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RESUMO - A adenite equina, popularmente chamada de garrotilho, é uma enfermidade contagiosa, causada
pela bactéria Streptococcus equi. A enfermidade é conhecida por ter alta morbidade e baixa letalidade e seus
prejuizos econémicos devem-se a perda de performance e alto custo do tratamento. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a presenca e o perfil de resisténcia a antibi6ticos de Streptococcus equi da cavidade nasal de equinos
higidos da regido de Fernanddpolis — SP. Foram utilizados 50 equinos higidos sem raca definida e com idade
entre 12 a 24 meses. De cada animal foram colhidas amostras de exsudato da cavidade nasal por meio de swabs
esterilizados e em seguida colocados em tubos contendo agar base acrescido com 5% de sangue ovino
desfibrinado. Os isolados que apresentaram colénias mucosas e B-hemoliticas foram analisados pela coloracao
de Gram, submetidos ao teste da catalase, e identificados pelo sistema API Rapid ID 32 Strep. Todos os isolados
foram avaliados em difusdo em placa. Foram isolados sessenta e sete amostras de Streptococcus equi, das
subespécies equi e zooepidemicus. Verificou-se prevaléncia maior de S. equi subesp zooepidemicus (p < 0,001).
A maioria dos isolados de S. equi subespécies equi foram mutirresistentes, havendo diferencas significativas
entre os diferentes antibidticos (p < 0,005), enquanto que foi verificada maior susceptibilidade nos isolados S.
equi subespécies zooepidemicus (p < 0,05). Os resultados obtidos mostraram que ambas as subespécies de
Streptococcus equi fazem parte da microbiota normal da cavidade nasal de equinos, e que as mesmas diferem
quanto a susceptibilidade aos antibioticos.
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ABSTRACT - Strangles is a disease of the respiratory tract of horses caused by Streptococcus equi. The disease
has high morbidity and low lethality, and produces economic losses due to low performance and high cost
treatment. This research focused on evaluate antibiotic resistance of Streptococcus equi from the nasal cavity of
healthy horses from the region Fernanddpolis — Sao Paulo. Fifty (50) mongrel healthy horses, ageing from
twelve to twenty four (12-24) months were used. Samples from the nasal cavity of each animal were obtained
using sterile swabs and after were cultured on blood agar base plus 5% defibrinated sheep blood. Plates that
showed mucous colonies and 3 - hemolytic were tested using Gram stain method, the catalase test, and identified
by the system API Rapid ID thirty-two 32 Strep. All isolates were analyzed by plate difusion. Sixty seven of the
obtained isolates were Streptococcus equi subspecies equi and zooepidemicus. There was higher prevalence of S.
subsp equi zooepidemicus (p < 0.001). Most isolates of S. equi subsp equi were antibiotical multiresistant with
significant differences between different antibiotics (p < 0.005), whereas higher susceptibility was observed in
isolated S. subsp equi zooepidemicus (p < 0.05). The results showed that both subspecies of Streptococcus equi
are part of the normal flora of the nasal cavity of horses, and that they differ in susceptibility to antibiotics.
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INTRODUCAO

O género Streptococcus € um grupo de bactérias
Gram-positivas, catalase negativos, anaergbios
facultativos e imoveis, que formam cadeias de
diferentes comprimentos, e podem infectar muitas
espécies animais, causando infeccdes supurativas
como mastite, adenite, metrite, poliartite e
meningite (Hirsh & Zee, 2003; Tortora et al., 2012).

Streptococcus equi  subespécie equi, agente
etiolégico da adenite, também conhecida como
garrotilho, em equinos é uma bactéria 3-hemolitica
pertencente ao grupo C de Lancefield, podendo ser
diferenciado de S. equisimilis e de S. equi subsp
zooepidemicus pela fermentagdo de trealose,
sorbitol, lactose e maltose (Kuwamoto et al., 2001,
Timoney, 2004). Pesquisas recentes sobre
homologia de DNA demonstraram que S. equi
subesp equi evoluiu do ancestral de S. equi subesp
zooepidemicus, ambas as espécies bacterianas estdo
fenotipicamemte e genotipicamente relacionadas
(Facklam, 2002, Webb et al., 2008, Quinn et al.,
2011, Waller et al., 2011).

