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Resumo

E notdrio que os equinos sio potenciais reservatorios de bactérias zoonéticas, tais como a E. coli e Samonella, porém
h& pouca informacdo sobre seu papel como fonte de infeccdo e sobre o perfil de resisténcia destes agentes a
antibidticos. Neste sentido, objetivou-se verificar a prevaléncia de E. coli diarreiogénica em equinos do Norte do
Tocantins e a susceptibilidade do microrganismo aos principais antimicrobianos empregados em equinos e seres
humanos. Amostras de fezes de 72 equinos higidos foram coletadas da ampola retal e realizou-se a identificagéo da E.
coli por meio de provas bioquimicas. A detec¢do dos sorogrupos de E. coli diarreiogénica ocorreu empregando-se a
técnica de aglutinacdo em lamina. A susceptibilidade aos antimicrobianos seguiu a metodologia recomendada pelo
CLSI (2011) e NCCLS (2015). Detectou-se E. coli em 39 dos animais estudados e identificou-se 68 diferentes cepas,
sendo 32 diarreiogénicas. Destas, 26 eram enteropatogénicas, 5 enteroinvasoras e 1 enterohemorragica, refletindo o
papel dos equinos como reservatorios de estirpes patogénicas e como fonte de infecgdo a outros animais e seres
humanos, representando importante ameaga a sadde publica. A maior sensibilidade e resisténcia in vitro detectada foi
para Ciprofloxacina/Meropenem e Penicilina G, respectivamente. Isolados multirresistentes foram identificados,
predominando a resisténcia concomitante aos B-lactamicos, tetraciclinas e sulfonamidas. Conclui-se que os equinos
s30 potenciais reservatorios de E. coli patogénica, que o antibiograma é uma ferramenta indispensavel para a escolha
do agente antimicrobiano nos casos de colibacilose e, que pessoas que tem contato com equinos devem se atentar a
possivel transmissdo desse patégeno durante o manejo.

Palavras-chave: AMR; Antibiograma; Cavalo; Isolamento bacteriano; Zoonose.

Abstract

It is known that horses are potential reservoirs of zoonotic bacteria, such as Escherichia coli and Salmonella sp.
However, there is little information on zoonotic bacteria as potential sources of infection and antibiotic resistance.
Thus, the present study aimed to verify the prevalence of diarrheagenic E. coli (DEC) in horses from the northern
region of Tocantins, Brazil and determine the microorganism’s susceptibility to the main antimicrobials used in horses
and humans. By transrectal palpation, stool samples were taken from 72 horses health, and E. coli was identified by
biochemical tests. To detect the main DEC serogroups, the slide agglutination technique was performed. The
susceptibility to antimicrobials followed the methodology recommended by the Clinical and Laboratory Standards
Institute (2011) and the National Committee for Clinical Laboratory Standards (2015). E. coli was detected in 39 of
the studied animals and 68 different strains were identified, 32 (47.06%) of which were DEC. Of these, 26 (81.25%)
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were enteropathogenic, 5 (15.62%) enteroinvasive, and 1 (3.13%) enterohemorrhagic, which reflects the role of
equines as reservoirs of pathogenic strains and as source infection to other animals and humans, representing an
important threat to public health. Regarding antimicrobial resistance, the highest in vitro sensitivity and resistance was
for Ciprofloxacin/Meropenem and Penicillin G, respectively. Multidrug-resistant isolates were also identified, with
predominant resistance to B-lactams, tetracyclines and sulfonamides. It is concluded that equines are potential
reservoirs of pathogenic E. coli. An antibiogram is an important tool for the choice of an effective antimicrobial in
cases the colibacillosis. People who have contact with equines should pay attention to the possible transmission of
these pathogens during management.

Keywords: AMR; Antibiogram; Horse; Bacterial isolation; Zoonosis.

