0 N N AW N~

—_ = = = =
AW NN = O O

15
16
17
18
19
20
21
22

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

45
46

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE CLiNICA VETERINARIA

ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO MOLECULAR E DETECCAO POR PCR
EM TEMPO REAL (qPCR) DE SALMONELLA SPP. EM AMOSTRAS FECAIS
DE POTROS COM E SEM DIARRETA

POLLYANA RENNO CAMPOS BRAGA

BOTUCATU-SP
2021



47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

61
62
63
64
65
66
67
68

69
70
71
72
73

74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

86
87
88
89

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE CLiNICA VETERINARIA

ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO MOLECULAR E DETECCAO POR PCR
EM TEMPO REAL (qPCR) DE SALMONELLA SPP. EM AMOSTRAS FECAIS
DE POTROS COM E SEM DIARRETA

POLLYANA RENNO CAMPOS BRAGA

Tese apresentada junto ao Programa
de Pos-Graduagdo em Medicina
Veterinaria para obtengdo do titulo de

Doutor.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Secorun Borges
Co-orientador: Prof. Dr. José Paes de Oliveira Filho



90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114

115

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAC TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Braga, Pollyana Renndé Campos.

Isolamento, caracterizacido molecular e detecgdo por PCR em
tempo real (qPCR) de Salmonella spp. em amostras fecais de potros
com e sem diarreia / Pollyana Renndé Campos Braga. - Botucatu,
2021

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista "Julio de
Mesguita Filho", Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Orientador: Alexandre Secorun Borges

Coorientador: José Paes de Oliveira Filho

Capes: 50501062

1. Equinos. 2. Potros. 3. Salmonella. 4. Diarreia.
5. Reacdo em cadeia da polimerase.

Palavras-chave: Brasil; Equinos; Fezes; InvA;
Multirresisténcia; Salmonella sSpp; Sorovares.




116

117
118
119
120

121

122

123
124

125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157

Nome do Autor: Pollyana Renn6 Campos Braga

Titulo: ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO MOLECULAR E DETECCAO POR
PCR EM TEMPO REAL (qPCR) DE SALMONELLA SPP. EM AMOSTRAS FECAIS
DE POTROS COM E SEM DIARREIA

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Ass. Dr. Alexandre Secorun Borges
Presidente e Orientador

Departamento de Clinica Veterinaria
FMVZ-UNESP- Botucatu/SP

Prof. Dr. Danilo Giorgi Abranches de Andrade
Membro

Departamento de Clinica Veterinaria
FMVZ-Unesp-Botucatu/SP

Prof. Ass. Dr. Carlos Eduardo Wayne Nogueira
Membro

Departamento de Clinicas Veterinarias
Universidade federal de Pelotas — Pelotas/RS

Profa. Dra. Thais Gomes Rocha

Membro

Departamento de Clinica Veterinaria
Universidade de Vila Velha- Vila Velha/ES

Pesquisadora Dra. Alessandra Figueiredo de Castro Nassar
Membro

Departamento de Bacteriologia Geral

Instituto Bioldgico de Sao Paulo- Sao Paulo/SP

Data da defesa: 29 de novembro de 2021.



158 DEDICATORIA
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173

Dedico a minha tese ao meu marido Vitor e as minhas filhas: Ana
Beatriz e Cecilia que deram sentido especial @ minha existéncia e
que sempre me proporcionam grandes momentos de alegria.

“Quem caminha sozinho pode até chegar mais rapido, mas aquele
que vai acompanhado, com certeza vai mais longe”
Clarice Lispector

174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192



193
194
195

196

197
198

199

200

201

202
203
204

205

206

207

208
209

210
211
212
213
214
215
216

217

218
219
220
221
222
223
224

AGRADECIMENTOS

Ao meu marido Vitor e as minhas filhas Ana Beatriz e Cecilia por todo amor,

companheirismo, paciéncia e pelo porto seguro de todas as horas.

Aos meus pais Maria da Graga e Marcelo e 2 minha irma Audrey alicerce da

vida e de todas as minhas conquistas.
Ao Prof. Alexandre, pela orientagdo, amizade e pela confianga depositada.

A banca examinadora desta tese pela presteza e pelas contribuigcdes necessarias

para sua adequacao e aprimoramento.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico pela bolsa
de doutorado. O presente trabalho foi realizado com apoio do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq). Codigo de Financiamento

170140/2018-0.

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria, aos professores e

funcionarios, pelas orientacdes e pela ajuda no transcorrer do doutorado.

A todos os pesquisadores envolvidos e que permitiram que esta tese se

concretizasse:

* Instituto Adolfo Lutz: Dra. Monique Tibas e Dra. Ariadne

* Unesp/Botucatu: Roberta, Fabricio, Danilo, Prof. José Filho, Prof. Fabio
Possebon, Prof. Marcio Garcia, Prof. Juliano Pereira, Lorrayne, Fernando, Prof.
Artur Pantoja, Prof. Jodo Pessoa

* Instituto Biologico de Sao Paulo: Dra. Alessandra Nassar

* Laboratério Zoologica: Dra. Carmem, Beatriz, Danilo

* Laboratério Jaguary: Marise, Rodrigo, Gabriela

* LDMVET: Camila, Ariane

A todos os veterindrios que me auxiliaram e permitiram a coleta das amostras:
Fébio, Kelly, Benedito Carlos, Matheus, Rodolfo, Patricia, Julia, Alexandre, Amanda,
Karina, Ana Gorino, Ana Paula, Mauricio, Anselmo, Thiago, André, Milena, Renata,
Luca, Cristiano, Rosemeire, Julia, Rodolfo, Luis Henrique, Leandro, Bruno, Wilson,
Bernando, Thais, Rafaela, José, Alexandre, Henrique, Mauricio, Raul, Norberto,
Marcelo, Barbara, Guilherme, Victor, Bruno, Mayara, Guilherme Soares, Lara, Glenn,

Camila, Talita, Lucas, Ariane e Flavia.



225
226

TABELA 1.

TABELA 2.

TABELA 3.

TABELA 4.

TABELA 5.

TABELA 6.

TABELA 7.

TABELA 8.

TABELA 9.

TABELA 10.

TABELA 11.

LISTA DE TABELAS

Distribuicdo do numero de sorovares de acordo com espécie e subespécie de

SAIMONEIIA SPP.ceeeeeie et a e 31

Especificidade e Sensibilidade das diferentes técnicas de PCR e gPCR
empregadas no diagnéstico de Salmonella

Estudos realizados em amostras clinicas comparando a prevaléncia de
Salmonella spp. através das técnicas de biologia molecular (PCR e g-PCR) e
(o101 iAY/o T o7=Te3 1T To] (oo [ o TP 93

Principais antimicrobianos utilizados para o tratamento de animais segundo
pesquisas realizadas pelo USDA, ESVAC e OIE...............cccciieiinn, 100

Numero total de animais, nimero de potros nascidos ao ano e de animais
coletados por propriedade nos 25 municipios do Estado de Sao Paulo,
pertencentes as 16 Regides Geograficas Imediatas para o diagnostico de
Salmonella spp. Botucatu, SP, 2021..........ccevviiiiiee e 121

Distribuicdo dos animais coletados por localizagdo geografica, propriedade e

sintomatologia clinica. Botucatu, SP, 2021.........ccoiiiiiiiiiiiiee e 122

Distribuicdo dos animais coletados por raga, n° de propriedades e

sintomatologia clinica. Botucatu, SP, 2021.........ccoiiiiiiiiiiii e 124

Distribuicdo dos animais coletados por idade e sintomatologia clinica.

70 1 (0 [o= L (0 TR T R 0 124

Distribuicdo dos numeros de animais detectados como positivos para
Salmonella spp. de acordo com técnica de qPCR empregada, e classificados

pelo status de SAUE...........oeveviiiii e 136

Distribuicdo dos numeros de animais detectados como positivos para
Salmonella spp. de acordo com técnica de gPCR empregada, e classificados

Pela idade (IMESES)......ueeiiiiiiiiiiii e 137

Distribuicdo dos numeros de animais detectados como positivos para
Salmonella spp. de acordo com técnica de qPCR empregada, e classificados

L= (o I o =T 0 T= T o TSRS 137



227
228
229
230
231
232
233

234
235

236
237
238
239
240
241
242
243

TABELA 12.

TABELA 13.

TABELA 14.

TABELA 15.

TABELA 16.

TABELA 17.

Distribuicdo dos numeros de animais detectados como positivos para
Salmonella spp. de acordo com técnica de gPCR empregada, e classificados

01T = = o= TSR 138

Distribuicdo dos numeros de animais detectados como positivos para
Salmonella spp. de acordo com técnica de qPCR empregada, e classificados

pela disposicdo nas propriedades no momento da coleta da amostra de

Distribuicdo dos numeros de animais classificados de acordo com os

resultados obtidos nas técnicas de qPCR e cultivo bacterioldgico................. 145

Caracteristicas epidemiologicas dos animais identificados como negativos na
técnica de qPCR e que obtiveram resultado positivo para Salmonella spp. no

cultivo bacteriologico. Botucatu,2021...........ooovviiiiiiiiir e 146

Distribuicdo dos sorovares classificados como negativos para Salmonella spp.

de acordo com técnica de qPCR empregada. Botucatu, 2021...................... 147

Distribuicdo dos numeros de animais detectados como positivos para
Salmonella spp. de acordo com a técnica de gqPCR empregada no diagnostico
e classificados segundo a instituicdo de antibioticoterapia em momento anterior

A Coleta da amoStra..........oooivnii s 147



244
245
246

247
248
249
250
251

QUADRO 1.

QUADRO 2.

QUADRO 3.

QUADRO 4.

QUADRO 5.

QUADRO 6.

QUADRO 7.

QUADRO 8.

QUADRO 9.

QUADRO
10.

LISTA DE QUADROS

Causas infecciosas e nao infeciosas de diarreia em potros classificados de acordo

com a faixa etaria dos animais acometidos............coooeuuiiiieeii i 19

Testes diagnéstico utilizados para agentes causadores de diarreia em

Principais mecanismos de resisténcia das enterobactérias aos antimicrobianos

utilizados atualmente em humanos € aniMaiS..........oovvevieiiieieeeee e 53

Classificagdo dos antimicrobianos e concentracdo dos discos de antibiograma
utilizados no teste de sensibilidade aos antimicrobianos “in vitro”, conforme critérios
estabelecidos pelo CLSI humano e CLSI

V= (= T A E= T o TR 116

Sequéncia de oligonucleotidios para os genes das enzimas produtoras de B-

F= T3 0= 1 1 1= T T 117

Sequéncia de oligonucleotidios para 0 gene inVA............cccccevevveeeeeeeeeeecccienn, 119

Perfil fenotipico de resisténcia aos antimicrobianos e caracteristica de producéo de
enzimas dos sorovares de Salmonella spp. que apresentaram resisténcia aos

antimicrobianos testados no estudo. Sao Paulo, 2021.........cccooveiiiieiiiiiiieeeieeeeea, 130

Perfil fenotipico de resisténcia aos antimicrobianos, dos 13 sorovares de
Salmonella spp. que apresentaram caracteristica de multirresisténcia aos 24

antimicrobianos testados. SA0 Paulo, 20271 .........coouuiiiiiiiiiee e 131

Classificagao dos sorovares de Salmonella spp. identificados no estudo de acordo
com o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, caracteristica de producéo de

enzimas, sinais clinicos, localizagao, idade, raca e género dos animais. Botucatu,



252
253

254
255

256
257

258
259
260
261
262

FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

FIGURA 4.

FIGURA 5.

FIGURA 6.

FIGURA7.

FIGURA 8.

FIGURA 9.

FIGURA 10.

FIGURA 11.

FIGURA 12.

FIGURA 13.

FIGURA 14.

FIGURA 15.

LISTA DE FIGURAS

Classificagdo da bactéria  Salmonella spp. em espécies e

SUDESPECIES. .. i ————— 30

Patogenia Salmonella spp. apds infecgao por viaoral............oooocveieeee... 38

Diagrama dos mecanismos envolvidos na diarreia por Salmonella

L] o] o 40
Fluxograma de isolamento de Salmonella spp. em amostras
FECAIS. e 84
Coleta de fezes direto da ampola retal..........ccccoooiiiiiiee 113
Acondicionamento do material em tubo coletor estéril................cccccceeee. 113
Suabes confeccionados com as amostras de fezes colhidas.................... 114
Amostras cultivadas em Agar SS...........cc.ooovevoeeeioeeeeeeeeeeeee e, 114
Caracterizag@0o BioqUimiCa...........uuueiiiiiiieieaiiieee e 114
Linhagens caracterizadas, acondicionadas em meio Lignieris................. 114
Potros coletados da Propriedade 23..............oooviiiiiiiiiiiiiceceieeeeeee e, 121
Potros coletados da Propriedade 4.............ooooveeemiiiiiiiiiiiiiieie e 121
Potro coletado da Propriedade 11... ... 122
Potro coletado da Propriedade 1. 122

Localizagdo dos municipios do Estado de Sao Paulo amostrados durante o

10



263
264
265

266
267
268
269
270
271
272
273

274
275

276

277

278

279

280

281

282

283
284

285
286
287
288

GRAFICO 1.

GRAFICO 2.

GRAFICO 3.

LISTA DE GRAFICOS

Antimicrobianos utilizados no tratamento dos animais com diarreia

participantes do €StUAO...........uuueueiiiiiieir e 125

Frequencia de detecgdo dos sorovares determinados através do método
White-Kauffman-LeMinor. S&o Paulo, 2021...........cccoveeiiiiiieeeiiiieeee e, 126

Perfil fenotipico de sensibilidade dos sorovares de Salmonella spp. em

animais com e sem diarreia, aos 24 antimicrobianos testados no estudo.
ST 3 = 10 | (o T2 0 12t TP 127

11



289 SUMARIO

290 Pégina
291 RESUMO . ..t e e e e e e e e e e e e e e e e e et as 14
292 AB S T R A T et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e —————————————————— 15
293 T INTRODUGAO. ...t ae e 16
294 2 REVISAO DA LITERATURA. ..ottt 18
295 2.1 Diarreia @M POLO.........ooveueeeeeeeee et ea 18
296 2.2 Salmonella SPP. €M POIOS. ........ccveueeeeeeeeeeeeee e eeeee e eeeeee e e e eee e aeeaes 28
297 2.3 Fatores de VITUIBNCIA............ceueieueriieeieesieteie ettt 32
298 A S e (oY 1=Y o 1 - TR 35
299 2.5 Diarreia € INflAMAGCEO. ..........ccvoveeeeee e 39
300 2.6 IMUNIAdE @ INFECGAD. .......ccveeeeeeeeeeeee ettt n e 41
301 2.7 Resisténcia aos componentes da imunidade inata...............c.cccoevevveeeeveeenne. 46
302 2.8 Susceptibilidade € GENELICA. ...........cocveueeeeeeeieeeeeee e 47
303 2.9 Resisténcia aos antimicrobi@nos..............ccveveueeveieueeeeeeeeeeeee e, 48
304 2.9.1 Destruicdo ou inativacdo enzimatica da droga...........c..cocceveeeveeennnn. 49
305 2.9.2 B-lactamases de espectro estendido.............c.ccvevveevieeeieiceie e 49
306 2.9.3 B-lactamases do tipO AMPC.........ccooueiveeeeeeeeeeeee e 50
307 2.9.4 Bloqueio da entrada no Sitio-alVo..............cccceeeeeiceeeeceeeee e 52
308 2.9.5 Alteragdo do Sitio-alIVO..........cceeueieeeceeeeeee e 52
309 2.9.6 Efluxo e ejecdo do antimicrobiano................ccceveeevveverevereereeeeeene. 52
310 2.10 EPIdemiOlOgia.........cveveeeeieeeeeeeeeeeeeee ettt 54
311 2.1 PrevalBnCia...........c.cucucuiuiieieeeeeieieeee ettt 63
312 2.12 SiNAIS ClINICOS.......cocveuieieieieieieieteee ettt 68
313 2.12.1 Infecgdes asSiNtOMALICAS. ........c...coveeeeeeeeeeeeeeeee et 69
314 2.12.2 Febre, anorexia € depreSSE0..........coveoweeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 69
315 2.12.3 DIiarreia AQUAA..........covieeeeeeeeeeeee et 70
316 2.12.4 Septicemia aguda e combinagéo com diarreia..............cccceeveeveuennn. 71
317 2.13 Patologia ClIMICA. ..........cueeveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee 74
318 2.14 Alteragdo “poSt MOMEM..........c.oouioeeee et 76
319 2.15 EXAME ClINICO........vcveveeiieeeieceieee ettt 77
320 2.16 EXameS POr IMAGEM...........cvivieeeeeieeeeeeeee ettt 78
321 2.7 DIAGNOSHCO. .......cveeeveeeeeeecee ettt n et es e s 79

12



322
323
324

325
326

327
328
329
330
331
332
333
334
335

336
337

338

339
340

341
342
343

344
345

346
347
348
349
350
351
352
353
354

355
356

2.18 Cultivo Bacteriol0gico de FEZES...........covoveueeeueeeeeeeetee et 80
2.19 Reagéo em Cadeia da Polimerase — PCR..........ccccoooveueeeee e 85
2.20 Trat@mentO........c.ccvouiiveeceeeieeeeeeee ettt 94

EQUINOS. .ttt et a e e e e e aaaaaaaan 97
2.22 Ocorréncia de Sorovares de Salmonella spp. em equinos..............c.cc.ce..... 104
2.23 Fundamentos do controle da infeCGAO............ccocueeveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 106
OBJETIVOS DO TRABALHO . ..ottt 111
MATERIAIS E METODOS......oeeeeee et 112
4.1 COMItE A EHCA....vueueecircicii ettt 112
4.2  Grupos EXPEriMENtaiS. ..........ccooueiveueeeeeeeee e 112
4.3 Cultivo BaCteriolOGICO. ........cveveeeeeeeeeeeeee ettt eaeane s 113
4.4 SOroOtiPIfiCAGAO. .........cveeeeeeeeeeeee ettt 114
4.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos “in Vitro™..............ccccccoeevrievennnnns 114

4.6 Detecgao e caracterizagdo dos genes produtores de enzimas B-

[ACLAMASES. ... .o 115
4.6.1 Extragdo do DNA bacteriano...............cccoeveeeueeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 117
4.6.2 Deteccdo e caracterizagédo dos genes produtores de enzimas B-
[ACAM@SES. ... 117
4.6.3 Eletroforese em gel de agarose...........ccooueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 117
4.7 Reacéo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR)........c..cccceveueee.. 118
471 ExtragB0 dODNA........oooieeoeeeee e 118
4.7.2 Reagéo em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR) para
SaIMONEII@ SPP..veeeeeeeeeeeiee et 118
4.8  AnAliSe EStAtiStCA. ........ccooveveeeeeeeeeeeeeceeeeeeeee e 119
RESULTADOS. ...ttt ettt mee e st e e s e e sme e e e st e seesnaesneeabesneeseeenneaneas 120
5.1 Grupos EXPerimentaiS. ..........c.ceveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 120
5.2 Cultivo bacteriolOGiCO...........coeeeeieieeeeeeee et 124
TR0 TR 7o) (o ] o] o7 Tox= 1o TN 126
5.4 Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos “in Vitro”...............cccccveeueevennne.. 126
5.5 Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR)............ccceuvneenee. 133
B DISCUSSAO.......oi ettt ettt ettt 148
T CONCLUSAO.......coieeeeeeeeeee ettt aean e 160
8 BIBLIOGRAFIA. ...ttt ettt e s 162

13



357
358
359
360

361

362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386

387

388

BRAGA, P.R.C. Isolamento, caracterizacio molecular e deteccio por PCR em
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RESUMO

O presente estudo investigou a ocorréncia de Salmonella spp. em fezes de 200 potros
com até 1 ano de idade, através das técnicas de cultivo bacteriologico ¢ PCR em tempo
real (QPCR) pelos métodos de corante fluorescente (SYBR® Green) e sonda especifica
(Tagman®) para o gene inv4 com e sem etapa de pré-enriquecimento seletivo em
tetrationato. Sorotipificacdo, testes de sensibilidade antimicrobiana e andlise genética
para a presenga de genes produtores de P-lactamases foram realizados. Houve a
identificacdo dos sorovares: S. Infantis, S. Minessota, S. 1.4,5,12:i:-; S. Anatum, S.
Cerro, S. Oranienburg, S. 1.4,12:d:-, S. Braenderup, S. Give, S. Newport, S. 1.6,8:-:-,
S.IIIb 61:c:z35, S.I09:-:1,5. O cultivo bacterioldgico revelou 15% (n=30) de animais
positivos (21 animais com diarreia € 9 de animais sem diarreia). Multirresisténcia foi
constatada em 43,33% (n=13) dos isolados. A andlise genética revelou 10 isolados
(33,3%) produtores de B-lactamases. Houve superioridade dos resultados positivos pela
qPCR em relagdo ao cultivo bacteriologico. O método de qPCR SYBR® com
tetrationato apresentou 22,5% (n=45) de animais positivos, gPCR Tagman® com
tetrationato identificou 22% de animais positivos (n=44), qPCR SYBR® sem
tetrationato obteve 24% (n=48) de animais positivos e a qPCR Tagman® sem
tetrationato evidenciou 20% (n=40) de animais positivos. Os resultados confirmaram a
utilidade do método qPCR sem a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato, como um
teste rapido para deteccdo de Salmonella spp. em animais portadores ou em animais
com sinais clinicos de diarreia, associado ao cultivo bacterioldgico para a realizagdo do
teste de sensibilidade aos antimicrobianos e sorotipificacao.