A bactéria S. equi subesp equi afeta somente
equideos (Waller et al., 2011), enquanto que S. equi
subesp. zooepidemicus é considerado um micro-
organismo comensal oportunista do trato
respiratorio superior, capaz de causar doengas
secundarias, como problemas respiratérios e
pneumonias em equinos e em outras espécies,
incluindo o homem (Holden et al., 2009,
Rasmussen et al., 2013, Fulde & Valentin-Weigand,
2013).

A adenite equina é uma doenca altamente
contagiosa entre 0s equideos e apresenta alta
morbidade, baixa letalidade, podendo ocasionar
perdas econdmicas importantes principalmente pelo
alto custo do tratamento (Moloney et al., 2013). A
doenga caracteriza-se pela formagdo de abscessos
nos linfonodos regionais do trato respiratorio
superior que podem eventualmente romper,
supurando pela pele, ou drenando o contetdo pelo
trato respiratério superior (Harrington et al., 2002,
Waller & Jolley 2007, Waller et al., 2011; Quinn et
al., 2011). Além dos casos tipicos de adenite, foram
relatados casos de encefalites em equinos causadas
por infecgdes disseminadas de S. equi subesp. Equi,
além de hemiplegia laringeana, broncopneumonia,
pUrpura hemorragica, timanimso das bolsas guturais
(Goehring et al., 2005). Este agente infeccioso
possui fatores de viruléncia que auxiliam na
ocorréncia da enfermidade, sdo eles: céapsula de
&cido hialurénico, estreptolisinas, hialuronidase,
proteina M antifagocitica e estreptoquinases
(Harrington et al., 2002, Quinn et al., 2011).
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E importante salientar, que o S. equi subesp. equi é
um agente zoondtico para humanos que sao
eventualmente infectados através do contato com
equinos portadores ou doentes (Timoney, 2004).
Esse agente é frequentemente isolado do trato
respiratdrio  superior de equinos saudaveis
(Rasmussen et al., 2013).

O diagndstico da doenga é realizado por meio da
avaliacdo dos sinais clinicos e pela demonstragdo
do agente em esfregacos de exsudato nasal ou pus.
A confirmagdo do diagnéstico é realizada com o
isolamento da bactéria a partir do material
proveniente das lesbes ou drgaos afetados (Schild,
2001).

Apb6s o diagnostico da doenca, é recomendada
terapéutica com antimicrobianos. Sabe-se que o S.
equi subsp equi é sensivel a penicilina G, ceftiofur,
cloranfenicol, eritromicina, lincomicina e as
tetraciclinas (Quinn et al., 2011), no entanto o
surgimento de cepas resistentes € inevitavel. Assim,
0 objetivo deste trabalho foi isolar Streptococcus
equi da cavidade nasal de equinos higidos da regido
de Fernandopolis — SP, e caracterizar seu perfil de
susceptibilidade a antibidticos.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de
Microbiologia da Unicastelo entre agosto de 2014 e
julho de 2015. O projeto foi encaminhado a
Comissdo de FEtica para Uso de Animais —
CEUA/Unicastelo e 0 mesmo foi aprovado sob n°
1-00009/2012.

Foram utilizados 50 equinos higidos avaliados por
exame clinico direto, provenientes de 15
propriedades da regido de Fernanddpolis, SP, sem
raca definida e com idade entre 12 a 24 meses. De
cada animal foram colhidas amostras de exsudatos
da cavidade nasal por meio de swabs esterilizados e
material obtido foi acondicionado em meio Stuart
para o transporte. Para esta finalidade os animais
foram contidos em brete e com auxilio de swabs
foram colhidas amostras em duplicata, friccionando
suavemente a mucosa nasal evitando ocasionar
desconforto e dor para o animal. As amostras foram
acondicionadas em caixa isotérmica contendo gelo
reutilizdvel para transporte do local da colheita ao
laboratério, onde o processamento das mesmas foi
imediato.