Resumen

Es bien sabido que los caballos son reservorios potenciales de bacterias zoonéticas, como E. coli y Salmonella, pero
hay poca informacion sobre su papel como fuente de infeccion y sobre el perfil de resistencia de estos agentes a los
antibidticos. En este sentido, el objetivo fue verificar la prevalencia de E. coli diarreiogénica en los caballos del norte
de Tocantins y la susceptibilidad del microorganismo a los principales antimicrobianos utilizados en los caballos y
seres humanos. Se recolectaron muestras de heces de 72 caballos sanos de la ampolla rectal y se identificd E. coli
mediante pruebas bioquimicas. La deteccidn de serogrupos de E. coli diarreiogénica se produjo mediante la técnica de
aglutinacion en ldmina. La susceptibilidad a los antimicrobianos siguié la metodologia recomendada por CLSI (2011)
y NCCLS (2015). Se detecto E. coli en 39 de los animales estudiados y se identificaron 68 cepas diferentes, 32 de las
cuales eran diarreiogénicas. De éstas, 26 eran enteropatogénicas, 5 enteroinvasoras y 1 enterohemorragica, lo que
refleja el papel de los caballos como reservorios de cepas patogénicas y como fuente de infeccidn para otros animales
y seres humanos, lo que representa una importante amenaza para la salud publica. La mayor sensibilidad y resistencia
in vitro detectada fue para ciprofloxacina/meropenem y penicilina G, respectivamente. Se detectaron aislamientos
multirresistentes, predominando la resistencia concomitante a betalactamicos, tetraciclinas y sulfonamidas. Se
concluye que los caballos son reservorios potenciales de E. coli patogénica, que el antibiograma es una herramienta
indispensable para la eleccion del agente antimicrobiano en casos de colibacilosis y que las personas que tienen
contacto con los caballos deben estar atentas a la posible transmisidon de este patégeno durante el trato con los
mismos.

Palabras clave: AMR; Antibiogram; Caballos; Aislamento bacteriano; Zoonosis.

1. Introducéo

Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa (Gyles & Fairbrother, 2010; Tenaillon et al., 2010) que juntamente
com outras presentes no ambiente, coloniza em horas o trato intestinal de animais recém-nascidos, permanecendo no
organismo de maneira comensal. Porém, alguns sorotipos sdo patogénicos (Lanz, Kuhnert & Boerling, 2003; Phillips et al.,
2004; Gyles & Fairbrother, 2010; EFSA, 2017) e responsaveis por altos indices de morbidade e mortalidade em humanos e
animais (Lanz, Kuhnert & Boerling, 2003; Gyles & Fairbrother, 2010), onde se destaca as E. coli diarreiogénicas (DEC)
(Nataro & Kaper, 1998; Kaper, Nataro & Mobley, 2004).

Embora a E. coli ndo seja considerada um patégeno primério grave vinculado a quadros diarreicos em equinos, esta
pode atuar como oportunista e agravar o quadro inicial apresentado pelo animal (Duijkeren, Van Asten & Gaastra, 2000) ou ao
ser eliminada peles fezes infectar outras espécies, inclusive o homem, colocando-a como um grande problema de saude
publica, principalmente, se a cepa eliminada for resistente ou multirresistente a antibioticos (Vo et al., 2007; Maddox et al.,
2015). Possuir um cavalo é um fator de risco para a transferéncia de enzimas que conferem resisténcia a maioria dos
antibidticos B-lactamicos (Jokisalo et al., 2010), colocando em evidéncia o risco a saide publica (De Lagarde et al., 2019).

A resisténcia antimicrobiana € uma importante ameaca para a medicina humana e veterinaria (Who, 2014; Porse et al.,
2017) e vem sendo evidenciada na clinica de equinos (Jokisalo et al., 2010; Van Spijk, Schmitt & Schoster, 2017). Contudo,
trabalhos envolvendo dados epidemioldgicos e moleculares na espécie sdo escassos (Maddox et al., 2012; De Lagarde et al.,
2019).

