campos, sendo que apenas o animal positivo apresentava sinais

respiratérios, sem registro de movimentacdo de animais (entrada e saida) nos ultimo
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seis meses. Como a bactéria é transmitida diretamente pelo contato com cavalos
infectados ou indiretamente através de equipamentos contaminados, como
equipamentos de treinamento, baias/objetos de pasto e baldes de agua (RYDEN et
al, 2023) e a contaminagdo ambiental com bactérias excretadas de um cavalo
infectado pode representar uma fonte significativa de contagio (DURHAM et al, 2018)
ndo é possivel inferir a forma de contagio com a bactéria para esse animal,
necessitando de maior investigagao.

A identificacdo rapida e precisa de cavalos infectados por S. equi equi é
essencial para a implementacdo de procedimentos de biosseguridade apropriados
para controlar a adenite equina (MORRIS et al, 2023). Ap0s o tratamento ou uma
resposta imune adaptativa, a maioria dos cavalos se recupera da enfermidade dentro
de algumas semanas (NOLL et al, 2020). No entanto, em aproximadamente 10% dos
cavalos convalescentes, material de abscesso residual seco e endurecido nas bolsas
guturais ou tratos sinusais formam condréides, que podem abrigar S. equi equi vivos
(WALLER, 2014). Esses animais “portadores” sdo tipicamente subclinicos, mas
eliminam S. equi equi intermitentemente em seu ambiente por meses ou até anos,
servindo assim como uma fonte persistente de infec¢cédo para outros cavalos (BOYLE,
2016), podendo justificar o quarto animal positivo. Por esse motivo um estudo de
prevaléncia, que envolve animais sem sinais clinicos se faz tdo importante.

A prevaléncia de S. equi equi encontrada em Santa Catarina foi de 0,95%. Em
um trabalho realizado no Rio Grande do Sul - Brasil (LIBARDONI et al, 2016) foi
encontrado uma prevaléncia de 2,37% e na india (MIR et al, 2013) encontraram
2,87%, em ambos estudo as amostras foram coletadas por suabes nasais de animais
clinicos e subclinicos. Um ponto a ser considerado com relagcdo aos estudos
anteriores € a amostragem de animais subclinicos e a coleta de material apenas da
cavidade nasal, conforme realizado no presente estudo.

A prevaléncia observada difere do encontrado nos estudos realizados por Clark
et al (2008), ljaz et al (2012) e Jaramillo-Morales et al (2022), que registraram
prevaléncia de 18,4%, 45,2% e 13,8%, respectivamente. Esses estudos envolveram
animais conhecidamente clinicos, coleta de material de lesGes caracteristicas, coleta
de material de bolsas guturais o que tornam mais facil o isolamento do patégeno,
podendo ter contribuido para a observacdo de maior prevaléncia.

Para a prevaléncia das propriedades de 7,69% (3/39), os resultados

encontrados vém de encontro aos obtidos em estudo realizado por Libardoni et al
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(2016) que encontrou uma prevaléncia de 5,86% (20/341) e difere do encontrado no
estudo de Jaramillo-Morales et al (2022) onde a prevaléncia para rebanho foi de 60%
(9/15). Em todos os trabalhos, as propriedades selecionadas n&o foram
exclusivamente positivas.

As praticas de biosseguridade em propriedades equestres costumam ser quase
nulas, sendo que diferentes pessoas podem ter acesso com facilidade aos animais.
Da mesma forma, a auséncia de espaco e emprego de quarentena em todas as
propriedades equestres visitadas aumenta as chances de introdugéo de S. equi equi
bem como de outros patdgenos. Conforme descrito por Boyle et al (2018), limitar a
exposicao dos animais continua sendo o melhor método para evitar infeccées por S.
equi equi. As medidas de biosseguridade devem incluir, mas nao se limitar a
quarentena e triagem dos recém-chegados, desinfeccédo e limpeza apropriada dos
equipamentos, isolamento e monitoramento de animais clinicos e seus contactantes
(FRIDBERG et al, 2023).