Palavras-chave: fezes, sorovares, equinos, Salmonella spp., invA, multirresisténcia,

Brasil
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BRAGA, P.R.C. Isolation, molecular characterization and detection by real time
PCR (qPCR) of Salmonella spp. in fecal samples of foals with and without
diarrhea. Botucatu, 2021. 179p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

This study has investigated the ocurrence of Salmonella spp. in fecal samples from 200
foals up to one year of age. Feces have been tested for Salmonella spp. by microbiologic
culture and TagMan® and SYBR® Green real time polymerase chain reaction (qPCR)
methods for inv4 gene with and without pre-enrichement in tetrathionate. Salmonella
spp. strains have been serotyped, antimicrobial susceptibility profiles have been
analyzed and the presence of B-lactamase genes have been evaluated. Salmonella spp.
was isolated in 30 (15%) horses (21 horses with diarrhea and nine horses without
diarrhea. Salmonella spp. serotypes have been identified: S. Infantis, S. Minessota, S.
1.4,5,12:1:-; S. Anatum, S. Cerro, S. Oranienburg, S. enterica subsp enterica 4,12:d:-, S.
Braenderup, S. Give, S. Newport, S. enterica subsp. enterica 6,8:-:-, S.IIIb 61:c:z35,
S.109:-:1,5. Multiresistance has been observed in 43,33% (n=13) of bacterial isolates.
Genetic analyses have revealed 10 bacterial isolates (33,3%) B-lactamases producers.
There were high superiority of positive qPCR results compared to bacterial culture
results. The qPCR SYBR® Green with tethrationate has showed 22,5% (n=45) of
positive animals, gPCR Taqman® with tethrationate has exhibited 22% (n=44) of
positive animals, gPCR SYBR® Green without tetrathionate has identified 24% (n=48)
of positive animals and the gPCR Tagman® without tetrathionate has identified 20%
(n=40) of positive animals. The results have confirmed the utility of qPCR method as a
rapid test for detection of Sa/monella spp. in animal carriers or in animals with clinical
signs of diarrhea, associated with bacterial culture for antimicrobial susceptibility
testing and serotyping data.

Keywords: feces, serovars, equine, Salmonella spp., invA, multiresistance, Brazil.



424

425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456

1. INTRODUCAO

A diarreia ¢ um dos problemas mais comuns em potros, com até¢ 80% dos
animais experimentando um ou mais episddios de diarreia durante os primeiros seis
meses de vida (Palmer e Benson, 1984; Dunkel e Wilkins, 2004; Frederick et al., 2009).
As causas de diarreia em potros podem ser divididas em infecciosas e nao infecciosas
(Dunkel e Wilkins, 2004; Slovis et al., 2014; Olivo et al., 2016). Nos primeiros seis
meses de vida, até 20% dos potros apresentam diarreia de origem infecciosa (Slovis et
al., 2014). Contudo, h4d um limitado entendimento sobre a prevaléncia e a importancia
clinica dos agentes infeciosos, assim como dos mecanismos das coinfecgdes nos casos
de diarreia em potros (Netherwood et al., 1996; Frederick, 2009; Oliver-Spinosa, 2018;
Slovis et al., 2014).

Salmonella spp. possui um impacto significativo no manejo das instalagdes de
animais. O manejo desse micro-organismo, continua um desafio, sendo atualmente uma
das causas mais comuns de surtos de infec¢des nosocomiais € fechamento de hospitais
de equinos ao redor do mundo (Morse et al., 1976; Roberts e O’ Boyle, 1981; Hird et
al., 1984; Ikeda e Hirsh, 1985; Palmer et al., 1985; Carter et al., 1986; Begg et al., 1988;
Castor et al., 1989; Cohen et al.,1996; Hartman et al., 1996; Tillotson et al., 1997; Ewart
et al., 2001; Schott et al., 2001; Ward et al, 2005; Martelli et al., 2018). A manuten¢do
de animais de diferentes origens juntos também ¢ comum em haras, centros de
treinamentos, centrais de reprodugdo, provas equestres e, ¢ associado ao aumento do
risco de disseminagdo de agentes infecciosos e de significativa contaminagao ambiental.
Animais que retornam de hospitais veterinarios ou de outros locais podem servir como
fontes de infec¢do aos outros cavalos. O controle de Salmonella spp. ¢ complicado pela
existéncia de animais portadores assintomaticos que eliminam os micro-organismos na
auséncia de sinais clinicos da doenga. Além disso, ha um limitado conhecimento da
epidemiologia da doenca em animais a campo. Muito do que se sabe sobre a
epidemiologia da salmonelose na populagdo de equinos advém de estudos realizados em
populacdo de animais hospitalizados, infecgdes experimentais, dos dados colhidos de
animais de alto risco ou em periodos de epidemias da doenga. Infeccdes experimentais
nao refletem o que ocorre a campo. Consequentemente, a extrapolacdo dos dados
experimentais para a ocorréncia da doenga a campo ¢ limitada. S3o extensos os relatos

na literatura de casos de salmonelose durante surtos em hospitais veterinarios ao redor
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do mundo com elevadas taxas de morbidade e mortalidade, fontes de infeccdo em
comum, fechamento do centro de referéncia e instituicdo de medidas intensivas de
descontaminagdo (Roberts e O’ Boyle, 1981; Hird et al., 1984; lkeda e Hirsh, 1985;
Palmer et al., 1985; Carter et al., 1986; Begg et al., 1988; Castor et al., 1989; Cohen et
al., 1996; Hartman et al., 1996; Tillotson et al., 1997; Ewart et al., 2001; Schott et al.,
2001; Ward et al, 2005; Martelli et al., 2018). Porém, sdo escassas as informagdes na
populagdo geral de animais e, especialmente, a ocorréncia do micro-organismo como
agente causador de diarreia em potros (Browning et al., 1991; Netherwood et al., 1996;
Harris et al., 2012; Olivo et al., 2016; Haq et al., 2018; Slovis et al., 2014).

No Brasil, estudos abrangentes de salmonelose em equinos sdo escassos, sendo
encontrados relatos de casos (Hayashi et al., 2017; Oliveira et al., 2019), estudos
realizados em abatedouros (Hofer et al., 2000), em animais “post mortem” (Juffo et al.,
2016; Ferreira et al., 2019) ou com um numero reduzido de animais envolvidos (Ribeiro
et al., 2010; Olivo et al., 2016).

Além disso, dados sobre prevaléncia e perfil de sensibilidade antimicrobiana de
isolados de Salmonella spp. sdo raros em nosso pais (Ribeiro et al., 2010; Ferreira et al.,
2019; Oliveira et al., 2019). As investigacdes sobre a ocorréncia de Salmonella spp. em
potros a campo ndo sdo frequentemente encontradas na literatura, sendo realizados no
Reino Unido (Browning et al., 1991; Netherwood et al., 1996), Trinidade ¢ Tobago
(Harris et al., 2012), Brasil (Olivo et al., 2016), Paquistao (Haq et al., 2018) e Estados
Unidos (Slovis et al., 2014). Grande parte da literatura sobre salmonelose em equinos €
focada na descricdo de surtos em hospitais veterindrios e métodos de controle da
infeccao nesses locais pds surto (Morse et al., 1976; Roberts e O’ Boyle, 1981; Hird et
al., 1984; Ikeda e Hirsh, 1985; Palmer et al., 1985; Carter et al., 1986; Begg et al., 1988;
Castor et al., 1989; Cohen et al.,, 1996; Hartman et al., 1996; Tillotson et al., 1997;
Ewart et al., 2001; Schott et al., 2001; Ward et al, 2005; Martelli et al., 2018).

A deteccdo de Salmonella spp. na pratica equina pode ser desafiadora, em parte
devido as limitagdes das ferramentas de diagnéstico disponiveis e, pela presenga de
animais portadores assintomaticos que caracteristicamente eliminam pequenas
quantidades de micro-organismos nas fezes de forma intermitente. Independentemente
da sensibilidade analitica do teste utilizado, essas caracteristicas fazem com que o
sistema de detecdo geral (tipo de amostra combinado com o processamento da amostra e
sistema de detecgdo utilizado) tenha uma sensibilidade epidemiologica mais baixa, ou

seja, menor probabilidade de deteccdo de animais verdadeiramente infectados e
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eliminadores. Os testes normalmente utilizados requerem técnicas de enriquecimento e
testes de multiplas amostras o que atrasa o diagndstico e a implementa¢do de medidas
terapéuticas e preventivas eficientes. As técnicas de biologia molecular apresentam
elevada sensibilidade e ja tiveram uso validado para o diagnodstico de salmonelose
gastrintestinal havendo aumento na sua utilizagdo para o diagndstico de salmonelose
(Gal-Mor, 2019). A tecnologia de amplificagdo do DNA ¢ uma necessidade quando se
trabalha com baixos niimeros de bactérias a serem detectados diretamente em técnicas
de culturas padroes. A instituicao de técnicas de elevada sensibilidade e especificidade
com maior rapidez dos resultados ¢ importante no processo de identificacdo de animais
portadores, assim como para o diagnostico dos animais com diarreia (Sibley et al.,
2003). A deteccdo precoce de animais eliminadores, com diarreia ou de contaminagdo
ambiental permite a implementacao de medidas sanitarias mais eficazes para o controle

das infecg¢des entre os animais e a transmissao zoondtica (Sibley et al., 2003).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diarreia em Potros

A diarreia ¢ definida como um aumento da frequéncia, fluidez ou volume das
fezes sendo problema comum na clinica de equinos (Palmer et al., 1985). A diarreia ¢
um dos problemas mais comuns em potros, com até¢ 80% dos animais experimentando
um ou mais episodios de diarreia durante os primeiros seis meses de vida (Palmer e
Benson, 1984; Dunkel e Wilkins, 2004; Frederick et al., 2009). Embora a morbidade
seja alta a mortalidade ¢ baixa (Palmer e Benson, 1984). A maioria dos potros apresenta
diarreia auto-limitante (Palmer e Benson, 1984; Magdesian, 2005), podendo ser fatal em
animais gravemente desidratados. Potros convalescentes e debilitados sdo mais
susceptiveis a outras doencgas infecciosas (Netherwood et al., 1996). Embora seja um
problema frequentemente transitério, pode causar significativas perdas econdmicas
podendo a dor abdominal, anunciar o inicio de uma desordem que pode ser fatal
(Dunkel e Wilkins, 2004). Os sinais clinicos iniciais incluem apatia, anorexia, depressao
no reflexo de succdo, salivagdo, bruxismo, perda de peso, febre ou hipotermia. Potros
com enterite e enterocolite desenvolvem variados graus de endotoxemia e sofrem

inimeras complicagdes metabolicas incluindo acidose, choque hipovolémico,
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hipotensdo e bacteremia, podendo levar os animais sensiveis & morte em um curto

espaco de tempo (Magdesian, 2005; Oliver-Spinosa, 2018).

As causas de diarreia em potros podem ser divididas em infecciosas € nao

infecciosas (Dunkel e Wilkins, 2004; Slovis et al., 2014; Olivo et al., 2016) (Quadro 1).

QUADRO 1. Causas infecciosas e nao infeciosas de diarreia em potros classificados de

acordo com a faixa etaria dos animais acometidos.

Diarreia Infecciosa Faixa Etaria

Infecgéo viral

Rotavirus

< 2 semanas a 6 meses de idade

Coronavirus (potros imunossuprimidos)

< 2 semanas a 6 meses de idade

Infeccdo Bacteriana

C. perfringens tipo Ae C

< 2 semanas a 6 meses de idade

C. difficile

< 2 semanas a 6 meses de idade

Salmonella spp.

Todas as idades

Campylobacter spp.

> 2 semanas a 6 meses de idade

Rhodococcus equi

> 6 semanas a 6 meses de idade

Lawsonia intracellularis

> 6 semanas a 6 meses de idade

Infecgao Fungica

Candida spp. (potros imunossuprimidos)

< 2 semanas a 6 meses de idade

Mucor spp. (potros imunossuprimidos)

< 2 semanas a 6 meses de idade

Infecgao por Protozoario

Cryptosporidium spp

< 2 semanas e 6 meses de idade

Infecgao Parasitaria

e  Strongyloides westeri,
e  Parascaris equorum

e  Strongylus vulgaris

> 2 semanas a 6 meses de idade

Diarreia Nao-Infecciosa Faixa Etaria

Cio do potro

< 2 semanas de idade

Secundaria a impactagdo de mecoénio

< 2 semanas de idade

Mau-ajustamento

< 2 semanas de idade

Diarreia dietética

< 2 semanas a 6 meses de idade

Ulceragao Gastrica

< 2 semanas a 6 meses de idade

Antibioticoterapia

> 2 semanas a 6 meses de idade

Intolerancia congénita a lactose

Todas as idades

Irritagédo luminal

Todas as idades

Continuagéo: Adaptado de Oliver-Espinosa O., 2018 e Dunkel e Wilkins, 2004

Dentre as causas nao infeciosas destacam-se a diarreia do cio do potro, sindrome

da asfixia perinatal, intolerancias alimentares,

ingestdo de areia e ulceragao

gastroduodenal (Frederick et al., 2009; Oliver-Spinosa, 2018). Nos primeiros seis meses

de vida, at¢ 20% dos potros apresentam diarreia de origem infecciosa (Slovis et al.,
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2014). Os agentes infecciosos mais comumente identificados como causadores de
diarreia aguda em potros incluem Clostridium perfringens tipo A e tipo C, Clostridium
difficile, Rotavirus, Salmonella spp., Cryptosporidium parvum e Lawsonia
intracellularis (Cohen et al., 1996; Netherwood et al., 1996; Weese et al., 1999; Guy et
al., 2000; Tillitson et al., 2002;; Magdesian et al., 2002; Dunkel & Wilkins, 2004;
Smith, 2008; Wohlfender et al., 2009; Olivo et al., 2016). Outros agentes menos
comumente associados a diarreia aguda em potros incluem: Strongyloides westeri,
Coronavirus, Rhodococcus equi, Aeromonas hydrophila, Streptococcus durans,
Neorickettsia risticii, Bacterioides fragilis e Listeria monocytogenes (Browning et al,
1991; Sellon e Long, 2007; Reed et al., 2010; Olivo et al., 2016).

Contudo, ha limitado entendimento sobre a prevaléncia e a importancia clinica

dos agentes infeciosos, assim como dos mecanismos das coinfec¢des nos casos de
diarreia em potros (Netherwood et al., 1996; Frederick, 2009; Oliver-Spinosa, 2018;
Slovis et al., 2014). As coinfecgdes entre agentes infecciosos podem contribuir para o
agravamento do distirbio gastrintestinal (Slovis et al., 2014; Olivo et al., 2016).
Nos Estados Unidos, 6,4% dos potros com até 30 dias de idade morreram por problemas
digestivos como diarreia (USDA, 2006). Neste mesmo pais, estudo sobre a etiologia da
diarreia em potros foi realizado em 493 potros saudaveis e com diarreia em um periodo
de 3 anos na regido central de Kentucky. Mais de 70% dos animais em algumas
propriedades apresentaram diarreia e acima de 50% dos potros com diarreia foram
positivos para rotavirus (Dwyer et al., 1990).

Estudo de prevaléncia de patogenos entéricos em 77 potros sem diarreia e 326
potros com diarreia do nascimento até 3 meses de idade na Inglaterra e Irlanda durante
os anos de 1987 a 1989 revelou elevada prevaléncia de Rotavirus tipo A (8% dos
animais sem diarreia e 37% dos animais com diarreia) em potros diarreicos e elevada
associacdo entre rotavirus e diarreia foi encontrado. Outros patdégenos potenciais
detectados em baixa prevaléncia incluiram Salmonella spp. (3/304), Campylobacter
spp. (1/304), C. perfringens (6% animais sem diarreia e 4% animais com diarreia)
(Browning et al., 1991).

Estudo controlado por um periodo de 3 anos investigou os agentes etiologicos de
diarreia em 644 potros com menos de 1 ano de vida (421 animais com diarreia e 223
animais sem diarreia) no Reino Unido. E. coli, Campylobacter spp. Yersinia
enterocolitica, Salmonella spp., Clostridium perfringens foram pesquisados através da

realizacdo de cultivos especificos. Rotavirus foi detectado pela técnica de anticorpo
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monoclonal, oocistos de Cryptosporidium spp. por imunofluorescéncia e ovos de
helmintos por OPG. Clostridium perfringens foi identificado em 46% do total de
animais (58% animais com diarreia, 23% animais sem diarreia sem contato com animais
com diarreia e 31% de animais sem diarreia em contato com animais com diarreia).
Salmonella spp. foi constatado em 3% do total de animais (2% animais com diarreia,
1% animais sem diarreia sem contato e 8% animais sem diarreia em contato com
animais com diarreia) e Cryptosporidium spp. em 17% do total de animais (20%
animais com diarreia, 7% animais sem diarreia sem contato ¢ 17% animais sem diarreia
em contato com animais com diarreia). C. perfringens foi o patdgeno mais importante
causador de morte em potros, causando quase metade das mortes de potros neste estudo.
Salmonella spp. sempre foi isolada de animais severamente afetados ou de animais que
estavam em contato com os animais gravemente acometidos. Rotavirus,
Cryptosporidium spp., Strongyloides westeri e C. perfringens foram associados a
diarreia, enquanto, Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica e Escherichia coli ndo
foram implicados como agentes causadores de diarreia em potros (Netherwood, et al.,
1996).

Estudo conduzido com o objetivo de determinar a frequéncia de deteccao dos
agentes infecciosos em uma populacdo de 233 potros, com menos de 10 meses de idade
hospitalizados com diarreia, evidenciou o isolamento de pelo menos um agente
infeccioso em 55% dos animais estudados. Rotavirus foi o mais frequentemente isolado
(20%), seguido por C. perfringens (18%), Salmonella spp. (12%) e C. difficile (5%).
Potros com menos de um més de idade apresentaram maior probabilidade de resultado
negativo ou de serem positivos para C. perfringens quando comparados aos potros mais
velhos. Potros acima de 1 més de idade foram mais propensos a apresentarem resultado
positivo para Salmonella spp., rotavirus e parasitas comparados aos animais mais
jovens. Os agentes infecciosos detectados nas fezes ou em animais com bacteremia ndo
foram significativamente associados a taxa de sobrevivéncia dos animais. A limitagdo
do estudo foi a falta de populagao controle de animais hospitalizados sem diarreia, fato
que impossibilitou o estabelecimento da associagdo entre a deteccdo do agente
infeccioso nas fezes e a presenca de diarreia nos animais estudados (Frederick et al.,
2009).