Cada amostra foi cultivada separadamente em meio
base de &gar sangue (BAS, Oxoid®) acrescido de
5% de sangue ovino desfibrinado e incubado a 37°C
por 48 horas, em condicdes aerObicas e
anaerdbicas. Os isolados que apresentaram coldnias
mucosas e B-hemoliticas foram analisados pela
coloragdo de Gram em microscopio de luz, 0s cocos
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Gram-positivos agrupados em cadeia foram
submetidos ao teste da catalase utilizando-se
perdxido de hidrogénio (3%). As coldnias mucosas,
beta-hemoliticas, catalase negativa, contendo cocos
Gram positivos foram repicadas no meio de cultura
BAS, incubadas a 37°C por 24 horas para
classificacdo por meio da cor, densidade, superficie,
hemolise e tamanho das col6nias de acordo com a
metodologia proposta por Koneman et al. (2001).

As colbnias morfologicamente caracterizadas como
S. equi, sendo que a densidade bacteriana inicial foi
determinada pela absorbancia a 550nm usando a
escala de McFarland standard (BioMérieux, Marcy-
I’Etiole, France) que correspondeu
aproximadamente a 1,5 x 10° UFC mL™. A partir
desta solucdo foram realizadas diluicbes seriadas
resultando em concentracdo de 1,5x 10° UFC mL?,
e esta suspensdo empregada para inoculacdo da
placa do sistema APl Rapid ID 32 Strep,
(BioMérieux, Marcy-1’Etiole, France) de acordo
com as instrucdes do fabricante, e os resultados
obtidos apds 4 a 24 horas de incubagdo a 37°C.
Cada isolado foi também semeado em Phenol Red
Broth Base (DIFCO, Michigan, USA) contendo 1
% de trealose, sorbitol e lactose, incubados a 37°C
por 48 horas quando foi determinada a fermentagéo
dos carboidratos. Amostras da cepa padrdo de
Streptococcus equi subesp. equi ATCC 39506,
foram empregadas como referéncia.

O método de Kirby Bauer Modificado foi utilizado
para verificacdo da susceptibilidade antimicrobiana
in vitro (BAUER & KIRBY, 1966), sendo
avaliados 0s antimicrobianos amicacina (30ug),
estreptomicina  (10pg), gentamicina  (10ug);
amoxicilina (10pg), ampicilina (10pg), cefalexina
(30pg), cefalotina  (30pg), imipenem (10ug),
oxacilina (1pg), penicilina (10 UI); enrofloxacina
(5pg); sulfazotrim (25ug) e tetraciclina (30pg). Os
resultados foram interpretados de acordo com
parametros pré-estabelecidos (NCCLS, 2003).

De acordo com a metodologia descrita por
Krumperman (1983), foi calculado o indice de
resisténcia maltipla aos antimicrobianos (IRMA). O
IRMA foi calculado pela razéo entre o numero de

antibidticos aos quais o isolado foi resistente e o
nimero de antibidticos ao qual o isolado foi
exposto. Quando o IRMA ¢é superior a 0,2
caracteriza multirresisténcia.

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a
analise da variancia e a comparagdo das médias
pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade,
utilizando o software ASSISTAT, desenvolvido
pela Assistat Assisténcia Estatistica (Silva &
Azevedo, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras colhidas da cavidade nasal dos 50
equinos utilizados foram obtidos, apos cultivo, 67
isolados. As coldnias na sua maioria mucoides e
translucidas apresentaram didmetros que variaram
entre 1,0 a 4,0mm. Quanto a coloracéo, 27 isolados
apresentaram cor amarela e 40 a cor branca.
Colbnias mucoides de S. equi sdo virulentas, a
subespécie zooepidemicus sdo tipicamente ndo
mucoides, porém isolados frescos podem apresentar
certa mucosidade (Sweeney et al., 2005).