Neste estudo foi constatado o uso rotineiro de penicilinas em 48,8% e de
ceftiofur em 16,43% das propriedades visitadas, o que pode justificar o aparecimento
da resisténcia em 25% dos isolados para ambos antimicrobianos. Muitos clinicos a
campo e a propria literatura internacional ainda se referem ao S. equi equi como
geralmente sensivel aos antimicrobianos beta-lactamicos (BOYLE et al, 2018;
BUSTOS et al, 2018), justificando assim o uso empirico desses farmacos. Porém em
estudo realizado no Canada (CLARK et al, 2008) ja se demonstrava inicio de
resisténcia de isolados de S. equi zooepidemicus a penicilina (95% das amostras
foram consideradas sensiveis) e mantendo a sensibilidade de 100% dos isolados de
S. equi equi a penicilina e ceftiofur. Por essa visdo acerca da sensibilidade do S. equi
equi aos beta-lactamicos, diferentes investigadores e clinicos experientes nao
consideram necessario realizar testes de sensibilidade antimicrobiana de rotina e
utilizam a penicilina empiricamente (BUSTOS et al, 2018).

A sulfametoxazol-trimetoprim € opcao de escolha em 45% das propriedades
visitadas, quando do tratamento de enfermidades infecciosas diversas podendo estar
contribuindo para o aparecimento da resisténcia a esses farmacos, mesmo em
microrganismos comensais e oportunistas. Quanto a sensibilidade a sulfametoxazol-
trimetoprim, Clark et al (2008) encontrou uma sensibilidade de 79% para S. equi equi,
semelhante ao 75% encontrado no presente estudo. Ambos resultados diferem do

encontrado por Jaramillo-Morales et al (2022) e Kirinus et al (2011) onde 100% dos
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isolados de S. equi equi foram sensiveis a sulfametoxazol-trimetoprim. Tem sido
relatado por muitos veterinarios que os animais com adenite equina se recuperaram
melhor quando receberam tratamento com sulfadiazina-trimetoprim (IKHUOSO et al,
2020).

Segundo Boyle et al (2018) a incidéncia de resisténcia a maioria dos
antimicrobianos € baixa, com excec¢do aos aminoglicosideos, incluindo a gentamicina,
sendo essa constantemente observada, o que vai contra os achados no presente
estudo, onde a sensibilidade aos aminoglicosideos, incluindo a gentamicina foi de
100% (4/4). Esse resultado demonstra a importancia do médico veterinario alinhar seu
tratamento com a suspeita clinica e fundamentar a escolha do farmaco com base nos
testes de sensibilidade aos antimicrobianos em sua regido de atuagao.

Quando analisado o indice de resisténcia a matliplos antimicrobiano de S. equi
equi isoladas nesse estudo, a multirresisténcia foi caracterizada em 50% (2/4) dos
isolados e 25% (1/4) dos isolados foram sensiveis a todos os antimicrobianos
testados. Estudos realizados no Rio Grande do Sul, Brasil (KIRINUS et al, 2011),
encontraram 13% (5/38) de multirresisténcia e 39,4% (15/38) foram sensiveis a todos
0s antimicrobianos testados (20 antimicrobianos em 10 classes). Em estudo realizado
em Sao Paulo, Brasil (PANSANI et al, 2016), 70% das amostras identificadas como
S. equi equi apresentaram multirresisténcia. O surgimento de resisténcia a diversos
antimicrobianos € de consideravel importancia médica e pode estar relacionada com
a utilizacao irracional e as vezes sem controle no tratamento de doencas infecciosas
(MORALES, 2010).

O tratamento das infeccdes no trato respiratério superior de equinos depende
do estagio e severidade da doenca (BOYLE et al, 2018). Quando se trata de casos de
adenite equina, a opinido veterinaria permanece dividida quanto a utilidade do
tratamento com antimicrobianos (WALLER, 2014). Dependendo do local da infeccao,
a penicilina € comumente vista como a escolha preferida para o tratamento da doenca
estreptococica ndo pneumocoécica (CLSI, 2023), enquanto outras drogas sao
consideradas dependendo da facilidade de administragao.