Na Irlanda, estudo retrospectivo que avaliou as causas de doengas € mortes em
uma populagdo de 711 potros a campo durante os primeiros 12 meses de vida, revelou

46,5% de incidéncia de doencas causadas por agentes infecciosos. Diarreia afetou
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17,5% dos animais, sendo o rotavirus detectado em 35,6% dos potros com diarreia
(Galvin e Corley, 2010).

Em Trinidad e Tobago, estudo avaliou a prevaléncia e a sensibilidade
antimicrobiana dos patdgenos entéricos em 164 potros (9 com diarreia e 155 sem
diarreia) de propriedades rurais do pais. Os resultados obtidos demostraram elevada
frequéncia de isolamento de Sal/monella spp. em animais com diarreia (33%) quando
comparado aos animais sem diarreia (2,7%). Os sorovares encontrados foram S.
Anatum, S. Javiana, S. Aberdeen nos potros com diarreia e S. Anatum, S. Uganda e S.
Javiana nos potros sem diarreia. A frequéncia de detec¢do de E. coli (100% animais
com diarreia e 84,1% animais sem diarreia) ndo apresentou diferenga estatistica
significativa. Ja as frequéncias de deteccao de Cryptosporidium spp. (25% animais com
diarreia e 67,2% animais sem diarreia) e de Strongyloides westeri (20% animais com
diarreia e 36,7% animais sem diarreia) foram estatisticamente significativas. Neste
estudo ndo houve isolamento de Clostridium spp. e Rotavirus (Harris et al., 2012).

Estudo realizado por Slovis et al. (2014) avaliou através da técnica de qPCR a
prevaléncia de nove agentes infecciosos em 88 potros (37 potros saudaveis e 51 potros
com diarreia) da raga puro sangue inglés com dois dias a 17 semanas de idade. A
presenga de coinfecgdes foi mais prevalente nos animais com diarreia (42%) quando
comparado ao grupo de animais sem diarreia (11%). Coinfec¢des entre virus e
protozoarios foram mais frequentemente identificadas em potros com diarreia. Além
disso, foi detectado ao menos um agente infeccioso em 62,3% dos animais do grupo
com diarreia e em 43,2% dos animais sem diarreia. A prevaléncia dos agentes
infecciosos detectada nas fezes dos animais foi: Rotavirus (35% dos animais sem
diarreia, 3% dos animais com diarreia), Coronavirus (29% animais com diarreia, 27%
animais sem diarreia), Cryptosporidium spp. (27% animais com diarreia, 11% animais
sem diarreia), Salmonella spp. (14% animais com diarreia, 0% animais sem diarreia),
Rhodococcus equi (8% animais com diarreia, 14% animais sem diarreia), C. dificcile
toxina A (6% animais com diarreia, 0% animais sem diarreia), C. difficile toxina B (6%
animais com diarreia, 0% animais sem diarreia). Para Salmonella spp., além da técnica
de qPCR foi realizada a cultivo bacteriologico. A técnica de qPCR detectou mais
amostras positivas no grupo de animais com diarreia (14%), comparado a 8% de
animais positivos detectados no cultivo. Em ambas as técnicas, nenhum animal positivo
foi identificado no grupo de animais sem diarreia. Apesar da diferenca nao ser

estatisticamente significativa, confirma que a técnica de qPCR do meio de
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enriquecimento seletivo apresentou maior sensibilidade e especificidade analitica no
diagnostico, além da vantagem do menor periodo para a obtengdo dos resultados quando
comparado ao cultivo (Amavisit et al., 2001; Pusterla et al., 2010, Slovis et al., 2014).

No Paquistdo, as fezes de potros de at¢ um ano de idade com diarreia foram
cultivadas para isolamento de Salmonella spp., Clostridium perfringens e E. coli, sendo
realizado posteriormente PCR para confirmagdo dos agentes etiologicos. Neste estudo, a
prevaléncia de diarreia em potros foi de 72,56% e a causa bacteriana foi identificada em
65,77%. A pesquisa revelou 48,77% de animais positivos para E. coli, 18,56% para
Clostridium perfringens e 17,9% para Salmonella spp. (Haq et al., 2018).

No Iraque, estudo avaliou a prevaléncia de patdogenos entéricos em 100 amostras
de fezes de equinos saudaveis e com diarreia criados a campo. Salmonella spp. foi
isolado em 3,1% dos animais. A frequéncia de isolamento de Salmonella spp. foi maior
nos animais com diarreia (33,3%; n=3) do que nos animais saudaveis (2%; n=2)
(Hamzah et al., 2013).

Estudo retrospectivo realizado na Africa do Sul no periodo de 2007 a 2014
realizou cultivo de orgdos, tecidos, swabs, fluidos e identificou 162 isolados de
Salmonella spp. (13.2%) em equinos (Gelaw et al., 2018).

No Brasil, estudo realizado por Olivo et al. (2016) em 116 potros (56 com
diarreia ¢ 60 sem diarreia) de até trés meses de idade, identificou a presenga de
coinfecgdes em 46% dos animais com diarreia € em 33% dos animais sem diarreia. Os
agentes mais prevalentes foram E. coli (30% animais com diarreia, 25% animais sem
diarreia), Salmonella spp. (25% animais com diarreia ¢ 7% animais sem diarreia),
Strongyloides westeri (25% animais com diarreia e 25% animais sem diarreia),
Clostridium perfringens tipo A (21% animais com diarreia e 10% animais sem diarreia),
Strongylus spp. (11 animais com diarreia, 18% animais sem diarreia), Rhodococcus equi
vapA (5% animais com diarreia e 2% animais sem diarreia). A identificacdo de
Salmonella spp. foi realizada através de cultivo bacteriologico, na qual 15,5% de
animais foram positivos, sendo 14 animais com diarreia e quatro animais sem diarreia.
Foram identificados sete sorovares de Salmonella spp. sendo Salmonella Infantis,
Salmonella Saint Paul predominantes em animais com diarreia e Sa/monella Infantis,
Salmonella Saint Paul, Salmonella Typhimurium e Salmonella Newport em animais
sem diarreia. Todos os animais que vieram a Obito durante o estudo apresentaram
coinfecgdes e foram positivos para Salmonella spp. Os sorovares presentes nos animais

que vieram a Obito foram Salmonella Panama, Salmonella Infantis, Salmonella
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Typhimurium, Salmonella Muenchen, Salmonella Newport. As coinfec¢des mais
frequentes neste estudo foram: Strongyloides westeri, Strongylus spp. associados a
Salmonella spp. e Rhodoccocus equi vapA-positivo associado ao Clostridium
perfringens toxina A.

O estabelecimento do diagnéstico do agente causal de diarreia em potros ¢é
frequentemente dificil, sendo a etiologia indeterminada em 44% a 78% dos casos,
podendo resultar no agravamento da enfermidade (Dwyer et al., 1990; Netherwood et
al.,, 1996; Reed et al., 2010; Malliccote et al., 2012). A avaliagao das fezes ¢ uma
importante ferramenta a ser utilizada nos animais com diarreia. A aparéncia
macroscopica, como presenca de sangue, areia, alteragdo de coloragdo, odor e
consisténcia, podem direcionar o clinico no estabelecimento dos diagndsticos
diferenciais (Smith, 1981; Palmer e Benson, 1984; Spier, 1993; Smith, 2008). Os
exames microscopicos das fezes frescas, utilizando as técnicas de McMaster e Stoll
Hausheer, sdo importantes técnicas parasitologicas utilizadas para evidenciar a presenca
de parasitismo e estimar a quantidade de ovos por grama de fezes de parasitos eliminada
pelos animais (Reed et al., 2010).

Amostras de fezes também podem ser avaliadas microscopicamente para
presenga de leucdcitos e células epiteliais. Geralmente, a celularidade aumenta com a
gravidade da diarreia. Animais com salmonelose apresentam aumento no nimero de
células epiteliais e leucocitos fecais. Mais de 10 leucécitos por campo ¢ indicativo de
salmonelose (Morris et al., 1983). A analise das fezes para pesquisa dos principais
agentes infecciosos causadores de diarreia com base na idade e nos sinais clinicos
apresentados pelos animais ¢ recomendado. O diagnostico da diarreia requer a detecgao
do virus, bactéria e/ou toxinas nas fezes. Estes testes incluem microscopia eletronica,
ensaio imunoenzimatico (ELISA), cultivo bacteriologico de fezes, exames
parasitoldgicos e técnicas de biologia molecular (Cohen et al., 1996; Zimmel, 2008;
Reed et al., 2010; Smith, 2008) (Quadro 2).

A deteccao de um ou mais agentes infecciosos nas fezes de potros com diarreia
ndo necessariamente indica que esses agentes sejam causadores da doenga. No entanto,
em situagdes clinicas, a detec¢do de agentes infecciosos nas fezes ¢ o método utilizado
para o estabelecimento do diagndstico e tratamento, sendo sempre associado a historia
clinica do animal, historico da propriedade, avaliagdo fisica e laboratorial do potro e
resposta as terapias de suporte e antimicrobiana (Palmer e Benson, 1984; Spier, 1993;

Smith, 2008; Frederick et al., 2009).
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A ultrassonografia abdominal ¢ utilizada para a avaliagdo da espessura da parede
intestinal e sinais de enterocolite necrotizante. A radiografia abdominal pode ser
utilizada para a visualiza¢ao da presenga de acimulo de areia, corpos estranhos e géas.
Um grande diferencial dos potros com diarreia ¢ a sepse. Se disponivel, escore de sepse
e hemocultura devem ser realizados (Smith, 1981; Palmer e Benson, 1984; Spier, 1993;
Smith, 2008).

A observacao do comportamento do potro, presenca de leite no rosto do animal,
o desinteresse em mamar, apatia e prostragdo sdo comportamentos graves onde a
intervengdo do médico veterinario deve ser imediata (Magdesian, 2005; Mallicote et al.,
2012; Slovis et al., 2014). E muito importante a avaliagdo cuidadosa dos potros com
diarreia, especialmente dos animais com menos de 30 dias de idade. A combinagdo de
menor ingestao de fluidos, aumento da perda de fluidos pela diarreia, menor tamanho do
animal e sistema gastrintestinal curto promove a ocorréncia da desidratacdo de forma
mais rapida e severa quando comparado aos animais adultos (Netherwood et al., 1996;
Slovis, 2019). A fluidoterapia intravenosa para a correcdo dos desequilibrios
hidroeletroliticos e acidos-basicos € critica no tratamento dos animais com diarreia
(Smith, 1981; Robinson, 2002; Magdesian, 2005; Paradis, 2006; Zimmel, 2008;
Mallicote et al., 2012; Slovis et al., 2014). Em casos severos onde ha grande perda de
liquidos, eletrdlitos e proteinas a hospitalizacdo com continua fluidoterapia € necessaria.
A plasmaterapia ¢ indicada em casos de perdas proteicas, diarreias de origem infeciosa e
para a manutenc¢do do status imunologico ideal do potro.

O carvao ativado e CTO-esmectita sao medicamentos utilizados como
adsorventes (Smith, 1981; Robinson, 2002; Magdesian, 2005; Paradis, 2006; Zimmel,
2008; Mallicote et al., 2012; Slovis et al., 2014). A antibioticoterapia de amplo espectro
¢ prescrita para a prevengao da bacteremia e infecgdes secundarias como pneumonia,
artrites, fisites e meningites (Magdesian, 2005; Mallicote et al., 2012; Slovis et al.,
2014). Todos os potros e animais neutropénicos com salmonelose devem receber
antibioticoterapia (Spier, 1993; Slovis et al., 2014). Ulceragao gastrica ¢ outra possivel
complicacdo da diarreia. Assim, o tratamento profilatico para ulceras gastricas com
omeprazol ou sucralfato pode ser prescrito. Potros com severa diarreia ndo mamam
adequadamente e por isso deverdo ser suplementados por via enteral ou parenteral.
Anti-inflamatérios ndo esteroidais, como flunixina meglumina, podem ser utilizados
para alivio da dor e redugdo da dor e da inflamacao (Smith, 1981; Robinson, 2002;

Magdesian, 2005; Paradis, 2006; Zimmel, 2008; Mallicote et al., 2012; Slovis et al.,
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2014). Neostigmina auxilia no alivio do timpanismo gastrintestinal. A limpeza da regido
perineal, seguida da secagem e protecdo perineal para prevencdo de queimaduras
provocadas pela diarreia devem ser instituidos para promover conforto ao animal
(Netherwood et al., 1996; Slovis, 2019).

QUADRO 2. Testes diagnéstico utilizados para agentes causadores de diarreia em
potros.

Agente Etiolégico Teste

Rotavirus Microscopia eletronica
Aglutinagdo em latex
ELISA

qPCR

C. perfingens Cultivo bacterioldgico fecal
PCR

ELISA para enterotoxina
ELISA+ PCR gene da toxina

Salmonella spp. Cultivo bacteriolégico fecal
PCR
C. difficile Cultivo bacterioldgico fecal

Teste de Citotoxicidade celular
PCR para TcdA e TcdB
ELISA para toxina A e B

Coronavirus gqPCR
Microscopia eletrénica
Cryptosporidium spp. Coloragéao acido-resistente das fezes
PCR
ELISA
Lawsonia intracellularis PCR
Coloragéo de prata Warthin- Steiner
Rhodococcus equi Cultivo bacteriolégico fecal
PCR
Strongyloides westeri Flotagcéo

Contagem de OPG

Adaptado de Mallicote et al., 2012 e Oliver-Espinosa O., 2018.
Abreviagdes: qPCR: reacdo da cadeia da polimerase em tempo real; ELISA: ensaio
imunoenzimatico; PCR: reacdo da cadeia da polimerase; OPG: ovos por grama de fezes,

A prevengdo da diarreia em potros deve ser baseada na minimiza¢do da
exposicdo ao agente através da limpeza e desinfeccdo, isolamento dos animais com
diarreia, aumento da imunidade, garantia da transferéncia da imunidade passiva e
otimizacao das praticas de manejo profilaticas (Oliver-Espinosa O., 2018; Slovis, 2019).

Boas praticas de manejo sdo essenciais a preven¢ao da diarreia nos potros. O
transporte das éguas prenhas deve ocorrer no maximo entre 4 a 6 semanas antes do
parto afim de se garantir a formacdo adequada do colostro. Programa sanitario
especifico para éguas, potros e demais animais da propriedade, deve ser implementado.

Novas €guas, potros € outros animais novos na propriedade ou que retornem de

atividades esportivas devem ser isolados por um periodo de duas a trés semanas (Oliver-
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Espinosa O., 2018; Slovis, 2019). Os animais devem ser agrupados de acordo com a sua
categoria em éguas prenhas, garanhdes, potros desmamados e animais em treinamento.

Limpeza e desinfec¢ao do local de nascimento dos potros, assim como a
remogao frequente de matéria organica apos o nascimento, devem ser realizadas a fim
de se evitar a exposicdo aos agentes infecciosos. Deve-se garantir a completa
transferéncia de imunidade passiva através da ingestdo de colostro boa qualidade
(Magdesian, 2005; Zimmel, 2008; Oliver-Espinosa O., 2018).

Os animais que estejam se recuperando da doenga clinica ou que ainda
apresentam fezes de consisténcia pastosa sdo potenciais eliminadores de micro-
organismos nas fezes e devem ser isolados dos animais considerados saudaveis (Smith,
1981; Spier, 1993). O tempo necessario para um animal retornar ao convivio com 0s
demais animais da propriedade dependera do agente etioldgico envolvido. De maneira
geral, um periodo de 30 dias de isolamento ¢ recomendado para animais com
diagnéstico de Salmonella spp., e de 14 dias apds a normalizagdo das fezes em animais
infectados com rotavirus e Clostridium spp. (Smith, 1981; Spier, 1993; Slovis, 2019).

O indicado ¢ que os animais com diagndstico positivo para Salmonella spp.,
apds o periodo de 30 dias de isolamento, devem ter suas fezes submetidas ao
diagnostico microbioldgico e somente apds o resultado negativo em 5 cultivos
bacterioldgicos consecutivos com intervalo de 24h, liberados para o convivio com o0s
demais animais da propriedade (Dunkel e Wilkins, 2004; Magdesian, 2005; Zimmel,
2008; Mallicote et al., 2012). Cerca de 60% dos animais que se recuperam da
salmonelose apresentam cultivo bacteriolégico negativo 30 dias apds a recuperacao
clinica e, cerca de 95% sdo negativos 90 dias apds a recuperagdo clinica (Smith et
al.,1981; Slovis, 2019).

Adicionalmente, animais em recuperagao nao devem ser submetidos a situacdes
estressantes ou atividades fisicas intensas, transportes por longas distancias,
competi¢des, procedimentos veterinarios eletivos, devido a possibilidade de recorréncia
da diarreia ou eliminagdo dos micro-organismos nas fezes.

As praticas de biosseguranca devem ser intensificadas no manejo dos animais
com diarreia, a fim de se evitar a disseminacdo potencial dos agentes infecciosos com
utilizagdo de luvas, botas, aventais, lavagem das maos com agua e sabdo ou
desinfetantes e pediluvios (Dunkel e Wilkins, 2004; Magdesian, 2005; Zimmel, 2008;
Mallicote et al., 2012). O trafego de pessoas deve assegurar que os animais saudaveis

sejam manejados primeiramente, seguidos dos potros contactantes e, finalmente, os
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animais com diarreia. Os animais contactantes dos com diarreia ndo devem ser movidos
a outros locais, pois os mesmos também devem ser considerados fontes de infecgdo
(Oliver-Espinosa O., 2018). O controle do trafego de pessoas deve ser limitado.

A limpeza e desinfec¢do das instalagdes deve iniciar com a completa remogao
do material organico, especialmente do piso e paredes, além dos comedouros,
bebedouros, ralos e equipamentos de uso comum como escovas, termdmetros e sondas
nasogastricas. Maquinas de dgua sob pressao nao devem ser utilizadas quando micro-
organismos patogénicos forem suspeitos de causar diarreia nos animais (Slovis et al.,
2019). Apds a retirada do material organico, todo o local deve ser lavado com
detergente, 4agua, enxaguado e, posteriormente, desinfetantes especificos com
comprovada eficacia contra o agente infeccioso envolvido, devem ser aplicados (Dunkel
e Wilkins, 2004; Magdesian, 2005; Zimmel, 2008; Mallicote et al., 2012; Oliver-
Espinosa O., 2018).

O manejo das fezes ¢ extremamente importante. Se possivel, a compostagem do
material deve ser realizada para eliminacao de muitos agentes infecciosos patogénicos

(Dunkel e Wilkins, 2004; Magdesian, 2005; Zimmel, 2008; Mallicote et al., 2012).

2.2 Salmonella spp.

Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae. Sao bactérias gram-
negativas anaerdbicas facultativas, usualmente moveis, ndo fermentadoras da lactose,
ndo formadoras de esporos, na sua grande maioria produtoras de gés a partir da glicose,
que colonizam o intestino delgado, ceco e colon de animais de sangue frio e vertebrados
de sangue quente. Sao oxidase negativas, catalase positivas e reduzem nitrato a nitrito.
Testes bioquimicos adicionais como lisina descarboxilase e producdo de urease podem
ser realizados especialmente para a diferenciacdo entre Proteus spp. € Salmonella spp.
(Quadro 3).