Por meio do sistema API Rapid ID 32 Strep e pela
fermentacdo dos carboidratos trealose, sorbitol e
lactose, os isolados com col6nias de cor amarela
foram identificados como pertencentes a espécie
Streptococcus equi subesp. equi, ndo fermentadores
de trealose, lactose e sorbitol, os de coldnias
brancas e fermentadores de lactose e sorbitol como
S. equi subesp. zooepidemicus. Nao foi constatada
variacdo no padrdo fermentativo dos carboidratos
nos isolados de S. equi. Estes resultados sdo
contrérios aos obtidos por Kirinus et al. (2011) que
verificaram que de 38 isolados, dois de
Streptococcus equi subesp. equi fermentaram a
lactose. 1sso pode indicar que a mesma subespécie
da bactéria demonstra  diferentes padrdes
fermentativos de carboidratos.

Do total de 67 isolados (Tabela 1), 14,9%
continham unicamente S. equi subesp.equi, 34,3%
S. equi subesp. zooepidemicus e 50,8% continham
ambas as subespécies, verificando-se prevaléncia de
S. equi subesp zooepidemicus (p < 0,001).

Tabela 1. Espécies de Streptococcus equi isolados da cavidade nasal de equinos higidos.

Espécies bacterianas

Numero de isolados

% de isolados

Streptococcus equi subesp equi 10c 14,9

S. equi subesp zooepidemicus 23 a 34,3

S.equi subesp equi+S. zooepidemicus 17b 50,8

Total 67 100
CV.% 7,75

*Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan com 5% de probabilidade.

Estes resultados foram condicentes com os obtidos
Mir et al. (2013) que ao avaliarem a microbiota da
cavidade nasal de equinos observaram que 17,44%

dos isolados corresponderam a S. equi subesp
zooepidemicus e 1,24% a S. equi subesp equi.
Resultados semelhantes foram obtidos por
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Jannatabadi et al. (2008) e Christley et al. (2010)
que também verificaram predomindncia desta
subespécie em amostras da cavidade nasal de
equinos com doencas respiratorias. Manzoor et al.
(2008) verificaram que de 70 amostras obtidas em
seu estudo, com amostras coletadas de nddulos e
abcessos de cavalos, 54% apresentaram S. equi
subesp.equi, 11% S. equi subesp zooepidemicus, e
em 11% foram isoladas S. equi subesp.equi e S.
equi subesp.equsimilis. Esses dados demonstram
que a bactéria S. equi subesp. equi, e a S. equi
subesp. zooepidemicus estdo presentes na cavidade
nasal tanto de equinos com doencas respiratorias
como também de animais higidos, podendo ser
transmitidas aos seres humanos, o que o torna um
importante agente zoon6tico para a salde publica.

A avaliagho da susceptibilidade das duas
subespécies de Streptococcus equi (Tabelas 2 e 3),
mostrou que houve menor resisténcia aos
antibidticos da subespécie zooepidemicus quando
comparada com a subespécie equi (p < 0,05), sendo
que os indices de resisténcia multipla aos
antimicrobianos (IRMA) foram de 42,5%, e de 70%
respectivamente. Estes resultados foram
semelhantes aos obtidos por Kirinus et al. (2011)
que verificaram maior indice de resisténcia em S.
equi subespécie equi. Isso pode estar relacionado ao
fato da adenite equina ser causada pelo S. equi
subespécie equi, e o tratamento instituido ser
baseado no uso empirico e indiscriminado de
antibidticos.

Tabela 2. Susceptibilidade e indice de resisténcia multipla a diferentes classes de antimicrobianos de
Streptococcus equi subespécie equi. isolados da cavidade nasal de equinos higidos.

ANTIMICROBIANOS

Amostras A E G A A CTC I OFP E L E P R S T

M S E MM E E M X E N I R O | U E IRMA

I T N O P F L I A NR N I L F T T
1,5,15,23 s §$ S R R § § § S § s | Il § S S R 018
2,3,4,24 S R SR R S S R § S S S S S I S R 02
6,8,9 s § § s § R § I S R S § S |1 I § R 018
7,25 R § §s §$ R § §$ R § R § § S § S S S 024
10, 14 s §s § s S R S I R I § S § R R R R 035
11,16, 22 R R S R RR S S S§ S S R S S R S S 04
12,13,17 s § § S R S R R S § | I § S § S R 024
18, 19, 26 R R §$ § § R S S5 I S § R S S § S S 029
20 S R R 1 I § S R § § I § R R S S S 1029
21,27 I R S R R R S § § § S | I § S S R 029
ATCC* R R R S § § 8§ § § S R § S § S S§ S 024