Frente ao exposto, objetivou-se com o presente trabalho verificar a prevaléncia de E. coli diarreiogénica em equinos
da regido Norte do Tocantins bem como a susceptibilidade do microrganismo frente aos principais antimicrobianos

empregados em equinos e seres humanos.
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2. Metodologia
Caracterizacdo da pesquisa, animais e coleta das amostras

A pesquisa realizada é do tipo quantitativa exploratoria com pesquisa de campo e laboratorial (Fontana, 2018;
Mazucato, 2018) em que as amostras de fezes de 72 equinos escolhidos aleatoriamente, sendo 54 machos e 18 fémeas, com
idade média de 7,10+3,61 anos, que pertenciam a 11 diferentes propriedades foram colhidas por palpagao transretal utilizando-
se luva descartavel apropriada e imobilizagdo parcial em tronco de contengdo especifico para a espécie (Casasnovas et al.,
2014). Os animais incluidos no estudo ndo apresentavam sintomas de enfermidade entérica, como diarreia e ou cdlica, e nem
haviam sido submetidos a antibioticoterapia por um periodo minimo anterior de 180 dias. Aproximadamente um grama de
fezes foi coletado por animal e imediatamente transferido para um tubo do tipo Falcon, identificado e que continha 2mL de
PBS-1x (NaCl 0,015 M, PO, 0,01 M, pH 7,2) utilizado para diluigdo da amostra. Os tubos foram transportados antes e ap6s a
coleta em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel. O tempo entre a coleta da amostra e o inicio do processamento foi de até

duas horas.

Isolamento e Identifica¢@o bacteriana

Uma aliquota da amostra foi inoculada em caldo selenito cistina (Himedia®) e incubada a 37°C por 24 horas. Apds
observacdo de turvacdo, o material foi semeado em agar MacConkey (Himedia®) e incubado a 37°C, por 24 horas. A
identificacdo da E. coli deu-se por provas bioguimicas seguindo a metodologia proposta por Krieg e Holt (1984) e Gomes e

Hernandes (2015). As amostras confirmadas como E. coli foram semeadas em tubo contendo &gar nutriente para conservacao.

Detecgd@o dos sorogrupos de E. coli por aglutinagd@o em lémina
Amostras previamente armazenadas em agar nutriente foram repicadas em &gar BHI (Brain Heart Infusion) (Sigma-
Aldrich®) e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Os testes foram realizados de acordo com a recomendacéo do fabricante.
Para determinagdo dos sorogrupos EHEC foi utilizado o soro anti E. coli 0157 (Probac do Brasil®), para os EPEC, o
soro polivalente anti E. coli enteropatogénica classica (Polivalente A, B e C) (Probac do Brasil®) e para os EIEC o soro
polivalente anti E. coli enteroinvasora (Polivalente A e B) (Probac do Brasil®). A presenca de aglutinacdo era considerada

resposta positiva para avaliacéo.

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

As cepas estocadas em agar nutriente foram repicadas em agar BHI e incubadas a 37°C por 24 horas, para crescimento
e obtencdo de col6nias isoladas. A susceptibilidade aos antimicrobianos (antibiograma) seguiu a metodologia recomendada
pelo CLSI (2011) e NCCLS (2015), o qual ¢ baseado no método de Bauer et al. (1966). Como controle do teste utilizou-se a
cepa de referéncia E. coli ATCC 25922.

Os antibioticos utilizados foram: betalactamico associado a inibidor de betalactamase (Amoxicilina com Acido
Clavulanico - 20/10ug), aminoglicosideos (Gentamicina — 10ug), quinolonas (Ciprofloxacina — 5pg), carbapenens
(Meropenem — 10pg), fluoroquinolona (Enrofloxacina — 5ug), sulfas (Sulfonamida — 300pg; Sulfazotrim — 25ug), cefepima
(30pg), florfenicol (30ug) e tetraciclina (30ug). A leitura do teste foi interpretada de acordo com a tabela proposta pelo
fabricante (Cefar®) (Laborclin®).