Sao isoladas em meio MacConkey por ndo serem inibidas pelos sais biliares
presentes no meio de cultivo. Inimeros meios de cultivo podem ser utilizados para a
diferenciagdo da Salmomnella spp. das outras enterobactérias como o agar Verde
Brilhante, agar XLD e a4gar entérico Hektoen. As caracteristicas das colonias de
Salmonella spp. se diferenciam dependendo do meio utilizado. No &4gar sangue,
caracterizam-se como colonias de 1-3 mm, ndo hemoliticas, branco acinzentadas e lisas.

No agar MacConkey sdo colonias claras ou transparentes, nao fermentadoras de lactose.
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No 4gar XLD, as colonias sdo vermelhas com o centro enegrecido devido a
metabolizagdo do tiossulfato produzindo sulfeto de hidrogénio que reage com o ferro
produzindo um composto escuro. No agar entérico Hektoen as coldnias apresentam
coloragdo verde a azul com o centro enegrecido, caracteristico da producao de sulfeto de

hidrogénio.

QUADRO 3. Caracteristicas Bioquimicas da bactéria Salmonella spp.

Caracteristicas Bioquimicas Testes IMViC

Coloragdo de Gram - Produgéo de Indol -
Formagdo de esporos - Teste vermelho de metila +
Motilidade a 30°C (Flagelos) * + Teste utilizagdo do citrato +
Anaerdbicos facultativos + Teste VP (Voges-Proskauer) -
Capsuia :
Catalase # Arabinose +
Oxidase = Dulcitol T
Reagio no Agar TSI Apice (vermelho) Base (amarelo) Glicose +
Atividade da Urease - Lactose

Gas a partir da glicose + Maltose +
Fermentagdo da Lactose - Manitol +
Produc&o de H2S em Agar TSI + Manose +
Produgdo Lisina Descarboxilase + Ramnose +
Redugdo do nitrato a nitrito + Sorbitol +
Xilose + Trealose +

Fonte: Manual Técnico de Diagnéstico Laboratorial da Salmonella spp. Ministério da Saude

Salmonella spp. ¢ um agente causador de gastroenterites em humanos e animais
apresentando distribuicdo mundial. A bactéria se dissemina a partir do intestino via
corrente sanguinea para os linfonodos intestinais, figado, baco onde se multiplica.
Elevada mortalidade ¢ associada a doenca, que afeta mais de 90 milhdes de pessoas em
todo o mundo anualmente (Kaur e Jain, 2012). O género Salmonella spp. ¢ composto
por apenas duas espécies: S. bongori € S. enterica. S. enterica ¢ a mais importante para
os animais domésticos e humanos sendo dividida em 6 subespécies: enterica (1),
salamae (1), arizonae (111a), diarizonae (11Ib), houtenae (1V) ¢ indica (VI) (Grimont ¢
Weil, 2007; Hurley et al., 2014) (Figura 1).

Sao conhecidos mais de 2.500 sorovares causadores de doengas nos humanos e
animais, os quais sao classificados de acordo com a sua composi¢ao antigénica segundo
o sistema de White-Kauffmann-Le Minor (Grimont e Weill, 2007). De acordo com o
esquema de sorotipificagdo tradicional, o sorovar ¢ definido baseado na expressdo dos

antigenos somatico (O) e flagelar (H). O terceiro grupo € o antigeno capsular (Vi) que ¢
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expresso somente por poucos sorovares, incluindo S. Typhi e S. Dublin (Tabela 1). Os

antigenos somaticos estdo presentes no envelope polissacarideo e sdo utilizados para

dividir todas os sorovares de Salmonella enterica em 46 sorogrupos que, junto com 114

antigenos flagelares distintos definem mais de 2.600 sorovares diferentes (Gal-Mor,

2019). Destes, apenas S. Pullorum e S. Gallinarum sao iméveis (Grimont e Weill, 2007,

Hurley et al., 2014).

FIGURA 1. Classificagao da bactéria Salmonella spp. em espécies e subespécies

Género

Espécie

Subespécie

Sorotipos

| Salmonella I

{ S. bongori ] [ S. enterica ]

v enterica || salamae || arizonae ||diarizonael| houtenae indica
I I Illa 1lb v Vi
Tiféides Nao- Tiféides
: : Ex. Typhimurium e
Ex. Typhi e Paratyphi Enteritidis

Fonte: Hurley D. et al. Salmonella—host interactions. Frontiers in Immunology, v.5 (3):481,2014.

A grande maioria dos sorovares de Salmonella spp. listados no esquema de

Kauffmann-White expressa alternativamente ambos os genes dos antigenos flagelares

conhecidos como fase 1 (antigeno Hl) e fase 2 (antigeno H2). Os sorovares que

expressam os dois antigenos sdo denominados difasicos € os que expressam somente

um antigeno sdo chamados monofasicos (Tavechio et al., 2004; Gal-Mor, 2019).

Salmonella enterica subsespécie enterica, corresponde a 59% de todos os sorovares e €

responsavel por aproximadamente 99% dos casos clinicos de salmonelose nos animais

de sangue quente (Brenner et al., 2000; Burgess ¢ Morley, 2014). As estirpes de

referéncia sao mantidas pelo Centro de Referéncia da Organizacdo Mundial de Satude

no Instituto Pasteur, em Paris e novos sorovares sdo listados e atualizados anualmente

no Sistema Kauffman-White (Grimont e Weil, 2007; Hurley et al., 2014).
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TABELA 1. Distribuicdo do nimero de sorovares de acordo com espécie e subespécie de
Salmonella spp.

Espécies/Subespécies Sorovares

Salmonella enterica 2.557
S. enterica subsp.enterica 1.531
S. enterica subsp.salamae 505
S. enterica subsp. arizonae 99
S. enterica subsp. diarizonae 336
S. enterica subsp.houtenae 73
S. enterica subsp.indica 13

Salmonella bongori 22

Total (género Salmonella) 2.579

Fonte: Grimont e Weill (2007)

Os sorovares ocorrem mundialmente. Infectam mamiferos, répteis, passaros e
sdo excretados via fezes. Salmonella spp. é considerado patdgeno oportunista, causando
doenca clinica em situacdes de elevada exposi¢do ou em animais € humanos que
apresentam maior susceptibilidade, como neonatos e pacientes com severa doenca
sistémica (Grimont e Weill, 2007; Hurley et al., 2014).

A transmissao ocorre via fecal-oral, podendo resultar em enterocolite (diarreia),
bacteremia ou infec¢des subclinicas, sendo a infec¢do dependente da dose infectante,
susceptibilidade do hospedeiro e o sorovar infectante (Grimont e Weill, 2007; Hurley et
al., 2014).

O género Salmonella spp., pode ser dividido em trés grupos principais, segundo
a sua especificidade de hospedeiro e padrdo clinico. Sorovares altamente adaptados aos
humanos, incluindo S. Typhi e S. Paratyphi A e B, produzem quadros clinicos
geralmente graves, cuja infecgdo se caracteriza por estado febril prolongado ou febre
entérica, podendo causar septicemias. Sorovares altamente adaptados aos animais sao
representados por S. Abortusovis que causa abortamentos em ovelhas, S. Abortusequi,
que causa abortamentos em equinos, S. Gallinarum e S. Pullorum, que causam sérias
infeccdes em aves e S. Typhisuis que causa infecgdes em suinos (Grimont e Weill,
2007; Hurley et al., 2014, Gal-Mor, 2019). Em determinadas situagdes (idade jovem,
doengas cronicas, imunossupressdo) os sorovares Dublin e Cholerasuis podem
determinar quadro septicémico nos humanos. A terceira categoria inclui os sorovares

zoonoOticos ou generalistas que, na sua maioria, ndo apresentam um hospedeiro
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especifico, infectando indistintamente humanos e animais produzindo quadros de
enterocolite, como S. Typhimurium e S. Enteritidis (Grimont e Weill, 2007; Hurley et
al., 2014, Gal-Mor, 2019).

Salmonella spp. ¢ um patogeno de grande importancia em saude publica e, nos
ultimos 20, anos tem se destacado como causador de doenca reemergente em humanos,
tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento, principalmente
pela ocorréncia crescente de cepas multirresistentes aos antimicrobianos, dificultando o
seu controle e tratamento, e aumentando os riscos de disseminacao e persisténcia dessa
zoonose (Sanchez, 1998).

Nos Estados Unidos, estima-se que 1,41 milhdes de casos e mais de 500 mortes
de humanos ocorram anualmente (Sanchez, 1998; Santos et al., 2003).
Aproximadamente 95% das infec¢des humanas por Sal/monella spp. sdo causadas por
alimentos, correspondendo a 30% das mortes causadas por ingestdo de alimentos
(Sanchez, 1998; Santos et al., 2003). No Brasil, Salmonella spp. ¢ o segundo agente
causal mais frequente nos surtos de Doengas Transmitidas por Alimentos, sendo a
espécie entérica a que mais acomete os humanos por consumo de dgua e alimentos
contaminados (Sanchez, 1998; Santos et al., 2003)

Sua ampla distribuicdo no ambiente e resisténcia as condi¢des adversas, bem
como a existéncia de mais de 2.500 sorovares, causadores de doencas nos humanos e
animais favorecem a disseminagdo ¢ a complexidade de identificagao (Sanchez, 1998;
Freitas-Neto et al., 2010). A continua evolu¢dao genética contribuiu para o aumento da
viruléncia, levando a fenétipos de resisténcia a multiplos farmacos. As duas mais
importantes mudangas na epidemiologia da salmonelose nao tiféide ocorreu no ultimo
século, que foi a emergéncia de infecgdes de origem alimentar em humanos causadas
pela Salmonella enterica Enteritidis e o surgimento de cepas Salmonella enterica
Typhimurium multirresistentes aos antimicrobianos. O aumento da resisténcia aos
antimicrobianos como fluorquinolonas, cefalosporinas de terceira geracdo e
carbapenémicos sao relatados. Sendo assim, recomenda-se a vigilancia de infec¢des por

Salmonella spp. em humanos e animais (Sanchez, 1998; Freitas-Neto et al., 2010).

2.3 Fatores de viruléncia

Salmonella spp. ¢ um patogeno intracelular facultativo cuja viruléncia estd

relacionada a capacidade de invasdo da mucosa intestinal, replicagdo intracelular no
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tecido linfoide associado ao intestino e persisténcia em células ndo fagociticas e
fagociticas do hospedeiro (macrofagos e células dendriticas) (Wray C. e Wray A.,
2000).

Entre os fatores de viruléncia da bactéria destacam-se: capsula, flagelo, adesinas,
lipopolissacaridios de membrana (LPS) e plasmidios (Quinn et al., 2011). A capsula
dificulta a fagocitose por neutrofilos e macréfagos. Os flagelos possibilitam a
mobilidade bacteriana. As adesinas e fimbrias sdo responsaveis pela aderéncia da
bactéria as células susceptiveis. O antigeno O, localizado na parede celular possui LPS
em sua estrutura, cuja composi¢do lipidica estd relacionada aos processos de choque
endotoxico (Quinn et al., 2011). Esta molécula esta envolvida na coloniza¢ao da mucosa
intestinal, participando do processo de adesdo as células intestinais, pois confere
estabilidade a parede celular da bactéria, resisténcia aos sais biliares e hidrofobicidade
da superficie celular (Santos et al., 2003).

Os plasmidios tém DNA extra cromossdmico que carreia fatores de viruléncia
associados a resisténcia aos antimicrobianos e a producdo de toxinas, sendo
transmissivel entre as cepas (Santos et al., 2003).

Muitos fatores de viruléncia sdo responsaveis pela indu¢do de resposta
inflamatoria no hospedeiro infectado. Existem duas categorias de estimulos pro-
inflamatérios que sdao observados durante a infecgdo: a estimulagdo do sistema imune
inato e fatores associados a viruléncia que exploram processos do hospedeiro resultando
em doencas (Santos et al., 2003).

Estudos dos mecanismos moleculares dos fatores de patogenicidade da bactéria,
demonstraram que os sorovares patogénicos € ndo patogénicos se diferenciam pela
presenca de genes de patogenicidade especificos organizados nas chamadas ilhas de
patogenicidade (Kaur e Jain, 2012). As ilhas de patogenicidade (SPI) compreendem
grupos de genes de viruléncia moveis situados no cromossomo bacteriano ou em
plasmideos, os quais foram adquiridos por meio de transferéncia genética horizontal, e
que podem prover as bases moleculares para o entendimento da patogenia da doenga e
especificidade ao hospedeiro (Fortes et al., 2012; Hurley et al., 2014).

As ilhas de patogenicidade codificam genes envolvidos na adesdo as células do
hospedeiro, invasdo sobrevivéncia intracelular, mecanismos de evasdo do sistema imune
do hospedeiro e na especificidade do hospedeiro. Além disso, contribuem com a
evolugdo genomica por transferéncia horizontal de genes entre as geragoes (Kaur e Jain,

2012).
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Até o momento, 23 ilhas de patogenicidade foram descritas, porém as fungdes
dos genes contidos nesses locais ainda ndo foram completamente determinadas (Hurley
et al., 2014). Nem todos os sorovares possuem todos as ilhas de patogenicidade, porém
SPI-1 até a SPI-5 sdo comuns a todos os sorovares de Sa/monella entérica.

As ilhas de patogenicidade SPI-1 e SPI-2 sdo particularmente importantes no
processo de infec¢do “in vivo” através da codificacdo de proteinas do sistema de
secrecao tipo III (T3SS). A SPI-1 contém genes responsaveis pelo processo de invasao
celular e a SPI-2 ¢ responsavel pela patogenia intracelular da bactéria e pelo processo de
infec¢do sistémica (Vieira, 2009; Kaur e Jain, 2012).

Os genes do SPI-1, SPI-4 e SPI-5 sdo expressos sob condi¢des impostas ao
patogeno pelo hospedeiro como alteragdes no ambiente intestinal, pH, osmolaridade e
presenca de acidos graxos volateis de cadeia curta (Santos et al., 2003; Vieira, 2009).

Outras ilhas de patogenicidade foram descritas como importantes na patogenia
da infec¢do por Salmonella spp. A SPI-3 também codifica elementos que permitem a
sobrevivéncia da bactéria no meio intracelular, sendo a principal fun¢do a codificagao
de sistema de transporte de alta afinidade com magnésio, que ¢ importante para o
fenotipo intracelular. Foram descritas outras ilhas de patogenicidade em Salmonella
spp., que nao possuem seu proprio sistema de secrecdo e realizam suas fungdes por
meio de sistemas codificados em SPI-1 e SPI-2 (Fortes et al., 2012; Kaur e Jain, 2012).

A ilha de patogenicidade 4 (SPI-4) ¢ responsavel pela codificagdo de fatores de
viruléncia responsaveis pela intima adesdo da bactéria a célula epitelial, chamadas de
adesinas ndo-fimbriais, necessarias para a adesdo das bactérias as células intestinais
(Fortes et al., 2012; Kaur e Jain, 2012). Esse complexo sistema de proteinas que
realizam conexdo entre si, possibilita Salmonella spp. atravessar a barreira
gastrintestinal e sobreviver dentro de células fagocitarias (Vieira, 2009).

Além dos fatores de viruléncia associados as ilhas de patogenicidade, ha fatores
de viruléncia ou de resisténcia antimicrobiana presentes em plasmideos que sdo
importantes para a multiplicagdo intracelular e invasao sistémica (Fortes et al., 2012).

Alguns dos sorovares mais importantes para a saude humana, incluindo S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Cholerasuis apresentam plasmideos de viruléncia. Estes
plasmideos de viruléncia apresentam locus génico chamado plasmideo de viruléncia de
Salmonella spp. e contém genes spyRABCD. Os genes spv sdo importantes para a

multiplicagdo bacteriana intracelular durante nas infec¢des extra-intestinais. Genes de
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viruléncia adicionais localizados nos plasmideos incluem os responsdveis pela
resisténcia fimbrial (pef~BACDI) e ao soro (¢raT).

Embora a maioria dos plasmideos de viruléncia ndo sejam auto-transmissiveis,
alguns parecem conter um conjunto completo de genes de transferéncia que permitem
que os plasmideos sejam transferidos para cepas adicionais por conjugagao,
aumentando, potencialmente, a viruléncia aos hospedeiros (Vieira, 2009; Pham e
McSorley, 2015). Devido a conservagao entre cepas de um mesmo sorovar, 0s
plasmideos promovem uma vantagem aos sorovares que albergam esses plasmideos
(Kaur e Jain, 2012).

Plasmideos carreando fatores de resisténcia sdo rapidamente transferidos entre
Salmonella spp. e outras Enterobactérias como a E. coli. Assim, se os plasmideos
existem no ambiente, especialmente sob intensa pressao de uso de antimicrobianos,
podem facilmente ser transferidos entre os patdgenos. Este fato ¢ relevante, uma vez
que Salmonella spp. ¢ um micro-organismo que pode ser transmitido a outros animais e
humanos. Os impactos sanitarios da produgdo de bactérias multirresistentes em uma
doenca de caracteristica zoonoética sdo grandes (Palmer e Benson, 1984).

Estudos adicionais precisam ser realizados a fim de se caracterizar de forma
mais especifica a contribuicdo desses genes, assim como fatores de viruléncia e
reguladores por eles codificados, uma vez que a caracterizagdo da patogenia da
salmonelose ¢ crucial para o desenvolvimento de medidas profildticas e terap€uticas,
especialmente com a emergéncia de cepas resistentes aos antimicrobianos (Fortes et al.,

2012).

2.4 Patogenia

A ingestdo ¢ a principal forma de infec¢do tanto nos humanos quanto nos
animais, embora também possa ocorrer via mucosa, trato respiratorio superior e
conjuntiva (Smith, 1981; Quinn et al., 2011).

O trato alimentar apresenta ambiente hostil sendo o primeiro mecanismo de
defesa, a barreia 4acida do estomago (Wray C. e Wray A., 2000). O baixo pH estomacal
¢ uma barreira importante para a reducdo da quantidade de bactérias que chegam ao
intestino delgado. A passagem por este ambiente induz a expressao pela bactéria de

genes envolvidos no aumento da resisténcia bacteriana ao pH baixo do estdmago.
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As bactérias que sobrevivem ao pH estomacal chegam ao intestino delgado, que
por sua vez contém substancias bactericidas como os sais biliares. Além dos sais
biliares, a motilidade intestinal também ¢ um desafio a colonizagdo bacteriana. Outro
importante fator que impede a colonizagdo ¢ a microbiota intestinal através da produgao
de substancias inibitorias, competicdo por sitios de adesdo nos tecidos e por nutrientes.

A principal estratégia utilizada pela Salmonella spp. para escapar do ambiente
competitivo intestinal € a penetragdo nas células epiteliais (Wray C. e Wray A., 2000).
As bactérias atravessam a barreira epitelial intestinal por transporte passivo facilitado
pelas células dendriticas ou, por invasao ativa (Hurley et al., 2014).

Uma das caracteristicas da infec¢do por Salmonella spp. ¢ a predilecdo do local
de invasdo. Este local ¢ o epitélio que recobre os foliculos linfoides, que possuem
células especializadas chamadas de células M, e os linfonodos que estdo localizados na
parede intestinal, especialmente na regido do ileo, denominados de placas de Peyer. As
placas de Peyer funcionam como a principal porta de entrada e sua coloniza¢do
contribui para o desenvolvimento da doenca, tanto nos processos de infec¢ao localizada
quanto sistémica. Apds o reconhecimento do local de invasao, as bactérias aderem a
superficie epitelial através das adesinas e fimbrias sendo rapidamente internalizadas por
macropinocitose (Smith, 1981; Quinn et al., 2011).

Um aspecto marcante da patogenia do agente ¢ a habilidade de invasdo do
epitélio do hospedeiro. A habilidade da bactéria para acessar e invadir o epitélio
intestinal ¢ conferido pelo conjunto de proteinas efetoras codificadas pela Ilha de
patogenicidade 1 (Pham e McSorley, 2015). Além de codificar proteinas que capacitam
a invasao de células do hospedeiro, existem na SPI-1, genes que codificam uma série de
proteinas para o sistema de secre¢ao de membrana plasmatica tipo III (T3SS-1 e T3SS-
2), que ¢ um complexo proteico que forma um apéndice na superficie celular no formato
de uma agulha, responsavel pela transferéncia dos fatores de viruléncia da bactéria
diretamente para o citoplasma da célula hospedeira (Hurley et al., 2014).