*Cepa padrdo Streptococcus equi subesp equi ATCC 39506. AMI = amicacina, EST = estreptomicina, GEN =
gentamicina, AMO = amoxicilina, AMP = ampicilina, CEF = cefalexina, CEL = cefalotina, IMP = imipenem,
OXA = oxacilina, PEN = penicilina, ENR = enrofloxacina, LIN = lincosamida, ERI = eritromicina, POL =
polimixina B, RIF = rifampicina, SUT = sulfazotrim, TET = tetraciclina. IRMA = indice de resisténcia multipla

a antimicrobianos.

No presente estudo os isolados apresentaram perfil
de  resisténcia  variavel, com  diferencas
significativas entre os mesmos, (p > 0,05). Entre os
diferentes antibidticos avaliados verificou-se que
100% (27) dos isolados de S. equi subsp equi foram
susceptiveis a enrofloxacina, enquanto que 66,7%
(18/27) e 63% (17/27) foram resistentes a
ampicilina e tetraciclina respectivamente, (Tabela
2). Estes resultados corroboram os obtidos por
Manzoor et al. (2008) que demostraram resisténcia
a tetraciclina em 100% dos isolados, ndo entanto
divergem dos observados por Sweeney et al.
(2005), que encontraram sensibilidade a ampicilina
em 100% (191) dos isolados de S. equi subsp equi.
Maior susceptibilidade foi observada para os
antibidticos gentamicina, eritromicina (26/27),
oxacilina,  sulfazotrim  (25/27),  cefalotina,
polimixina B (24/27), penicilina, rifampicina
(22/27) e lincosamida (21/27). Os resultados

147

obtidos nesta pesquisa diferem dos estudos
realizados por Sweeney et al. (2005) nos Estados
Unidos de Ameérica, Manzoor et al. (2008) no
Paquistdo e Kirinus et al. (2011) no Brasil onde
estes autores verificaram susceptibilidade a
penicilina em todos os isolados. Em relacdo a
oxacilina verificou-se que existem resultados
divergentes, os isolados estudados por Sweeney et
al. (2005) foram 100% susceptiveis, enquanto que
os avaliados por Kirinus et al. (2011) houve
resisténcia a este antibiético em 8% dos isolados,
enquanto no presente estudo 7,4% dos isolados
apresentaram resisténcia. A variabilidade no padrao
de resisténcia e susceptibilidade a antibidticos pela
bactéria em estudo pode estar relacionada a origem
da amostra avaliada. No local de estudo,
comumente usa-se tetraciclina para tratamentos de
diversas enfermidades. Como a bactéria foi isolada
de animais higidos, que nunca apresentaram a
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doenga, sendo assim, nunca foram tratados, a farmaco citado devido a outras doencas infecciosas,
mesma entra em contato rotineiramente com o desenvolvendo assim, resisténcia.

Tabela 3. Susceptibilidade e indice de resisténcia multipla a diferentes classes de antimicrobianos de
Streptococcus equi subespécie zooepidemicu isolados da cavidade nasal de equinos higidos.

ANTIMICROBIANOS

A E G AATCTCI OOPTETLTETPTRST
Amostras M S EMMETEMINXTETNTI RGO I U E IRMA
I T N OP FLPANJZ RNILTEFEFTT
1,2,4,15 S S SSsS I S S S S I S S S S S S S 000
3,6, 33, 40 S S SSsS S R S I S S SR S S S S S 012
5,7, 10, 16 S R SS S S I S I I S S S S S S S 006
8, 23, 36 R S $SS RR I I S S SRR S S S S 029
9, 20, 24 S S SS R S S S S S S R RU R S S S 02
11, 35, 37, S R SS RR SR RI RS S I 1 S 1 S S 02
12,13, 14, S R SS R S S I I S S R 1 I S R S 02
17,19, 20, R S SS S S S S S S S S S S S S S 006
18,25,6,27 S R S R R R S S R S R S S I S S R 041
21, 38, 39 S S S S S I S S S I I R S S S S 1 006
28 S R R R S S I R I S SR R SR S I 04
29, 34 S S S S I S I 1 S S R I S S S 1 S 006
30 S 1 S S S S S S I S S 1 S S I S S 000
31, 32 S S S S s S I R I S S S S S S S S 006
ATCC* R R RS S S S S S S R S S S S S S 02