Andlise Estatistica
Os dados foram apresentados de forma descritiva e os resultados expressos em suas frequéncias absolutas e relativas
(Sampaio, 2015).
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3. Resultados e Discussao

Na presente pesquisa isolou-se E. coli em 39 dos 72 cavalos testados (54,16%) e identificou-se por meio da sorologia
68 diferentes cepas, das quais 32 (47,06%) eram diarreiogénicas (DEC). Destas, 26 (81,25%) eram enteropatogénicas (EPEC),
05 (15,62%) enteroinvasoras (EIEC) e 01 (3,13%) enterohemorragica (EHEC).

Foi descrito que a E. coli é facilmente isolada nas fezes de animais com e sem diarreia e que ¢é a principal bactéria que
coloniza o intestino dos animais domésticos sadios, sendo o intestino grosso o local de predilecdo (Tenaillon et al., 2010). Seu
papel comensal foi atribuido a absorcdo de vitaminas e de impedir a fixacdo de bactérias patogénicas, devido a ocupacdo da
mucosa intestinal (Ferreira & Kndobl, 2009). Porém, embora exista esta relagdo de mutualismo, a E. coli possui estirpes
patogénicas, como o patétipo diarreiogénico (Croxen & Finlay, 2010), que podem ser nocivas a salde humana e animal (Lopes
et al., 2016) e, por isso, o isolamento e identificacdo sdo importantes, por permitir diferenciar as patogénicas das nao
patogénicas, realizar investigacdes epidemiologicas (Gyles & Fairbrother, 2010) e estabelecer, devido ao convivio proximo do
homem com o cavalo, a relagao entre infec¢do animal e a saade publica.

Assim como nas aves (McPeake, Smyth & Ball, 2005), a infec¢do por E. coli nos equinos ocorre principalmente de
forma secundéria (Duijkeren et al., 2000), no entanto a infec¢do pode agravar quadros primarios e também atingir os seres
humanos, uma vez que 0s equinos atuam como reservatorios de cepas patogénicas e zoonéticas como as EPEC e EHEC, o que
demonstra a forte relacdo com a salde humana (Vo et al., 2007; Maddox et al., 2015; Souza et al., 2017) e a indissociabilidade
entre salde animal, humana e ambiental.

Embora a maioria das infec¢des em humanos foram relacionadas ao consumo de alimentos de origem bovina, 4gua
contaminada com fezes bovinas ou contato direto com esta espécie, outras fontes de contaminagdo existem e ndo foram
completamente elucidadas (Beuchat, 2002). Dentre elas, estdo o uso de estrume animal inadequadamente tratado (Wilson et al.,
2009) para a adubacdo da terra, principalmente, em hortas residenciais, de agricultura familiar, de baixa producdo e na
agricultura sustentavel. Foi demonstrado durante inoculacdo experimental, que a E. coli O157:H7 tem um poder de
sobrevivéncia em fezes de equinos muito superior a encontrada em ovelhas, bovinos e porcos (Williams et al., 2008).

No mesmo sentido, em propriedades de baixa produc¢do, o cavalo ainda € costumeiramente empregado como animal
de tragdo e suas fezes eliminadas durante o trabalho, podem contaminar o solo a ser utilizado bem como vegetais a serem
consumidos (Lengacher et al., 2010).

Nos animais, a EPEC, é considerada um dos mais importantes patétipos (Gomes & Hernandes, 2015), pois promove
lesdo no epitélio intestinal do tipo A/E (attaching and effacing) (Gomes & Hernandes, 2015; Kaper et al., 2004),
desencadeando resposta inflamatéria e alterando morfologicamente as microvilosidades (Knutton, Lloyd & McNeish, 1987), o
que resulta clinicamente em diarreia aquosa com muco, febre e desidratacdo (Rodriguez-Angeles, 2002). Em humanos é a
principal responséavel por enteroinfecgdes, tanto em adultos como em criangas (Chandran & Mazumder, 2013). Contudo,
nenhum animal inserido no estudo apresentava alteracdo compativel com distlrbio gastroentérico (célica e ou diarreia) e por se
tratar de portadores assintomaticos/carreadores assintomaticos que desempenham importante papel como fonte de infeccéo a
outros individuos, revela um grande problema a satde animal e publica. Nos seres humanos, estes portadores assintomaticos
podem albergar e disseminar a bactéria por semanas ou meses (Gomes & Hernandes, 2015; Huijbers et al., 2013;
Klemm, Hancock & Schembri, 2007), fato que pode ocorrer também com 0s equinos.