Através desse sistema de secre¢do passam proteinas efetoras que, uma vez
dentro da célula intestinal, atuam na célula hospedeira, alterando as fun¢des celulares do
hospedeiro, causando modificagdes no citoesqueleto e, consequentemente no arcabougo
celular, possibilitando a entrada da bactéria e indugdo da resposta inflamatoria. A SPI-1
codifica uma série de proteinas efetoras (AopB, SipA, SopE e SopE2) que alteram a

organizacdo do citoesqueleto de actina da célula do hospedeiro, formando ondulagdes
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na superficie da membrana celular e, como consequéncia, as células epiteliais intestinais
conseguem englobar a bactéria por meio de macropinocitose (Santos et al., 2003).

A partir dos tecidos intestinais infectados os patégenos sao drenados as placas de
Peyer, estruturas ricas em células fagociticas, onde os macrofagos formam a primeira
barreira efetiva na prevencdo da infeccdo (Wray C. e Wray A., 2000; Hurley et al.,
2014; Pham e McSorley, 2015). Nesses locais, as bactérias sdo parcialmente fagocitadas
e neutralizadas. Os fagocitos infectados sdo organizados em focos discretos, sendo a sua
formac¢do um processo dindmico que envolve a presenca de moléculas de adesdo e o
equilibrio da ac¢do das citocinas como interleucina-12 e IFN-y.

Se os mecanismos de defesa do hospedeiro conseguirem limitar a multiplicagao
bacteriana, a infeccdo permanece localizada no intestino e no tecido linféide associado.
Porém, se os macrofagos presentes nos linfonodos ndo conseguirem limitar a infecgao,
pode ocorrer infecc¢ao sistémica (Hurley et al., 2014; Pham e McSorley, 2015). A partir
da infeccdo das placas de Peyer, a bactéria pode disseminar via vasos linfaticos
aferentes e serem drenados pelos linfonodos mesentéricos ou, eventualmente, ganhar a
circulacao sanguinea e tecidos através dos vasos linfaticos eferentes (Pham e McSorley,
2015).

O transporte de Salmonella spp. das placas de Peyer aos linfonodos mesentéricos
e aos outros tecidos pode ocorrer via sistema reticulo endotelial. Apds a disseminagao
aos tecidos sistémicos, a bactéria alcanga o figado, baco e medula dssea, sendo estes
caracterizados como sitios secundarios da infec¢ao (Wray C. e Wray A., 2000).

Outro aspecto importante da patogenia do micro-organismo ¢ a sua habilidade de
sobreviver nas células fagociticas e replicar-se dentro das vesiculas das células do
hospedeiro. Essa capacidade deve-se as proteinas codificadas pela SPI-2 (Fortes et al.,
2012; Kaur e Jain, 2012). Essas proteinas protegem a bactéria dos mecanismos de
defesa desencadeados pelos fagdcitos, quando esta ¢ fagocitada. Dessa maneira, a
bactéria consegue sobreviver e se multiplicar nas células destinadas a defesa dos tecidos
e destruicdo dos micro-organismos sendo capaz de causar infecgdes sistémicas,
proliferar e disseminar para sitios extra intestinais via fagocitos (Figura 2).

A SPI-2 também codifica seu proprio sistema de secre¢do. Nos macréfagos, a
bactéria secreta proteinas efetoras via T3SS-2 codificado pela SPI-2, que impedem a
fusao do fagossomo ao lisossomo. Ha multiplicagdao bacteriana resultando na secrecao

de citocinas pelos macréfagos. A presenca de Salmonella spp. nestas células leva a
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secrec¢do de citocinas com a inducgdo de processo inflamatorio ou ao processo de morte
celular por apoptose (Kaur e Jain, 2012).

A sinalizagdo por citocinas induzida pela interagdo entre a célula hospedeira e a
bactéria, € crucial ao desenvolvimento e progressao da salmonelose (Quinn et al., 2011;
Hurley et al., 2014). A habilidade de causar infec¢do localizada ou sistémica depende da
interacdo do patogeno e o sistema imune do hospedeiro. A falha no sistema
mononuclear fagocitario para contengdo da infec¢do comumente ocorre em neonatos,
resultado em septicemia e morte hiperaguda ou infec¢des extra-intestinais como

pneumonia, artrite séptica e meningite (Spier, 1993).

Célulam (8 Célula M

4

Enterdcito 2

Célula Dendritica

FIGURA 2. Patogenia Salmonella spp. apos infecgao por via oral.

A doenga causada por Salmonella spp. ocorre pela via oral (1). Apds alcangar o lumen intestinal, a
bactéria pode atravessar a barreira epitelial por transporte passivo facilitado pelas células dendriticas que
emitem pseudodpodes entre as células epiteliais (2) ou por invaséo através das células M que recobrem as
placas de Peyer no intestino delgado (3). A passagem ativa também ocorre através das células epiteliais
e requer a entrega de proteinas efetoras que sado injetadas diretamente nas células do hospedeiro
utilizando um sistema de secrecgdo tipo Il que é codificado por SPI-1, que também desencadeia o
processo de inflamagéo intestinal. Em individuos imunocompetentes a inflamagédo induzida limita a
disseminagéo da bactéria aos tecidos subjacentes e sistemicamente. No entanto, pode ocorrer a evasao
do sistema imune e as bactérias sobreviverem dentro dos macréfagos e entdo serem transportadas
através do sistema linfatico sistemicamente (principalmente para o figado, bago e linfonodos). Dentro do
ambiente intracelular, a bactéria estabelece um vacuolo especial denominado (SCV) ou vacuolo contendo
Salmonella spp., que permite a sobrevivéncia e replicagéo bacteriana (4 e 5). Este estagio requer a
expressao dos genes de SPI-2 que codificam o sistema de secregéo tipo lll que permite a injegéo de
proteinas efetoras do vacuolo contendo Salmonella spp. dentro do citoplasma da célula. A presenga da
bactéria dentro das células do hospedeiro leva a secrecdo de citocinas e o inicio da inflamagéo e/ou
apoptose dos macrofagos (6). A bactéria também pode propagar-se novamente ao intestino por invasao

basolateral (7 e 8) e ser excretada pelas fezes. Fonte: Adaptado de http://galmor-lab.com/Salmonella/
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2.5 Diarreia e Inflamacgao

Os sinais clinicos nos casos de salmonelose estdo relacionados aos fendmenos de
invasdo bacteriana de inumeras células do hospedeiro e pela intensa resposta
inflamatoria com elevada produc¢ado de citocinas (Hurley et al., 2014).

A infiltracdo neutrofilica, que precede a secrecdo de fluidos no intestino,
desempenha papel importante da diarreia induzida por Salmonella spp. Somente
sorovares de Salmonella spp. que causam enterite e diarreia sdo capazes de induzir a
sinalizagdo transepitelial para a migracao de células polimorfonucleares (Santos et al.,
2003).

As proteinas efetoras SopA, SopB e SopD, SipA sdo responsaveis pelo sintoma
de diarreia. SopB e SopD atuam na patogenia da diarreia pelo aumento do influxo de
cloro. Adicionalmente, SopB apresenta importante papel na ativacdo do padrdo
secretorio e atracao de neutrofilos ao local da infecgdo. SopA e SipA estdo envolvidas
na inducao da migragdo transepitelial dos neutrofilos (Vieira et al., 2009; Fortes et al.,
2012).

A potente reacdo inflamatdria apresenta o inconveniente de provocar a morte
das células do hospedeiro, assim como, levar a apoptose das células inflamatdrias e
epiteliais (Kaur e Jain, 2012; Hurley et al., 2014). A deficiéncia do processo de inibi¢ao
das citocinas pro-inflamatoérias resultara em predominio de destruicdo celular,
promovendo sérias lesdes teciduais. Pela acdo das proteases e mediadores inflamatorios
ocorre extensa necrose da mucosa superficial, com descolamento da membrana basal,
favorecendo o acimulo de fluido e proteinas no lumen intestinal promovendo o sinal
clinico de diarreia (Chapman, 2006).

A perda de fluidos ¢ resultado da intensa reacdo inflamatdria por mecanismos
via PGI2 e PGE2 associada a ma-absor¢do e producdo de enterotoxina, resultando em
diarreia secretdria, contribuindo para a perda de fluidos (Spier, 1993; Hurley et al.,
2014).

As enterotoxinas bacterianas iniciam a diarreia através da ligacdo aos receptores
que estimulam os sistemas mensageiros de cAMP e ¢cGMP, levando ao aumento
intracelular de cAMP e ativagdo dos canais de cloro. O transporte ativo de cloro para o
lumen ¢ seguido pela perda de sddio, potassio e agua criando alteragdes nos gradientes

osmotico e elétrico promovendo a diarreia secretoria. A resposta inflamatoria também
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pode levar a hipersecre¢do por mecanismos via PGI2 e PGE2 e ativagdo do sistema
nervoso entérico (Chapman, 2006) (Figura 3).

Os detritos necrdticos resultantes fornecem substrato adequado para a
multiplicagdo bacteriana facilitando a eliminacao e a contaminac¢ao ambiental (Santos et
al., 2013; Hurley et al., 2014). A diarreia induzida pela infec¢do por Salmonella spp. €
uma maneira eficiente de dissemina¢do do micro-organismo no ambiente. O LPS ¢
responsavel pelos efeitos endotoxicos da infecgdo, contribuindo para a resposta
inflamatéria local com lesdo das células epiteliais intestinais resultando no
desenvolvimento da diarreia. O LPS também induz o choque endotéxico que pode ser
acompanhado por septicemia (Quinn et al., 2011; Hurley et al., 2014).

As lesdes mais graves sdo encontradas no ceco e colon ascendente, embora o
ileo e colon menor também apresentam lesdes intensas. As lesdes variam de contetido
fluido e mucosa congesta a severa ulceragdo fibrinonecrética e descamagao de mucosa
(Spier, 1993; Hurley et al., 2014). As altera¢des inflamatorias envolvem os vasos
linfaticos da submucosa, aumento dos linfonodos mesentéricos, petéquias e equimoses
nas superficies serosas do trato gastrintestinal, epicardio e adrenais (Spier, 1993; Hurley

et al., 2014).

Enterotoxina

Hipersecrecao

/ '\ cAMP PGI 2

Diarreia cGMP PGE 2

/ Salmonella
Resposta Inflamatdria
Destruigéo/ IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a
Epitelial \ \

Sistema Nervoso
Entérico

Citotoxinas

FIGURA 3. Diagrama dos mecanismos envolvidos na diarreia por Salmonella spp.
Fonte: Chapman, 2006.
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2.6 Imunidade a infeccao

As imunidades inata e adaptativa podem combater as infecgdes bacterianas. A
linha de frente contra a infeccdo por Salmonella spp. ¢ a imunidade inata (Chapman,
2006). Devido a sua localizagdo, a eliminacdo de bactérias intracelulares requer
mecanismos mediados por células. O passo inicial para a eliminagdo do patdgeno
envolve componentes do sistema imune inato, tais como células fagociticas
(macrofagos, neutréfilos), células NK (natural killer), sistema complemento, producio
de citocinas e quimiocinas (McSorley, 2014; Pham e McSorley, 2015). Estas células sao
importantes no processo de protecdo e eliminacdo inicial da infec¢dao, sendo
evidenciado a exacerbacdo da infec¢do quando os fagocitos sdo eliminados e aumento
da eliminagdo e morte das bactérias quando os fagocitos sdo ativados (Wray C. e Wray
A., 2000).

A disseminagdo extra-intestinal para multiplos 6rgdos ocorre em muitas
infecdes por Salmonella spp., possivelmente pelos fagocitos via sistema reticulo-
endotelial através da sua capacidade de sobrevivéncia e replicagdo nos fagocitos. O
principal sistema de defesa do hospedeiro contra Salmonella spp. ¢ mediado por
neutréfilos e macréfagos que produzem citocinas como TNF-a, IFN-Y, IL-1, IL-2, IL-6,
IL-8 (Pham e McSorley, 2015). As citocinas desempenham agdo crucial na protegao
contra a infec¢do modulando a intensidade e o tipo de reposta imune (humoral ou
celular), além de alterarem a atividade das células efetoras (Wray C. e Wray A., 2000).
Bovinos septic€émicos infectados por Salmonella Typhimurium nao apresentaram
elevados niveis séricos de TNF-a. Estudo revelou que bovinos que receberam IFN-Y
recombinante, exibiram menor risco de septicemia e diminuicdo dos sintomas
comparado ao grupo controle quando infectados por Salmonella Typhimurium (Wray C.
e Wray A., 2000). A eliminacao das bactérias dos tecidos requer a ativacao das células
CDA4+ (T-helper) dependente de CD-28 e a presenca dos receptores a e 3 das células T,
sendo controlado pelos genes do complexo de histocompatibilidade classe 1I (Kaur e
Jain, 2012; Hurley et al., 2014; Pham e McSorley, 2015).

Desta forma, a interacdo entre Salmonella spp. e as cé€lulas epiteliais apos a
invasao do patogeno, induz a resposta inflamatoria inata inicial através do recrutamento
de células fagociticas, principalmente neutrofilos e macréfagos, para o sitio de
replicacdo bacteriana por meio de quimiocinas (IL-8, MCP-1, quimiocina epitelial

induzida por patéogeno) e citocinas pro-inflamatoéria (IL-1, IL6, TNF-a). H4 aumento
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também da atividade dos macrdfagos locais e indugdo da maturagdo e migragcdo das
células dendriticas (Coelho-Castelo et al., 2009; Kaur e Jain, 2012). A presencga de
receptores NOD (NLRs) nas células epiteliais ¢ crucial para a indugdo da resposta
inflamatoéria, pois estes receptores detectam a translocagdo de produtos bacterianos
dentro do citosol da célula epitelial. Esse mecanismo ¢ importante para a diferenciagdo
entre bactérias comensais e agentes infecciosos como Salmonella spp. (Kaur e Jain,
2012; Hurley et al., 2014; Pham e McSorley, 2015).

A infecgdo das placas de Peyer promove intensificacdo da reagdo inflamatoria
(Chapman, 2006). A resposta inflamatoria nas placas de Peyer envolve o recrutamento
de neutrofilos e mondcitos. Esta populagdo celular se retne em torno das células
infectadas no foco inflamatorio, sendo esta resposta importante para o processo de
defesa inicial contra Salmonella spp. e prevencao da disseminagdo sistémica (Kaur e
Jain, 2012; Hurley et al., 2014; Pham e McSorley, 2015). Com a progressdo e
intensificagdo da reacdo inflamatdria, ha migracdo transepitelial maciga de leucécitos e
neutréfilos promovendo morte celular, bem como apoptose das células inflamatorias,
seguido de privagao de nutrientes e finalizacdo da replicagdao bacteriana (Kaur e Jain,
2012; Hurley et al., 2014; Pham e McSorley, 2015). A resposta inflamatodria intensa €
destrutiva tanto para as células do hospedeiro quanto para a bactéria. Quando o
macréfago entra em apoptose, a bactéria ¢ liberada promovendo a reinfecgdo das células
epiteliais ou de outras células fagociticas do sistema imune do hospedeiro (Coelho-
Castelo et al., 2009; Kaur e Jain, 2012; Hurley et al., 2014). Embora a apoptose seja
classicamente definida como uma forma de morte celular, este processo em ultima
analise pode agir como um sinal pré-inflamatorio (Chapman, 2006). A apoptose dos
macréfagos induzida pela infeccdo por Salmonella spp. € associada a proteina efetora
SipB de SPI-1 e a liberagdo de IL-1, uma potente citocina pro-inflamatoria. Os
neutrofilos ndo sofrem morte celular pela infec¢do por Salmonella spp. (Santos et al.,
2003; Hurley et al., 2014; Pham e McSorley, 2015).

Na tentativa de eliminar as bactérias intracelulares, os mondcitos, macrofagos e
neutrdfilos ativados produzem varios mediadores bioquimicos como TNF-a, iNOS, IL-
1, IL-1B, IL-18. Ainda, peréxido de hidrogénio, anion superoxido, oxido nitrico e
enzimas lisossomais que atuam diretamente contra as bactérias, reduzindo a
multiplicagdo bacteriana (Coelho-Castelo et al., 2009; Kaur e Jain, 2012; Hurley et al.,
2014).
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Outro componente importante sdo as células NK, as quais s3o ativadas
diretamente por bactérias ou, indiretamente, em resposta a citocina IL-12, proveniente
de macréfagos ativados. A ativacdo das células NK resulta na produgdo de IFN-y,
principal citocina envolvida na ativacdo de macrofagos promovendo, assim, a morte das
bactérias capturadas (Coelho-Castelo et al., 2009; Kaur e Jain, 2012; Hurley et al.,
2014). Além disso, a estimulacdo dos macrdéfagos pelo IFN-y resulta na produgdo de
TNF, o qual juntamente com IFN-y contribui com a atividade antibacteriana dessas
células (Chapman, 2006). As células NK também podem levar a morte bacteriana pelo
mecanismo da citotoxicidade celular dependente de anticorpos (Coelho-Castelo et al.,
2009; Kaur e Jain, 2012; Hurley et al., 2014).

O proeminente envolvimento do IFN-y e IL-12 na protecdo contra Salmonella
spp. indica o papel das células Thl e o consequente envolvimento da imunidade
mediada por células para a prote¢do contra este patogeno (Wray C. e Wray A., 2000).

Adicionalmente, ha o recrutamento das células dendriticas em resposta a
producao local de CCL20. As células dendriticas também contribuem na imunidade
contra o patégeno devido a producdo de citocinas inflamatdrias, principalmente 1L-12
(Coelho-Castelo et al., 2009; Kaur e Jain, 2012; Hurley et al., 2014). A maturac¢do das
células dendriticas aumenta a capacidade de apresentagdo de antigenos e permite que
essas células migrem aos tecidos linfoides, onde células T iniciam uma resposta imune
adaptativa (Santos et al., 2003; Hurley et al., 2014; Pham e McSorley, 2015). Durante o
estagio inicial de ativacdo das células T, os linfonodos mesentéricos servem como local
de ativacdo especifica de células-T. A resposta imune do hospedeiro nos linfonodos
mesentéricos possui fun¢do de inibir a disseminacdo da bactéria (Santos et al., 2003;
Hurley et al., 2014; Pham e McSorley, 2015).

Outro aspecto importante na ativacdo da resposta imune inata contra patdégenos
intracelulares ¢ a ativacdo de macrofagos, via receptores de reconhecimento padrio,
como o receptor de manose, do tipo Toll. A estimulacdo dos receptores desencadeara
uma cascata de sinalizag¢ao resultando na produgao de citocinas pro-inflamatorias (TNF-
a, [L-1, IL-12) e reativos intermediarios do nitrogénio, contribuindo, assim, para rapida
ativacao dos mecanismos da resposta imune inata (Santos et al., 2003; Hurley et al.,
2014; Pham e McSorley, 2015).

Grande variedade de citocinas inflamatorias ¢ produzida como consequéncia da
resposta imune inata no intestino incluindo IL-6, IL-12, IL-18 e IL-23 que, juntas, sdo

importantes para prover um ambiente que permita a diferenciacdo de células T-CD4+
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em linhagem Thl e Th17 (Hughes e Galan, 2002; McSorley, 2014). A ativagdo inicial
das células T-CD4 ¢ primeiramente detectada nas Placas de Peyer e, em seguida, nos
linfonodos mesentéricos apds a infeccdo oral. Células T-CD4+ especificas para
Salmonella spp. sdo ativadas e expressam CD69 na superficie e produzem IL-2 (Hughes
e Galan, 2002; McSorley, 2014).