*Cepa padrdo Streptococcus equi subesp zooepidemicus ATCC 39506. AMI = amicacina, EST = estreptomicina,
GEN = gentamicina, AMO = amoxicilina, AMP = ampicilina, CEF = cefalexina, CEL = cefalotina, IMP =
imipenem, OXA = oxacilina, PEN = penicilina, ENR = enrofloxacina, LIN = lincosamida, ERI = eritromicina,
POL = polimixina B, RIF = rifampicina, SUT = sulfazotrim, TET = tetraciclina. IRMA = indice de resisténcia
multipla a antimicrobianos.

O perfil de susceptibilidade de Streptococcus equi varidvel com porcentagens entre 0 a 17,5%,
subespécie zooepidemicus (Tabela 3) foi superior verificando-se  significAncia entre  diferentes
ao de S. equi subespécie equi (Tabela 2), IRMA isolados (p < 0,05).
superior a 0,20 foi verificado em 42,5 % e 74,1%
dos isolados, respectivamente, diferindo O surgimento de resisténcia a diversos antibiéticos
significativamente entre ambas as subespécies (p < é de consideravel importancia médica e pode estar
0,05). relacionada com a utilizagdo irracional e as vezes
sem controle no tratamento de doengas infecciosas
Todos os isolados de Streptococcus equi subespécie (Morales et al., 2010). Por esta razdo a utilizagdo
zooepidemicus apresentaram susceptibilidade a dos diferentes antimicrobianos deve ser considerada
penicilina (Tabela 3), corroborando os resultados cOmMo uma questdo ética na area da salde,
obtidos por Manzoor et al. (2008) que verificaram principalmente  relacionada a dosagens e
eficacia da penicilina e cefotaxime no controle administracdo adequada de cada farmaco (Kirinus
desta subespécie isolada de equinos com doenga et al, 2011). A resisténcia multipla aos
respiratéria. No presente estudo 35% (14/40) dos antimicrobianos pelas bactérias representa um risco
isolados foram resistentes a cefotaxime, enquanto potencial para salde dos animais e uma ameaca a
que 45% (18/40) apresentaram resisténcia a salide publica.
estreptomicina, 42,5% (17/40) a imipenem e 40%
(16/40) a ampicilina. Estudos realizados por CONCLUSOES
Morales et al. (2010) em equinos mostraram
resisténcia de S. equi subespécie zooepidemicus aos De acordo com a metodologia empregada e pelos
antibidticos amicacina, ampicilina, gentamicina, resultados obtidos concluiu-se que Streptococcus
acido nalidixico e ciprofloxacina, ja Kirinus et al. equi subespécie equi e Streptococcus equi
(2011) verificaram suceptibilidade de 100% dos subespécie zooepidemicus estdo presentes na
isolados a ampicilina, imipenem e estreptomicina. cavidade nasal tanto de equinos com doengas
respiratérias como também de animais higidos,
Em relagdo aos demais antibidticos avaliados podendo ser transmitidas aos seres humanos, o que

(Tabela 3), constatou-se que a resisténcia foi
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0 torna um importante agente zoonético para a
salde publica.

Também ficou evidente a resisténcia e
multirresisténcia destes patdgenos aos antibidticos
testados. A ocorréncia de adenite equina e o
tratamento instituido a esta doenga, que é baseado
no uso empirico e indiscriminado de antibidticos,
certamente esta causando este problema. Por isso, o
surgimento de resisténcia a diversos antibiGticos
pelos patégenos estudados é de consideravel
importancia médica e representa um risco potencial
para salde dos animais, além de ser uma ameaga a
salde publica.
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