Sendo o cavalo um animal domesticado e com contato proximo aoc homem, a chance de transmissdo de agentes
infecciosos aumenta (Hernandes et al., 2009) e aponta a necessidade de inclusdo dos equinos nas a¢Bes sanitarias de impacto
na saude publica (Rodriguez-Angeles, 2002), fato muitas vezes esquecido. Cepas de E. coli foram isoladas em fezes de
criadores e de seus cavalos, indicando uma fonte comum de contaminacdo ou a transmissdo zoonoética entre o cavalo e 0
criador (Lengacher et al., 2010). Outra relagdo estabelecida foi no caso de infeccdo em uma crianga que havia visitado trés dias

4


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16383

Research, Society and Development, v. 10, n. 7, 17310716383, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16383

antes do aparecimento dos sintomas uma pequena fazenda que possuia alguns animais (cabras, um p6nei, uma vaca e seu
bezerro e dois cées) e isolou-se 0 mesmo agente (E. coli 0157:H7) do pbnei e de um dos cées (Trevena et al., 1996). Em um
estudo realizado na Coreia, 0s autores descreveram como potencial fator de risco para a infeccdo de pessoas ligadas
diretamente aos equinos, o contato frequente com estes animais (Chung et al., 2016). Ainda, a contaminacdo de aguas
superficiais por animais que albergam a E. coli e a possivel contaminacdo do homem também foi levantada (Chandran &
Mazumder, 2013). Todas as situagGes expostas sustentam a relagdo sanidade animal e satde publica e a necessidade da adogao
adequada de medidas sanitarias, implementadas apés levantamento epidemioldgico nas populagdes, incluindo-se os equinos
neste cenério.

O isolamento de uma EHEC pode ser destacado como um grande achado deste estudo, uma vez que apenas 0S
bovinos sdo considerados como os principais reservatorios deste agente (Bardiau et al., 2012; Caprioli et al., 2005; Manning et
al., 2008). Muitos bovinos por ela infectados ndo apresentam sinais clinicos, porém constituem reservatorio para outro bovinos,
0 homem (Gyles, 2007; Gyles & Fairbrother, 2010) e os equinos (Lengacher et al., 2010). Nosso achado corrobora com esta
afirmacéo, pois quase que a totalidade dos animais estudados (88,89%) tinham contato com bovinos e ou pequenos ruminantes.
E relevante mais uma vez destacar que os animais desta pesquisa ndo manifestavam qualquer tipo de sintoma e, assim como 0s
bovinos, desempenham papel de portadores assintomaticos (Caprioli et al., 2005), disseminando silenciosamente o agente no
ambiente e infectar o homem. Neste caso, estes podem desenvolver desde diarreia com ou sem colite hemorragica a quadros
mais graves como a sindrome urémica hemolitica (Bardiau et al., 2012).

Quanto a resisténcia antimicrobiana, testou-se as amostras dos 39 animais que apresentaram E. coli nas fezes e a
maior sensibilidade in vitro detectada foi para os antimicrobianos ciprofloxacina e meropenem, enquanto a maior resisténcia
foi para a penicilina G, inexistindo para esta a formagéo de qualquer halo. Sulfonamida, amoxicilina e doxiciclina também
foram os antimicrobianos aos quais as bactérias apresentaram grande resisténcia. Ainda, em alguns animais identificou-se
isolados multirresistentes, ou seja, resisténcia a pelo menos um antibidtico de trés classes diferentes, predominando os beta-
lactdmicos, tetraciclinas e sulfonamidas.