Uma vez que somente a resposta imune inata ndo promova a eliminagdo de
bactérias patogénicas, havera necessidade da participagao da resposta imune adaptativa.
Nesta etapa, destacam-se 0os mecanismos efetores que envolvem linfécitos TCD4 (perfil
Th1, produtoras de IL-2 e IFN-y) e TCDS. A contribui¢cdo das células CD4 (perfil Thl)
consiste, principalmente, na ativagdo de macréfagos por meio da citocina IFN-y e da
interacdo entre as moléculas de superficie CD40L (células-T) e CD40 (macrofagos)
(Santos et al., 2003; Hurley et al., 2014; Pham e McSorley, 2015). Esta ativagao,
resultard na producdo de perdxido de hidrogénio, anion superoxido, 6xido nitrico e
enzimas lisossomais que podem destruir o patdgeno.

Diferentemente das células Thl, as células TCD4, com perfil Th2 (produtoras de
IL-4 e IL-5) nao contribuem na resisténcia contra bactérias intracelulares. Em contraste,
o ambiente Th2, em geral, favorece a instalacdo da doenca (Hughes e Galan, 2002;
Coelho-Castelo, A et al., 2009; McSorley, 2014). As células TCDS citotdxicas atuam na
eliminagdo das bactérias intracelulares através da lise das células infectadas. Isto pode
ocorrer uma vez que os antigenos bacterianos podem escapar das vesiculas celulares,
penetrando no citosol e sendo apresentadas vias MHC de classe I para as células T
citotoxicas. As bactérias intracelulares dispdem de mecanismos de escape contra a
resposta imune sendo os macréfagos os alvos preferenciais (Coelho-Castelo, A et al.,
2009; Hurley et al., 2014; Pham e McSorley, 2015).

Apos a eliminacdao primaria da infec¢do, ha o desenvolvimento da resposta
imune protetora ao desafio secundario. A resposta imune humoral pode ser afetada por
inimeros fatores, como dose infectante, viruléncia da bactéria, via de infec¢do e idade
do hospedeiro. Animais recém-nascidos podem responder fracamente a infeccao ou
seletivamente a determinados antigenos, podendo ser reflexo da imaturidade do sistema
imune nesses animais, ou destrui¢do do tecido linféide em animais infectados por
isolados virulentos de Salmonella spp. Animais mais velhos também podem apresentar
dificuldade na resposta imune ao desafio por Salmonella spp. (Wray C. e Wray A.,

2000; Hughes e Galan, 2002; McSorley, 2014).
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A imunidade adquirida sugere a¢do das células T-CD4 e T-CDS8 na eliminaga@o
bacteriana secundaria juntamente com producdo de anticorpos pelas células B. As
células B possuem funcao de células apresentadoras de antigeno e fonte importante de
citocinas inflamatorias durante a infec¢ao por Salmonella spp. (Santos et al., 2003;
Hurley et al., 2014; Pham e McSorley, 2015).

O efeito protetor dos anticorpos pode ser devido a fixagdo do complemento ou a
opsonizagdo das bactérias livres, mas também pode envolver efeitos indiretos na
ativacdo das células-T devido a apresentacdo de bactérias opsonizadas (McSorley,
2014). Uma semana ap6s a infeccdo, sdo detectados anticorpos no soro de aves, bovinos
e suinos, que permanecem por até 10 semanas. A imunoglobulina da classe IgM ¢
produzida inicialmente, seguida por IgG e IgA. Os niveis de IgM e IgA declinam,
enquanto os niveis de IgG permanecem por longos periodos. A reinfec¢do resulta em
rapida e forte resposta ao micro-organismo e estes anticorpos podem ser passados
através da gema do ovo e pelo colostro. A presenca de anticorpos pode inibir a
multiplicagdo de bactérias no ovo e proteger a descendéncia (Wray C. e Wray A.,
2000).

Diferentes determinantes antigénicos estdo presentes na célula bacteriana como
flagelo, LPS, fimbrias, componentes da parede celular e proteinas externas da
membrana plasmatica. Os anticorpos podem ou nao oferecer prote¢do ao hospedeiro. A
especificidade da resposta humoral também ¢ fator importante. Anticorpos produzidos
direcionados ao LPS podem apresentar reatividade cruzada entre os individuos devido a
presenca de 12 antigenos somaticos do LPS, que sdo comuns a muitos sorovares de
Salmonella spp. Porém, esta reacdo cruzada ¢ menos pronunciada aos antigenos
flagelares e, ha sorovares de Salmonella spp. que apresentam antigenos Unicos (Santos
et al., 2003; Hurley et al., 2014; Pham e McSorley, 2015).

Como a infec¢do inicial ocorre primariamente na superficie da mucosa intestinal,
a resposta imune humoral geralmente ocorre nesta regido com predominio de IgA,
embora IgG e IgM também possam ser observadas. IgA pode ser encontrado na bile e
nas secre¢oes da mucosa. Em humanos e ratos, esses anticorpos promovem citotoxidade
celular mediada por anticorpos, agdo bactericida por sequestro dos componentes de
ferro, opsonizacdo, inibem a aderéncia bacteriana e neutralizam toxinas (Wray C. e
Wray A., 2000; Pham e McSorley, 2015).

A secrecao de IgA apresenta grande diversidade na habilidade de protecao das

superficies mucosas. Nos animais domésticos, a cinética da producdo da imunidade
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humoral de mucosa segue a cinética pds-desafio semelhante a imunidade sistémica.
Bovinos oralmente infectados com Salmonella Dublin exibiram IgA detectavel na
mucosa e IgM anti-LPS, trés dias apds a infec¢ao, permanecendo niveis elevados por
até 30 dias (Wray C. e Wray A., 2000; Santos et al., 2003; Hurley et al., 2014; Pham e
McSorley, 2015).

2.7 Resisténcia aos componentes da imunidade inata

Salmonella spp. possui estratégias para superar os mecanismos de defesa do
organismo e estabelecer a infec¢do, incluindo resisténcia as células fagociticas, sistema
complemento, anticorpos especificos e imunidade celular (Wray C. e Wray A., 2000;
Hughes e Galan, 2002; McSorley, 2014). Adicionalmente, hé a replicacao da bactéria e
disseminag¢do para outros hospedeiros. Em hospedeiros resistentes, a habilidade de
causar infeccdo sistémica prové vantagem seletiva, que facilita a transformacdo do
hospedeiro em portador cronico, que possui o potencial de transmitir o agente no
ambiente e a outros hospedeiros (Chapman, 2006). Os sorovares de Salmonella spp.
podem utilizar diferentes fatores de viruléncia durante infec¢des localizadas e infecgdes
sistémicas (Hughes e Galan, 2002; Hurley et al., 2014; McSorley, 2014).

Salmonella spp. € resistente ao sistema complemento e pode se multiplicar no
soro contendo todos os componentes do sistema complemento. A resisténcia varia de
acordo com o componente do LPS de cada sorovar. Os fatores do complemento sdo
depositados no final do LPS, reduzindo a quantidade do complexo de ataque que
alcanca a membrana da célula bacteriana. Adicionalmente, a proteina codificada por
plasmideo, RcK, especifica resisténcia ao complemento. Contudo, o nivel de resisténcia
conferida varia e acordo com o sorovar (Wray C. e Wray A., 2000Hughes e Galan,
2002; Hurley et al., 2014; McSorley, 2014).

As células fagociticas constituintes do sistema imune inato sdo os locais
preferidos para a multiplicagdo bacteriana no figado e bago. Apds a fagocitose, a
bactéria expressa inumeras proteinas dentro dos macrdéfagos que impedem a sua lise
dentro dos fagolisossomos (Wray C. e Wray A., 2000; Hurley et al., 2014; McSorley,
2014).

A resposta imune a Salmonella spp. em modelo experimental em ratos ¢ tardia
quando comparada a outros patdogenos, sugerindo que a bactéria apresenta mecanismo

que atrasa a resposta imune adaptativa e, portanto, a infecdo seja letal em ratos. Outros
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estudos indicam que a infec¢do dos macréfagos e a producdo de 6xido nitrico sejam
suficientes para inibir a resposta imune adaptativa. A produc¢do de 6xido nitrico em
elevadas concentracdes bloqueia a proliferacdo de células-T. Contudo, em estudos que
bloquearam a producdo de oxido nitrico, nenhuma diferenga no curso da infeccao,
tempo e duracdo da resposta imune foi observada (Wray C. e Wray A., 2000; Hurley et
al., 2014; McSorley, 2014).

A infecgdo por diferentes sorovares induz a imunidade humoral e celular.
Acredita-se que a contribuicdo das células-T citotdéxica e células-B na imunidade
protetora em ratos seja uma caracteristica intrinseca de susceptibilidade ao sorovar S.
Typhimurium (Wray C. e Wray A., 2000; Hurley et al., 2014; McSorley, 2014). Muitos
estudos ainda precisam ser realizados sobre os mecanismos de evasao da Salmonella
spp. as respostas imunes do hospedeiro, uma vez que os modelos experimentais
realizados em ratos ndo sdo fidedignos a realidade de todos os aspectos da doengca em
outros hospedeiros animais (Wray C. e Wray A., 2000; Hurley et al., 2014; McSorley,
2014).

Existe pouco conhecimento sobre os genes envolvidos na adaptagdo aos
hospedeiros encontrados em outros sorovares como S. Dublin em bovinos, S.
Abortusovis ovis em ovinos, S. Abortusequi em equinos, S. Gallinarum em aves e S.
Cholerasuis em suinos. Consequentemente, alguns fatores de viruléncia necessarios a
infeccdo em outras espécies podem diferir dos encontrados em ratos e precisam ser
identificados, a fim de que a completa patogenia da doenca nesses hospedeiros seja

compreendida (Wray C. e Wray A., 2000; Hurley et al., 2014; McSorley, 2014).

2.8 Susceptibilidade e Genética

A genética influencia a relagdo entre Salmonella spp. € o seu potencial
hospedeiro. Alguns sorovares apresentam especificidade junto ao hospedeiro, enquanto
outros sorovares possuem gama maior de potenciais hospedeiros (Hughes e Galan,
2002; Pham e McSorley, 2015).

Em ratos, muitos controles dos locus génico sao inatos no perfil de resisténcia
dos animais a infec¢ao por S. Typhimurium. O gene [fy regula a proliferacdo da
Salmonella Typhimurium no animal. A susceptibilidade dos ratos a infeccdo por
Salmonella Typhimurium parece ser decorrente do defeito na capacidade bactericida do

macréfago. Um segundo locus génico Lps controla a resposta dos ratos ao LPS. Um rato
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Lps deficiente ¢ hiporresponsivo a estimula¢do do LPS e falha na produg¢ao de citocinas.
Assim, poucos macréfagos sdo recrutados durante a infec¢do e as células exibem baixa
habilidade de restringir a multiplicagdo bacteriana. Os animais /ty-susceptivel o Lps-
susceptivel sdo extremamente susceptiveis a infecgdo por S. Typhimurium. A
resisténcia e a susceptibilidade dos animais a infec¢do por Salmonella spp. € pouco
compreendida nos animais domésticos (Wray C. e Wray A., 2000; Hughes e Galan,
2002; Pham e McSorley, 2015). Porém, ja foi demonstrada a existéncia de linhagens de
aves que sao mais resistentes a infeccao por S. Typhimurium e S. Enteritidis.

Em suinos, algumas ragas exibiram popula¢do de mondcitos com elevada
capacidade fagocitica e atividade antimicrobiana contra S. Typhimurium (Wray C. e
Wray A., 2000). Pelo fato dos sistemas imunes inato e adquirido atuarem na prote¢ao do
animal contra a infeccdo, qualquer fator que afete estas defesas pode aumentar a
incidéncia ou gravidade da infec¢@o (Quinn et al., 2011; Hurley et al., 2014; McSorley,
2014).

Animais muito jovens, que apresentam o sistema imune imaturo, sao mais
susceptiveis a infecgdo. Assim como animais que apresentem doencas pré-existentes, €
que estejam submetidos a fatores estressantes como desmame, transporte, alteragdo
alimentar, podem exercer efeitos imunossupressivos que predispdem a infecdo por

Salmonella spp. (Quinn et al., 2011; Hurley et al., 2014; McSorley, 2014).

2.9 Resisténcia aos Antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ a capacidade do micro-organismo de
interromper a ag¢do de determinado agente antimicrobiano, resultando assim em
tratamentos ineficazes, infecgdes persistentes, possibilidade de transmissao dessa
caracteristica a outros micro-organismos, além de aumentar a mortalidade de patogenos
(Wray C. e Wray A., 2000; Quinn et al., 2011). Atualmente, a resisténcia aos
antimicrobianos ¢ um dos maiores problemas na saude humana e animal, trazendo
sérios prejuizos econdmicos e sociais (Wray C. e Wray A., 2000; Quinn et al., 2011).

Os antimicrobianos apresentam como alvo muitos processos bioquimicos e
fisioloégicos das células procariotas, com destaque para a sintese de parede, sintese
proteica, duplicacdio do DNA e RNA, transcrigdo e processos bidquimicos como
metabolismo do 4cido folico (Nishino et al., 2009; Quinn et al., 2011; Moreira et al.,

2013). Em Salmonella spp. a resisténcia antimicrobiana ¢ atribuida a vérios
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mecanismos, como o bloqueio da capacidade de adesdo do antimicrobiano a célula

bacteriana, ativacdo de bombas de efluxo de antimicrobianos (devido as alteragdes na

permeabilidade da membrana ou parede celular), além da degradacdo enzimatica e

alteracdo de sitios de ligacdo dos antimicrobianos na bactéria (Quinn et al., 2011;

Hurley et al., 2014; McSorley, 2014; El-Tayeb et al., 2017). O Quadro 4 resume o0s

principais mecanismos de resisténcia das enterobactérias aos principais agentes

antimicrobianos utilizados atualmente. Dentre os principais mecanismos de resisténcia

aos antimicrobianos destacam-se:

2.9.1

2.9.2

Destruicdo ou inativacdo enzimatica da droga: Esse mecanismo ¢ um dos
mais frequentes entre bactérias gram-negativas, afetando antimicrobianos da
classe das penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos, que compartilham
estrutura comum denominado anel - lactamico, alvo das -lactamases (Nishino
et al., 2009; Quinn et al., 2011; Moreira et al., 2013).

p-lactamases de espectro estendido (ESBL): As enzimas p-lactamases de
espectro estendido (ESBL) sdo responsaveis pela inativacdo de antimicrobianos
B-lactamicos devido a hidrélise do anel beta-lactimico. Tais enzimas tém a
capacidade de hidrolisar penicilinas, monobactamicos e cefalosporinas de
terceira e quarta geragao e ao aztreonam, embora nao hidrolisem cefamicinas ou
carbapenémicos (Thomson 2001). As ESBL s3o B-lactamases da classe A ou D
que possuem certas caracteristicas especificas como a presenca de sitio ativo-
serina, capacidade de hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro e de
inibicdo “in vitro” por inibidores de B-lactamases como acido clavulanico,
sulbactam e tazobactam (Bauernfeind et al. 1996, Thomson 2001, Nordmann &
Mammeri 2007, Al-Bayssari et al. 2015). As bactérias produtoras de ESBL,
além de carrearem grande numero de genes de viruléncia, codificam genes
importantes relacionados a alta capacidade de resistir aos B-lactdmicos como
blarem, blasny, blacrx-m,blaces, blaper, blayes que geralmente estdo contidos em
plasmideos, os quais podem ser transferidos horizontalmente por conjugagdo,
transformagao, transposi¢ao ou transducao, dependendo das condi¢des do meio
circundante, entre bactérias da mesma espécie ou de géneros e espécies
diferentes (Bauernfeind et al. 1996, Thomson 2001, Nordmann & Mammeri
2007, Al-Bayssari et al. 2015). As ESBL provavelmente surgiram a partir de
mutacoes na estrutura de P-lactamases com menor atividade hidrolitica. Estas

mutacoes alteram a configuracdo e as propriedades do sitio ativo da enzima,
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293

tornando-as capazes de hidrolisar antimicrobianos como ceftazidima,
ceftriaxona e cefotaxima. Ha vérios tipos de ESBL, provenientes das familias
TEM, SHV, CTX-M, OXA, PER, GES, VEB, BES, TLA. A detc¢do da enzima
CTX-M tem aumentado mundialmente, podendo ser compartilhada entre
diferentes espécies de enterobactérias (Bauernfeind et al. 1996, Thomson 2001,
Nordmann & Mammeri 2007, Al-Bayssari et al. 2015). Estudos filogenéticos
definiram as enzimas CTX-M em cinco grandes grupos, baseando-se na
identidade da sequéncia de aminoacidos: CTX-M1, CTX-M2, CTX-MS, CTX-
M9 e CTX-M25 e conferem niveis mais elevados de resisténcia a cefotaxima do
que a ceftazidima (Bauernfeind et al. 1996, Thomson 2001, Nordmann &
Mammeri 2007, Al-Bayssari et al. 2015). Muitas infeccdes em humanos
causadas por bactérias produtoras de ESBL necessitam de tratamentos
complexos, hospitalizagdo e antimicrobianos carbapenémicos injetaveis. Quanto
maior a dependéncia dos carabapénémicos maior o risco de desenvolvimento de
resisténcia a esse a esse importante antimicrobiano. Estima-se que 197.400 casos
de hospitalizacdo nos Estados Unidos sejam causados por enterobactérias
produtoras de ESBL, com 9.100 mortes no ano de 2017 (CDC, 2019). No setor
avicola, as bactérias produtoras de ESBL apresentam-se em destaque, visto que
aves de corte sao consideradas reservatorios desse grupo. A presenga de
bactérias produtoras de ESBL aparece em diferentes niveis na piramide de
produgdo de aves de corte, como na superficie das carcacas e em ambientes de
varejo, facilitando a transferéncia desse grupo para os humanos, ao longo da
cadeia alimentar (Bauernfeind et al. 1996, Thomson 2001, Nordmann &
Mammeri 2007, Al-Bayssari et al. 2015). A fim de se potencializar o diagnostico
e obter informagdes epidemioldgicas mais precisas, principalmente no controle
de surtos, ¢ feita a detec¢do molecular das ESBL. O método molecular mais
comum para a detec¢do de ESBL ¢é a reacdo da cadeia em polimerase
(Bauernfeind et al. 1996, Thomson 2001, Al-Bayssari et al. 2015).

p-lactamases tipo AmpC: As [-lactamases do tipo AmpC sdo importantes
enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas
(13, 2* e 3* geragdo). Porém, ndo tém a capacidade de hidrolisar as
cefalosporinas de quarta geracdo (cefepime), monobactdmicos e
carbapenémicos. S3ao produzidas pela expressdo de genes plasmidiais e

cromossomais (Santiago et al., 2016). A presenca do gene plasmidial aumenta a
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prevaléncia do mecanismo de resisténcia pela disseminagdo entre as diferentes
espécies de bactérias gram-negativas (Bauernfeind et al. 1996, Thomson 2001,
Nordmann & Mammeri 2007, Al-Bayssari et al. 2015). Esta resisténcia tem-se
disseminado com bastante rapidez entre enterobacterias de origem humana,
animal e do ambiente (Al-Bayssari et al. 2015). A presenca de AmpC esta
frequentemente associada a multirresisténcia, uma vez que genes de resisténcia
as mais variadas classes de antimicrobianos podem estar presentes no mesmo
plasmideo (Powers, 2016; Santiago et al., 2016). A importancia clinica reside no
fato de isolados produtores deste tipo de B-lactamase hidrolisarem cefamicinas
(cefoxitina e cefotetan), oximino-cefalosporina (como ceftazidima, cefotaxima e
ceftriaxona) € monobactamicos (como o aztreonam), limitando as opgodes
terapéuticas para tratamento de infecgdes causadas por estas bactérias. O nimero
de agentes antimicrobianos seguramente efetivos contra esses isolados ¢ muito
limitado levando ao aumento da mortalidade (Jacoby 2009, Martinez-Rojas
2009). Em isolados produtores de AmpC pode-se fazer uso de carbapenémicos e
fluoroquinolonas, mas esta escolha deve ser baseada em avaliacio da
sensibilidade do isolado a estes agentes.