Conforme WILSON e MAGDESIAN (2021) o perfil de sensibilidade
antimicrobiana de Streptococcus beta-hemoliticos, sdo um tanto previsiveis e néo
apresentam grande variacdo entre diferentes localizacbes geogréficas, sendo tal
afirmativa refutada pelo presente estudo onde os perfis de sensibilidade foram

bastante variados dentro das regibes de um mesmo Estado. Por esse motivo, é de
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extrema importancia que o veterinario realize exames de diagndéstico e antibiograma
para correta identificacdo do agente infeccioso e seu perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos antes da tomada de decis&o sobre o curso de tratamento.

Os veterinarios de equinos tém muitas questdes a considerar ao decidir se 0s
antimicrobianos séo indicados para o tratamento de um determinado paciente, em
especial quando analisamos o contexto da preocupacdo com a crescente resisténcia
adquirida de bactérias isoladas de humanos e animais (incluindo os cavalos) aos
antimicrobianos existentes e a escassez de novas drogas (WILSON e MAGDESIAN,
2021).

5.6 CONCLUSAO

O estado de Santa Catarina apresenta uma baixa prevaléncia de S. equi equi
e a presenca de S. equi equi multirresistente no seu rebanho equino. Esses isolados
circulantes apresentam resisténcia inclusive aos antimicrobianos de primeira escolha
no tratamento de infecgdes estreptocécicas respiratérias em animais e humanos,
devendo-se investigar a presenca de genes de resisténcia nos isolados. Para essa
autora esse é o primeiro relato cientifico sobre a ocorréncia e resisténcia de

Streptococcus equi subsp equi realizado em Santa Catarina.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados nesse trabalho sdo de extrema importancia para o
aumento na vigilancia das infec¢des por Streptococcus equi subsp equi, ndo s6 no
estado de Santa Catarina como no Brasil. A literatura internacional ja aponta casos de
resisténcia aos antimicrobianos, incluindo os beta-lactamicos e medidas de controle e
prevencao devem ser implementadas no maximo de propriedades equestres. Apesar
da baixa prevaléncia de infec¢cdes por S. equi, 50% das amostras mostraram-se
multirresistentes o que nos faz questionar como os médicos veterinarios de campo
estdo lidando com essas infeccfes. Estudos envolvendo o sequenciamento genético

dos isolados ainda serdo realizados.

Durante o periodo de coleta das amostras, um questionario foi aplicado em
busca de informacdes sobre os animais e propriedades positivos, sendo que esses
dados serao posteriormente analisados, na tentativa de identificar falhas no manejo e
melhores métodos de prevenc¢do na introducéo do S. equi equi em propriedades livres

do problema e sem histérico de surto.

Um dado importante que surgiu durante esse estudo é o grande numero de
isolados de Streptococcus dysgalactiae subsp equisimilis, sendo até o momento
considerado um microrganismo comensal, que pode causar doenca semelhante a
adenite equina assim como metrite. Mais estudos devem ser realizados com o objetivo
de entender melhor a importancia desse patdégeno, bem como se ha potencial
zoonatico, como ja demonstrado por outros Streptococcus beta-hemoliticos do grupo
C de Lancefield.
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7 ANEXOS
7.1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA — UDESC
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS — CAV
PROGRAMA DE POSGRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL — PPGCA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa sobre a presenca de
Garrotilho (Adenite equina) no rebanho catarinense. O projeto tem como objetivo
conhecer a prevaléncia (presenca) dessa doenca em nossos animais, sendo que 0s
resultados seréo divulgados por regido e nenhum dado do animal ou da propriedade
em que ele se encontra sera divulgado. Para participar vocé precisa autorizar a coleta
de material bioldgico do seu animal; saiba que é um procedimento indolor ao animal:
o material coletado sera um suabe nasal (vamos passar um cotonete no nariz e o
procedimento dura em torno de 30 segundos). A sua participacdo € de extrema
importancia para conhecermos melhor o Garrotilho e para que possamos elaborar
melhores medidas de seguranca para 0 nosso rebanho. Esse procedimento de coleta,

bem como o exame nao terd nenhum custo.

Eu, CPF
n° , proprietario e/ou responsavel do animal de nome
, espécie : raca

estou ciente da coleta de material biologico e autorizo o

procedimento para realizacado dos exames.

Santa Catarina, de de 20

Proprietario do animal