Desde 1970 aponta-se o aparecimento de bactérias resistentes em animais devido ao emprego de antimicrobianos nos
animais por médicos veterinarios e populares (Mateu & Martin, 2001) e a transmissdo de bactérias multirresistentes entre
animais de estimagio e seres humanos também ja foi descrita (Guardabassi, Schwarz & Lloyd, 2004; Moyaert et al., 2006;
Umber & Bender, 2009).

Caes e gatos ja foram apontados como fontes potenciais para a propagacao de resisténcia antimicrobiana devido ao
uso frequente antimicrobianos na rotina veterinaria e ao contato muito proximo destes animais com 0s seres humanos
(Guardabassi, Schwarz & Lloyd, 2004; Moyaert et al., 2006; Umber & Bender, 2009).

Em equinos, o uso desta classe de medicamento respalda-se na necessidade de tratamento de processos infecciosos
diversos e na profilaxia operatoria (Robinson & Sprayberry, 2009), porém o uso racional, correto e baseado no antibiograma é
indispensavel (Mateu & Martin, 2001), fato que nem sempre ocorre, principalmente, quando o uso é feito por leigos ou sem
prescricdo de médico veterinario. Foi demonstrado que cavalos saudaveis possuiam em sua microbiota isolados de E. coli
multirresistentes e enzimas inativadoras de p-lactamicos (ESBL/AmpC) (Lengacher et al., 2010).

Em estudo retrospectivo foi observado que a penicilina apresentou resisténcia em 99% das vezes que foi testada in
vitro e que bactérias multirresistentes estavam presentes em 39% das amostras analisadas em um periodo de quatro anos
(Levandowski, Daroit & Dos Santos, 2019).

Antibioticos considerados mais antigos como a penicilina e sulfonamida tém apresentado maior resisténcia em relagéo
aos demais existentes. Desde 1999 (Williams, 1999), a presenca das B-lactamases tem sido reportada como o principal
mecanismo de resisténcia para os B-lactamicos, sendo a enzima penicinilase, a responsavel pela hidrélise do anel B-lactamico e
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a resisténcia as penicilinas (Mehta et al., 2016).

O uso indiscriminado de antibidticos foi apontado como o principal fator para a selecdo e disseminacdo de bactérias
multirresistentes (Laxminarayan et al., 2016), porém a transmissdo horizontal de genes resistentes por meio da conjugacao
mediada por plasmideos deve ser considerada (Matamoros et al., 2017). A E. coli é uma das bactérias envolvidas nesta
transmissao devido a sua ampla distribuigdo e frequente exposicéo a antibidticos (Porse et al., 2017).

Os resultados encontrados neste estudo podem estar relacionados ao aumento do uso de antibi6ticos e seu uso
indiscriminado assim como a transferéncia horizontal de genes de viruléncia entre os agentes. Cabe destacar que é frequente
nas propriedades o uso de antibi6ticos sem prescricdo, assim como o uso de dosagens inadequadas que pode contribuir para a
resisténcia (Mayrhofer et al., 2006). Ainda, observa-se no Norte do Estado do Tocantins, que os antimicrobianos mais
empregados em equinos devido ao seu baixo custo sdo os a base de penicilina, 0 que corrobora aos achados desta pesquisa

guanto a maior resisténcia.

4. Concluséo

Conclui-se com os resultados encontrados que 0s equinos sao potenciais reservatérios de E. coli patogénica e capazes
de atuar como fonte de infec¢do para 0s seres humanos e outros animais. Ainda, que testes de sensibilidade in vitro siao
importantes para a escolha do melhor agente antimicrobiano para que 0 sucesso terapéutico seja alcancado e um melhor
prognastico para o paciente seja atingido. Por fim, que pessoas que tem contato com os equinos devem se atentar & possivel
transmissdo desses patdgenos e manter boas praticas de higiene como a lavagem frequente das médos e o0 ndo consumo de
alimentos durante o manuseio dos cavalos em tarefas diversas, além de comunicar o convivio com a espécie ao médico no

momento da consulta frente a caso de gastroenterite.
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