Essas enzimas ndo sdo inibidas pelos inibidores de f-lactamases, de
carbapenemase, como acido clavulanico, sulbactam e tazobactam, e EDTA.
Porém, cloxacilina e oxacilina e o &cido bordnico e seus derivados conseguem
inibir a agdo hidrolitica das enzimas AmpC (Santiago et al., 2016). Pequenas
diferengas na sequéncia de aminodcidos deram origem as familias e tipos de
AmpC. As AmpC sao classificadas em clusters baseados em sua resisténcia aos
B-lactamicos: CMY (cefamicinas), FOX (cefoxitina), MOX (moxalactam), LAT
(latamoxef) (Jacoby, 2009). Enterobactérias produtoras de AmpC estao entre as
maiores preocupacdes clinicas por serem resistentes as cefalosporinas de 1%, 2% e
3* geracdo e outros [-lactdmicos com exce¢do de cefepime, cefpiroma e
carbapenémicos (Nordmann & Mammeri 2007, Jacoby 2009, Martinez-Rojas
2009). A proteina CMY apresenta afinidade as cefamicinas e possui seis
variantes: CMY-1, CMY-8, CMY-9, CMY-10, CMY-11 e CMY-19, que sdo
expressas de forma constitutiva, ou seja, sdo codificadas independentemente da
presenca do antimicrobiano (Jacoby, 2009; Santiago et al., 2016). Em linhagens
de Salmonella spp. e, na grande maioria das enterobactérias, a enzima CMY-2

tem ampla distribuicdo, prevalente em isolados oriundos de animais de
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companhia e de produgdo (Santiago et al., 2016). Isolados produtores de AmpC
tem apresentado resisténcia a multiplos antimicrobianos (Jacoby 2009,
Martinez-Rojas 2009). E muito importante diferenciar a produgdo de AmpC de
outras enzimas, bem como de outros mecanismos de resisténcia, como alteragao
em porinas ou bombas de efluxo. A técnica de PCR ¢ amplamente utilizada para
detectar o gene AmpC e os subgrupos enzimaticos: DHA, CIT, CMY, FOX e
outras (Martinez-Rojas 2009; Powers, 2016). A sensibilidade do isolado as
cefamicinas (cefoxitina e cefotetan) ¢ o teste de triagem para suspeita da
produgdo de P-lactamase tipo AmpC e a observagdo da resisténcia do isolado
aos inibidores de B-lactamase deve ser considerada (Thomson 2001).

Bloqueio da entrada no sitio-alvo: As bactérias gram-negativas sao
naturalmente mais resistentes do que as gram-positivas devido a presenca das
porinas, proteinas que compdem membrana externa e formam canais, regulando
a entrada de substancias. Dessa forma, a resisténcia ¢ estabelecida pela célula
bacteriana devido a reducao da abertura das porinas, e antimicrobiano se torna
incapaz de entrar no espago periplasmatico para exercer o seu efeito
microbicida. Esse mecanismo, conhecido na resisténcia bacteriana as
tetraciclinas e penicilinas ¢ resultado de mutagdes em genes cromossomais
(Nishino et al., 2009; Quinn et al., 2011; Moreira et al., 2013).

Alteracdo no sitio-alvo: Por meio desse mecanismo as bactérias podem
adquirir um gene que codifica uma nova molécula resistente ao antimicrobiano,
substituindo o alvo original. Além disso, também pode ocorrer a alteracdo no
proprio alvo do antimicrobiano, porém conferindo caracteristicas que o deixem
menos suscetivel. A acdo da eritromicina e clindamicina ¢ afetada por esse
mecanismo (Nishino et al., 2009; Quinn et al., 2011; Moreira et al., 2013).
Efluxo e ejecao do antimicrobiano: O bombeamento ativo de antimicrobianos
do meio intracelular para o extracelular confere resisténcia as tetraciclinas.
Algumas proteinas presentes na membrana plasmatica das bactérias gram-
negativas agem como bombas, que evitam o acimulo dos antimicrobianos no
interior da célula, expelindo-os antes que atinjam a concentragdo necessaria para
inativar a bactéria. Existem pelo menos nove genes codificadores de proteinas
que promovem efluxo de antimicrobianos no género Salmonella spp. das quais
oito também estdo presentes em Escherichia coli: AcrAB, AcrD, AcrEF,

MdtABC, EmrAB, MdfA, MdtK e MacAB. O gene MdsABC ¢ exclusivo ao
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género Salmonella (Nishino et al., 2009; Quinn et al., 2011; Moreira et al.,
2013).

QUADRO 4. Principais mecanismos de resisténcia das enterobactérias aos

antimicrobianos utilizados atualmente em humanos e animais.

Classe do Modo de Agéo Principal mecanismo de resisténcia

Antimicrobiano

B-lactamico Sintese parede bacteriana B-lactamases, alteracdo das proteinas
de ligacdo as penicilinas, redugdo na

permeabilidade

Aminoglicosideos | Sintese proteica, Unidade ribossémica 30S | Modificagdo de enzimas, redugdo na

captacao
Tetraciclinas Sintese proteica, Unidade ribossémica 30S | Efluxo
Quinolonas DNA girase Alteracao no sitio alvo
Cloranfenicol Sintese proteica, Unidade ribossémica 50S | Acetiltransferase

Fonte: Adaptado Wray C. e Wray A., 2000.

Salmonella spp. apresenta alta variabilidade genética, reflexo da interagdo
dindmica entre o patdgeno, meio ambiente e hospedeiro (Wray C. e Wray A., 2000; Liu
et al., 2011; Quinn et al., 2011). A grande variacao genética nesse género ¢ responsavel
pela codificagdo de estruturas como os lipopolissacarideos e flagelos bem como a
expressdo de genes de viruléncia especificos e genes de resisténcia aos antimicrobianos,
que conferem prote¢do ao patdogeno (De la Cruz e Davies, 2000; Wray C. e Wray A.,
2000; Quinn et al., 2011).

Ha duas formas pelas quais as bactérias podem transferir seu material genético.
Na transferéncia génica vertical, os genes sdo passados do micro-organismo para seus
descendentes. Na transferéncia génica horizontal, os genes podem ser adquiridos de
outros micro-organismos da mesma geracdo. Esse fendmeno envolve uma célula
doadora que contribui parte de seu genoma para uma célula receptora, que pode ser de
uma espécie ou at¢ mesmo de um género diferente (De la Cruz e Davies, 2000; Liu et
al., 2001). Apos a transferéncia, parte do DNA da doadora ¢ incorporado ao DNA da
receptora, que passa a ser denominada de recombinante (Quinn et al., 2011). Alguns
genes adquiridos horizontalmente podem proporcionar efeitos deletérios a célula
bacteriana que os recebeu. Porém, hd genes que conferem ao patégeno a vantagem

seletiva em relacdo ao hospedeiro e possuem o potencial de serem rapidamente
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disseminados dentro da populacdo bacteriana (De la Cruz e Davies, 2000; Liu et al.,
2001; Moreira et al., 2013).

Existem trés mecanismos pelos quais € possivel ser realizada a transferéncia
génica horizontal: transducdo, transformacdo e conjugacdo. Além disso, existem
mecanismos adicionais para a modificagdo genética das bactérias, chamados elementos
genéticos moveis como plasmideos, transposons e integrons. No género Salmonella a
presenca de tais elementos ¢ frequentemente estudada e associada a genes de resisténcia
aos antimicrobianos, geralmente referida como ilhas de resisténcia antimicrobiana.
Desta forma, estes elementos sdo importantes indicativos do desenvolvimento e
distribuicdo desse mecanismo entre os diferentes sorovares de Salmonella spp. (De la

Cruz e Davies, 2000; Liu et al., 2001; Moreira et al., 2013).

2.10 Epidemiologia

Salmonella spp. frequentemente ¢ encontrada no ambiente ¢ a doenca em
animais ocorre quando ha alteragdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou
quando ha elevada taxa de infeccdo (Spier, 1993). Fatores de viruléncia incluem
habilidade de aderéncia e invasdo da mucosa intestinal, producdo de enterotoxinas,
citocinas e estimulagdo de resposta inflamatoria local e sistémica (Dunkel e Wilkins,
2004).

A infec¢do dos animais ocorre pela via fecal-oral (Spier, 1993; Traub-Dargatz et
al. 1990; Traub-Dargatz e Besser 2000). A fonte inicial de infec¢do em equinos em
casos individuais ou em surtos frequentemente ndo ¢ identificada (Kim et al. 2001;
Ward et al. 200; Traub-Dargatz et al., 2000). As fontes potenciais de infec¢ao incluem
contato direto com animais que apresentam a infeccao clinica ou subclinica (portadores)
como animais domésticos, de producdo e silvestres, contato com superficies,
equipamentos e pessoas contaminadas, ingestdo de alimentos ou 4gua contaminados
com fezes, ingestdo de fezes contaminadas de roedores, passaros ou de outros animais
como bovinos, ovinos e insetos mortos (Traub-Dargatz et al. 1990; Traub-Dargatz et al.,
2000).

A alimentacdo ¢ uma fonte potencial de Sa/monella spp. para equinos. As fontes
de alimentos utilizadas na produgdo de ragdo para equinos podem ser positivas desde a
sua origem, ou serem contaminadas no momento da chegada na propriedade por fezes

de ratos, passaros e insetos (Traub-Dargatz et al., 2000; Kim et al. 2001; Ward et al.
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2005; Sellon e Long, 2007). Pastos podem se tornar contaminados pela fauna silvestre,
fertilizantes organicos e dgua contaminada (Morse et al., 1976; Smith, 1981). Os solos
podem albergar a bactéria entre 120 e 180 dias. O papel da adgua como fonte de
salmonelose em equinos ¢ incerto, porém a bactéria pode sobreviver por 115 dias
dependendo do sorovar, caracteristicas de pH e salinidade e temperatura da agua. O
congelamento pode diminuir a populagdo bacteriana (Kim et al. 2001; Ward et al. 2005;
Traub-Dargatz et al., 2000).

No caso de S. Abortuequi, a infeccdo ocorre por contato com as membranas e
fluidos de fetos abortados (Martelli et al., 2018).

O periodo de incubagao ¢ acima de 12 horas e varia entre 1 a 5 dias, dependendo
de inumeros fatores determinantes da infeccao, incluindo dose infectante, viruléncia do
agente, status imunitario e nivel de estresse do hospedeiro (Smith, 1981; Spier, 1993).
Em cavalos normais, grande quantidade de micro-organismos (10’ ufc ou mais) ¢é
necessaria para causar doenga clinica, ja em cavalos com alteragdes no sistema imune,
quantidades menores sdo necessarias (Smith, 1981).

Estudos indicaram que a febre pode ocorrer 1,5 dias apds a infeccao e a diarreia
1,7 dias pos infecgdo quando as doses infectantes variaram de 10*a 10"ufc (Burgess e
Morley, 2014). O periodo entre a infec¢do e a eliminacdo da bactéria nas fezes depende
do sorovar, dose infectante, status de saude do hospedeiro, podendo variar de 3 a 5 dias
em infecgdes naturais (House et al., 1999; Burgess e Morley, 2014).

A susceptibilidade dos equinos a infec¢@o e a gravidade da doenga em parte esta
relacionado ao sorovar envolvido (Wenkoff, 1973; Walker et al., 1991; Mallicote et al.,
2012). Os cavalos normalmente sdao infectados por varios sorovares (Spier, 1993). Ha
certos sorovares mais comumente encontrados nos equinos como S. Thyphimurium, S.
Enteritidis, S. Anatum, S. Heidelberg, S. Newport ¢ S. Agona (Smith et al., 1981;
Mallicote et al., 2012).

Salmonella spp., ¢ considerado um patoégeno causador de surtos de enterite nos
Estados Unidos, Inglaterra, Australia e Japao, sendo os sorovares S. Typhimurium, S.
Agona e S. Saint Paul os mais prevalentes (Powell et al., 1988; Dwyer, 1990). Outros
sorovares parecem ser menos patogénicos aos equinos podendo ser isolados de animais
assintomaticos e, raramente, relatados como causadores de doenga nesses animais

(Smith, 1981).
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Infeccdo de animais por diferentes sorovares pode ocorrer. Assim, a
sorotipificagdo dos isolados auxilia na identificagdo das fontes de infeccdo afim de que
corretas medidas higi€nico-sanitarias sejam implementadas (Smith, 1981; Spier, 1993).

A infeccao por Salmonella spp. hospedeiro especifico de equinos Salmonella
Abortuequi ¢ associado ao abortamento em éguas, septicemia neonatal e poliartrite. Este
sorovar é comumente relatado na Asia e Africa, mas é somente esporadicamente
relatado na Europa, América do Sul e Estados Unidos (Grandolfo et al., 2018; Martelli
et al., 2018).

Portadores assintomaticos servem como reservatorios do patégeno e apresentam
um papel central na epidemiologia da doenca podendo excretar Salmonella spp. nas
fezes quando da presenca de fatores predisponentes como doengas concomitantes, parto,
transporte, estresse ou depressdo do sistema imunologico (Smith, 1981; Begg et al.,
1988; Spier, 1993). Além da eliminagdo do agente com potencial de transmissdao aos
outros animais, especialmente potros, o animal pode desenvolver os sinais clinicos de
salmonelose (Morse et al., 1976; Begg et al., 1988; Martelli et al., 2018).

Os cavalos com infecgdes subclinicas eliminam os micro-organismos (menos de
10 ufc/g de fezes) por periodos variados de dias a meses (Smith, 1981; Palmer et al.
1985; Traub-Dargatz et al. 1990; Spier, 1993; Cohen et al. 1994, 1995; Mainar-Jaime et
al. 1998; Kim et al. 2001; Ernst et al. 2004; Ward et al. 2005). Muitos animais que se
recuperam da salmonelose ou que estejam com a doenga subclinica cessam a eliminagao
da bactéria nas fezes entre 3 a 16 semanas ap6s episodio de doenca aguda (Smith, 1981;
Palmer et al. 1985; Traub-Dargatz et al. 1990; Spier, 1993; Cohen et al. 1994, 1995;
Mainar-Jaime et al. 1998; Kim et al. 2001; Ernst et al. 2004; Ward et al. 2005). Embora
a maioria dos cavalos elimine Salmonella spp. por até quatro meses apds a recuperagao
dos sinais clinicos, alguns animais podem eliminar a bactéria por até 14 meses, como no
caso de infecgdes por S. Enteritidis (Bryans et al., 1972; Morse et al., 1976; Smith et al.,
1981).

Os antimicrobianos que sdo efetivamente utilizados na prevencao de bacteremia
em potros ou em animais adultos com doenca clinica severa, ndo suprimem a
eliminagdo da bactéria nas fezes, podendo até¢ mesmo prolongar o periodo de eliminagdo
das bactérias pelos animais (Spier et al, 1993).

A quantidade de bactérias eliminadas nas fezes de animais pode levar ao risco de
saude tanto dos humanos quanto de outros animais contactantes, (Morse et al., 1976).

Animais com salmonelose clinica associada a diarreia podem eliminar grandes
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quantidade de bactérias nas fezes (10° ufc/g de fezes) contaminando o ambiente (Smith,
1981; Palmer et al. 1985; Traub-Dargatz et al. 1990; Spier, 1993; Cohen et al. 1994,
1995; Mainar-Jaime et al. 1998; Kim et al. 2001; Ernst et al. 2004; Ward et al. 2005).
Os potros podem eliminar até 3x10° organismos/g de fezes (Morse et al., 1976).

Animais com doenga gastrintestinal ou colica apresentam aumento na
probabilidade de eliminag¢ao da bactéria nas fezes com prevaléncia variando de 4,3% a
13% (Alinovi et al., 2003; Ernst et al., 2004; Burgess e Morley, 2014), sugerindo que
Salmonella spp. geralmente ¢ eliminada em baixo nimero nas fezes, a menos que haja
disturbios abdominais (Cohen et al. 1995; Ernst et al. 2004; Ward et al. 2005). O
aumento da liberagdo de Salmonella spp. em cavalos com dor abdominal e doenca
gastrintestinal ndo afeta significativamente a mortalidade, mas ¢ indesejavel devido ao
potencial de colite e aumento da eliminacdo e contaminacao ambiental (Cohen et al.
1995; Ernst et al. 2004; Ward et al. 2005).

A avaliacdo das amostras fecais de animais de enduro no periodo pré e pds
competicdes revelou 0,5% de animais eliminadores, sugerindo que a eliminacdo de
Salmonella spp. ¢ incomum em cavalos de enduro durante as competicoes (Fielding et
al., 2013). Porém, estudo retrospectivo em cavalos de enduro com coélica revelou 8% de
animais eliminadores de Sa/monella spp. (Fielding et al., 2013).

Animais que apresentem coélica aguda associado a febre (>39,4°C), diarreia e
contagem anormal de leucocitos (< 4.500 celuL ou leucocitose > 12.500 celuL), assim
como animais com doengas sistémicas graves, que passaram por cirurgia abdominal,
que foram transportados por longas distancias, que receberam antibioticoterapia ou que
foram hospitalizados por um periodo muito longo, neonatos e potros em estado grave,
principalmente os que possuem alteragdes gastrintestinais, apresentam maior
probabilidade de eliminagao de Salmonella spp. nas fezes (Traub-Dargatz et al., 1990;
Alinovi et al., 2003; Dallap et al., 2012; Burgess e Morley, 2014).

Na Universidade do Colorado, estudo demonstrou que os animais que
apresentaram maior frequéncia de isolamento de Salmonella spp. nas fezes foram os
admitidos com doenga gastrintestinal (60,8%), seguido de doenga musculo-esquelética
(34,2%) e aproximadamente 10% apresentavam-se clinicamente normais (Burgess e
Morley, 2014).

Muitos hospitais manejam animais com doenca gastrintestinal ou colica
separadamente da populagao geral de animais internados pelo maior risco de eliminagao

das bactérias nas fezes (Burgess e Morley, 2014). Nas propriedades, em muitos casos, o
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isolamento dos animais entre 4 a 6 semanas ou até obtencdo de cinco cultivos seriados
negativos com intervalo de 24 horas ¢ considerada pratica segura a fim de se evitar a
disseminagdo do agente aos outros animais. Outra medida a ser implementada ¢ o
isolamento de animais infectados, impedindo o seu contato com potros e éguas
gestantes pois neonatos sdo susceptiveis a baixas doses infectantes de Salmonella spp.
(Smith, 1981; Palmer et al. 1985; Traub-Dargatz et al. 1990; Spier, 1993).

Casos isolados e surtos de salmonelose podem ocorrer, onde o estresse apresenta
papel significativo no desenvolvimento da doenga (Smith, 1981). Surtos de salmonelose
podem ocorrer em potros de qualquer idade, mas a maioria dos casos em potros ocorre
em casos isolados (Smith, 1981; Zimmel, 2008). Doencas pré-existentes e
concomitantes, quando complicadas por Salmonella spp. apresentam elevada
mortalidade, especialmente em potros (Morse et al., 1976).

Calor e umidade associados ao confinamento podem iniciar a elimina¢do por
animais portadores e quando ha a associa¢do dos fatores ambientais aos procedimentos
cirtrgicos ha a manifestagao da salmonelose clinica (Morse et al., 1976).

Embora cavalos adultos com salmonelose aguda frequentemente apresentem
historico de estresse, potros mesmo sem historico de estresse apresentam maior
susceptibilidade a infec¢do (Palmer e Benson, 1984; Burgess e Morley, 2014). Um dos
principais fatores de risco em cavalos adultos ¢ a alteracao da microbiota intestinal e, no
caso de potros, ¢ a microbiota que se encontra em desenvolvimento (Palmer e Benson,
1984).

A colonizagdo do trato gastrintestinal inicia logo ap6s o nascimento. As
contagens sdo elevadas na cavidade oral, reduzem no estomago e aumentam
dramaticamente no intestino delgado distal e colon (Smith, 1981; Palmer et al. 1985;
Traub-Dargatz et al. 1990; Spier, 1993). Ha consideravel diferenca na populagdo de
bacteriana ao longo do trato gastrintestinal. No estomago ha predominio de bactérias
aerobicas gram-positivas. No intestino delgado distal ha predominio de bactérias gram-
negativas como coliformes a anaerdbicas como Fusobacterium, Bacteroides e
Clostridium. No colon predominam bactérias anaerdbicas como Bacteroides,
Bifidobacter, Eubacterium, Clostridium, Peptostreptococcus. Protozoarios estdo
presentes em elevados numeros no ceco e coOlon ascendente e, posteriormente,
diminuem no célon menor (Smith, 1981; Palmer et al. 1985; Traub-Dargatz et al. 1990;

Spier, 1993).
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As bactérias e os protozodrios presentes na microbiota produzem acidos graxos
de cadeia curta como acético, propidnico e butirico que sdo utilizados como substrato
energético pela microbiota. Diminuicao dos acidos graxos pode resultar em atrofia das
vilosidades intestinais e predispor as lesdes da mucosa. Os acidos graxos auxiliam na
prevencao da multiplicagdo exacerbada de bactérias patogénicas (Smith, 1981; Palmer
et al. 1985; Traub-Dargatz et al. 1990; Spier, 1993).

Alteragdes na motilidade intestinal e produgdo de acidos graxos volateis pela
microbiota normal podem aumentar a capacidade de Salmonella spp. aderir a mucosa
intestinal e proliferar (Cohen et al. 1995; Ernst et al. 2004; Ward et al. 2005). A
alteracdo da microbiota do trato gastrintestinal dos animais pode ocorrer devido a
utilizacdo de antimicrobianos, mudancas alimentares e estresse (Cohen et al. 1995;
Ernst et al. 2004; Ward et al. 2005).

O estresse resulta em alteragdes da populagdo da microbiota especialmente pela
reducdo dos micro-organismos anaerdbios. A administracdo de antimicrobianos reduz a
dose de Salmonella spp. necessaria para a inducdo da doenga nos animais (Baker, 1973;
Owner et al., 1980; Hird et al., 1984). A associagcdo da antibioticoterapia e a ocorréncia
de salmonelose nos equinos deve-se a eliminagdo da microbiota competitiva antagonista
a Salmonella spp. (Baker, 1973; Owner et al., 1980; Hird et al., 1984).

Hé4 evidéncias que cavalos com salmonelose apresentam disbiose quando
comparados aos cavalos saudaveis. Significativa diferenca na populagdo de
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria e Verrucomicronia foram encontradas em
estudo que avaliou o microbioma em cavalos com colite associado a salmonelose ou
induzida por antibioticoterapia (Arnold et al., 2019).

O estresse possui papel chave no inicio da doenca clinica (Begg et al., 1988) e os
fatores de risco associados a infec¢ao incluem: doencas gastrintestinais (colica),
hospitalizagdo, procedimentos cirargicos (especialmente cirurgia do sistema
gastrintestinal), procedimentos anestésicos, doencas concomitantes, transporte, terapia
antimicrobiana de amplo espectro e tempo de antibioticoterapia, alteracdes alimentares,
privacdo de agua e alimento, treinamento em excesso, desmame, elevada carga
parasitaria, tratamentos anti-helminticos, convivéncia com outras espécies domésticas,
elevada densidade populacional, estresse gestacional, processo de adaptagdo a novos
ambientes e desmame (Baker, 1970; Morse et al., 1976, Smith, 1981; Begg et al., 1988;
McCain et al., 1990; Spier, 1993; Martelli et al., 2018).
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Estes fatores resultam em periodo longo de eliminagdo de Sa/monella spp. nas
fezes podendo persistir por até 19 dias (McCain et al., 1990).

Muitos fatores estdo associados ao risco de isolamento da Salmonella spp. em
animais hospitalizados incluindo diarreia, célica, febre, contagem alterada de leucocitos,
alteracdo na dieta, impactacdo de codlon, jejum, tratamento com antimicrobianos,
elevada temperatura ambiental, utilizacdo de equipamentos de uso comum como
termOmetros e sondas nasogdastricas, cirurgias (especialmente abdominais),
procedimentos anestésicos, transporte, exposicdo aos animais portadores (Hird et al.,
1984; Begg et al., 1988; Traub-Dargatz et al., 1990; Hartmann et al., 1996; Ravary et
al., 1998; House et al., 1999; Schott et al., 2001; Ward et al., 2003).

A maioria dos fatores de risco estd associada a presenca de fatores estressores
que aumentam a susceptibilidade a infeccdo ou que promovem a reativacdo e
eliminagdo da bactéria nas fezes (Begg et al., 1988; Burgess e Morley, 2014).

A taxa de morbidade e mortalidade dos animais em surtos de doenga
nosocomiais dependem do sorovar envolvido (Schott et al., 2001). A associacdo entre a
eliminacdo da Salmonella spp. nas fezes e a presenga de sintomatologia clinica nos
animais nao foi at¢ o momento claramente definida (Hird et al., 1984; Mainar-Jaime et
al., 1998; House et al., 1999; Ward et al., 2003).

Estudo realizado no Hospital Veterinario de Davis, Califérnia nos Estados
Unidos, apos surto de salmonelose em animais internados avaliou a associacdo entre a
eliminagdo de Sa/monella spp. nas fezes e a gravidade dos sinais clinicos nos animais
eliminadores e a avaliagdo da taxa de mortalidade desses animais. Dados de 1.446
animais hospitalizados foram obtidos e Salmonella spp. foi isolado em 6,3% dos
animais, sendo os sorovares mais prevalentes o S. Typhimurium e S. Krefeld. Os
resultados do estudo indicaram que a eliminagdo da Salmonella spp. nas fezes durante a
hospitalizagdo ndo teve impacto na taxa de mortalidade dos animais. Contudo, foi
observada maior mortalidade em animais que eliminavam S. Typhimurium ou multiplos
sorovares quando comparado aos animais que eliminavam S. Krefeld ou outros
sorovares menos frequentes (Mainar-Jaime et al., 1998).

Estudo da Universidade do Colorado em animais hospitalizados, constatou que a
eliminagdo de Salmonella spp. durante a hospitaliza¢do pode ser indicador de risco de
morte a longo prazo desses animais, principalmente em animais que, posteriormente,
apresentaram doenga gastrintestinal. O risco de morte ¢ influenciado pelo sorovar

envolvido e pelas medidas de biosseguranga implementadas (Hartnack et al., 2012).
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Estudo que avaliou a sazonalidade e as taxas de mortalidade equinos
hospitalizados nos Estados Unidos demostrou que 60,4% das mortes dos animais foram
causadas pelo sorovar S. Typhimurium, (Carter et al., 1986). Estudo realizado em
animais naturalmente infectados identificou maior taxa de mortalidade e prognostico
reservado em infecgcdes agudas e hiperagudas pelos sorovares S. Anatum e S.
Typhimurium (Morse et al., 1976).

Na Inglaterra estudo realizado identificou que 70% dos casos de mortes em
equinos foram causados pelo sorovar S. Typhimurium (Wray et al., 1981).

Nos Estados Unidos, surtos em propriedades destinadas a reproducdo, locais que
apresentam elevada taxa de lotagdo e possuem transito mais intenso de animais, foram
relatados (Smith 1981; Walker et al., 1991; Walker et al., 1995).

A principal fonte de infeccdo para os potros sdo as €guas € outros equinos,
embora outros animais € o meio ambiente possam servir como fontes de infeccdo
(Baker, 1970; Palmer e Benson, 1984; Traub-Dargatz et al., 2000; Zimmel, 2008;
Mallicote et al., 2012). Normalmente a égua € o seu potro sao positivos para 0 micro-
organismo nas fezes, porém ¢ raro que ambos apresentem sinais clinicos (Palmer e
Benson, 1984; Traub-Dargatz et al., 2000; Zimmel, 2008; Mallicote et al., 2012). O
parto ¢ fator estressante para a égua, podendo o animal eliminar Sa/monella spp. em um
curto periodo apds a paricdo, mesmo com resultados de cultivos bacteriologicos de
fezes negativos antes do parto (Walker et al., 1995; Slovis, 2019). Durante a segunda
fase do parto as éguas defecam, contaminando as membranas fetais, regido perineal e
ubere podendo o potro se infectar no momento da amamentagdo, com 12 horas de vida,
se Salmonella spp. estiver nas fezes (Slovis, 2019).

Potros e animais jovens sdo mais susceptiveis e frequentemente afetados pela
forma clinica e hiperaguda da doenga, caracterizada por febre, taquicardia, hiperpneia,
leucopenia, anorexia e choque séptico, quando comparados aos animais adultos (Baker,
1970; Smith, 1981; Palmer ¢ Benson, 1984; Walker et al., 1991; Walker et al., 1995;
Traub-Dargatz e Besser, 2007; Zimmel, 2008; Mallicote et al., 2012).

Potros estressados apresentam maior risco de adquirirem salmonelose (Powell et
al., 1988; Walker et al., 1991). A septicemia ¢ mais comum em neonatos € em potros
com 1 a 4 meses de idade do que em animais adultos (Stuart et al., 1973; Wenkoff,
1973; Kikuchi et al., 1982; Vaissaire et al., 1982; Walker et al., 1991).

Em um surto de salmonelose em animais da raga Puro Sangue Inglés no estado

americano da Califérnia, potros com menos de oito dias exibiram sinais clinicos de
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depressdo, anorexia, diarreia e morte. O sorovar responsavel pelo surto foi S. Ohio,
sendo 0 mesmo isolado em 27,8% das éguas. A auséncia de sinais clinicos nas éguas
permitiu contaminacdo ambiental e infeccdo dos potros (Walker et al., 1991).
Posteriormente, a caracterizagdo genotipica e fenotipica do sorovar S. Ohio responsavel
pelo surto neonatal evidenciou que o alimento foi a fonte de contaminagdo das éguas
(Walker et al., 1995).

Surtos ocorrem mais frequentemente durante os meses de temperatura e umidade
elevadas (Spier, 1993). Estudos demonstram sazonalidade na ocorréncia da infec¢ao
(Smith, 1981). No Canada, estudo evidenciou maior ocorréncia na primavera durante o
més de abril, e o sorovar mais prevalente foi o S. Typhimurium (Ravary et al., 1998).

Nos Estados Unidos, ha incidéncia sazonal, sendo maior durante os meses de
maio até inicio de outubro (Smith, 1981). Maiores niveis de eliminacdo de Salmonella
spp. durante o final do verdo e inicio do outono e menor na primavera ja foi relatado por
diversos autores (Roberts e O’Boyle, 1981; Smith 1981; Carter et al., 1986; Traub-
Dargatz et al., 2000; Burgess e Morley, 2014).

A maior prevaléncia nessa época do ano deve-se as caracteristicas ideais de
temperatura (37°C-43°C) e umidade para multiplicagdo da bactéria. As diferencas
regionais podem ser resultado da sobrevivéncia e multiplicacdo da bactéria no ambiente,
associado ao estresse térmico sofrido pelos cavalos durante periodos de elevada
temperatura ¢ umidade, que favorecem a eliminacdo da bactéria pelos animais
portadores e aumentam a susceptibilidade dos hospedeiros (Morse et al. 1976; Carter e
Chengappa, 1990; Spier, 1993; Losinger et al., 2002). Sendo assim, o calor e umidade
sdao fatores que contribuem para maior incidéncia da doenca e ocorréncia de surtos
(Morse et al., 1976; Smith, 1981). Além dos fatores climaticos, hd durante o verdo e
outono um aumento do transporte de animais para atividades esportivas que, combinado
as alteracdes alimentares desse periodo, podem causar aumento na excrecdo de
Salmonella spp. pelos portadores resultando em aumento da contamina¢do ambiental
surtos (Morse et al., 1976; Smith, 1981).

Salmonella spp. pode persistir por longos periodos no meio ambiente,
dependendo do sorovar, teor de umidade e das condigdes de temperatura (mais de um
ano em fezes de bovinos e até quatro meses na agua). A bactéria pode persistir no
material fecal por meses a anos dependendo do sorovar, umidade e condi¢des de
temperatura. S. Dublin persiste em fezes secas de equinos por até cinco anos, S.

Cholerasuis foi mais persistente em fezes secas (13 meses) quando comparada a fezes
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umidas (trés meses). A bactéria multiplica em temperaturas desde 7°C a 45°C e, em
faixas de pH amplas entre 6,5 a 7,5. E sensivel a luz solar direta ¢ aos desinfetantes
como compostos fendlicos, iodoforos e hipoclorito de sodio (Morse et al., 1976; Smith,
1981; Spier, 1993).

O papel da contaminagdo ambiental na transmissdo das infec¢des nosocomiais
de Salmonella spp. foi constatada através de estudo que realizou analises em amostras
clinicas e ambientais durante um periodo de nove anos. A permanéncia do sorovar S.
Infantis responsavel por dois surtos no Hospital Veterinario do Colorado foi
evidenciada no ambiente mesmo apds a implementacdo de medidas de monitoramento e
desinfec¢ao (Dunowska et al., 2007).

Persisténcia ambiental em Hospital Veterinario da Australia por um periodo de
seis anos do sorovar S. Heidelberg multirresistente foi descrita e, embora tenha ocorrido
uma variagdo genética inicial, houve com o passar os anos uniformidade dos isolados
sugerindo a sele¢dao de um gendtipo estavel no hospital (Amavisit et al. 2001).

Houve isolamento do mesmo sorovar S. Typhimurium de dois cavalos
estabulados na mesma cocheira no Hospital Veterinario da Universidade de Michigan
em periodos diferentes com 4 meses de intervalo (Schott et al., 2001).

Estudo no Hospital Veterindrio do Chile também demonstrou a persisténcia
ambiental de amostras de Salmonella spp. multirresistentes enfatizando a importancia
da implementagdo e manutencdo de programas de biosseguranga para a prevencao da
doenca nos hospitais, transmissdo zoondtica e disseminacdo global de cepas
multirresistentes (Soza-Ossandon et al.,2020).

S Agona multirresistente isolada de animais com diarreia de 56 propriedades do
estado americano de Kentucky foram recuperadas de animais de seis propriedades
durante 2 anos, indicando a persisténcia da bactéria no ambiente da fazenda, nos
equinos, em outros animais residentes da fazenda ou na possibilidade de introducdes

repetidas de fontes de contaminagao externas (Donahue, 1986).

2.11 Prevaléncia

A prevaléncia na populagdo equina depende da regido geografica, estacdo do
ano, populagdao amostrada e método de diagndstico utilizado (Smith 1981; Quinn et al.,
2011). Estima-se que a incidéncia de salmonelose em equinos varie de 0,36 a 27% e que

aproximadamente 10% da populagdo equina dos Estados Unidos foi ou ¢ infectada
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(Morse et al., 1976; Roberts e O’Boyle, 1981; Palmer e Benson, 1984). Estudos em
populacdes de cavalos ndo hospitalizados demostraram que até 5% dos animais
apresentarao cultivo bacterioldgico de fezes positivo (Baker, 1970; Begg et al., 1988;
Roberts e O’Boyle, 1981; Traub-Dargatz et al., 1990; Spier, 1993). Animais portadores
assintomaticos que eliminam Salmonella spp. foi estimado em 1,65% na Australia
(Roberts e O’Boyle, 1981), 0,2 a 2% nos Estados Unidos (Traub-Dargatz et al., 2000) e
de 1,5% na Inglaterra (Baker, 1970). Salmonella spp. em potros sem diarreia ndo €
extensivamente estudado e relatos informam prevaléncia de 0,02 a 1% (Dwyer et al.,
1990; Netherwood et al., 1996; Tillotson et al., 2002; Dunkel ¢ Wilkins, 2004).

Poucos estudos descrevem a eliminacdo de Salmonella spp. em animais
residentes em propriedades (Roberts e Boyle, 1981; Begg et al., 1988; Walker et al.,
1991; Walker et al., 1995; Traub-Dargatz et al., 2000). Estudo conduzido nos Estados
Unidos em cavalos ndo hospitalizados observou 0,8% de animais eliminadores de
Salmonella spp. (Traub-Dargatz et al., 2000). Neste estudo foram avaliadas 972
propriedades com > 3 animais em 28 estados americanos, onde uma amostra de fezes de
cada animal selecionado foi cultivada. Dentre os fatores de risco avaliados e que
tiveram impacto no aumento da elimina¢do da bactéria nas fezes dos animais das
propriedades destacam-se a estacdo do ano, falta de higiene das instalagdes, tipo de
criacdo (especialmente propriedades destinadas a reprodugdo) e introdugao de animais
sem instituicdo de quarentena (Traub-Dargatz et al., 2000). Os resultados da
investigagdo demonstraram que as propriedades podem reduzir as taxas de infecgdo e
eliminagdo de Salmonella spp. nas fezes dos animais ndo permitindo que animais que
ndo passaram por quarentena sejam incluidos no rebanho (Traub-Dargatz et al., 2000;
Losinger et al., 2002).

Na Australia, estudo realizou multiplas amostragens de fezes de éguas de uma
propriedade rural que foram vacinadas no final da gestagdo com vacina inativa contra
Salmonella Typhimurium nd3o obtendo nenhum isolado nas amostras de fezes
amostradas desses animais (Begg et al., 1988).

Embora a identificacdo de portadores assintomaticas em estudos que avaliam a
excre¢do via fezes seja baixa, este cendrio ndo representa o niimero real de animais
portadores, uma vez que a eliminagdo do micro-organismo via fezes ocorre de forma
intermitente ¢ em baixos numeros (Begg et al., 1988). Estudo realizado em animais
post-mortem revelou taxa superior a 20% de animais portadores assintomaticos (Ingram

e Edwards, 1980; Smith, 1981; Begg et al., 1988;). Amostras de ileo, ceco, colon e reto
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de 50 cavalos submetidos a necropsia na Universidade de Pretoria foram cultivados para
identificagdo de Sal/monella spp., havendo a identificacdo de 34% de animais positivos,
sendo o sorovar S. Hayindogo dominante. Outro estudo realizado em abatedouro nos
Estados Unidos, revelou a presenca de 71,4% de animais positivos em cultivos para 15
sorovares diferentes, ndo havendo isolamento de S. Typhimurium. Os sorovares mais
prevalentes foram S. Albani, S. Anatum, S. Branderup, S. Havana, S. Montevideo, S.
Agona, S. Cerro, S. Derby, S. Munchen, S. Oranienburg (McCain e Powell, 1990; Spier,
1993). Os portadores assintomdticos albergam os micro-organismos nos linfonodos
mesentéricos, porém o impacto de animais portadores em equinos ndo ¢ completamente
compreendido (Morse et al., 1976; Spier, 1993).

Numerosos relatos descrevem surtos de salmonelose em hospitais veterindrios
com elevadas taxas de mortalidade, fontes de infec¢do em comum, fechamento do
centro de referéncia e institui¢do de medidas intensivas de descontaminacdo (Morse et
al., 1976; Roberts e O’ Boyle, 1981; Hird et al., 1984; Ikeda e Hirsh, 1985; Palmer et
al., 1985; Carter et al., 1986; Begg et al., 1988; Castor et al., 1989; Cohen et al., 1996;
Hartman et al., 1996; Tillotson et al., 1997; Ewart et al., 2001; Schott et al., 2001; Ward
et al, 2005; Martelli et al., 2018).

A presenca de Salmonella spp. ¢ preocupante em hospitais de equinos devido ao
elevado ntimero de individuos susceptiveis, ao potencial de desenvolvimento de
isolados multirresistentes € ao risco de transmissao ¢ comprometimento da satde dos
seres humanos contactantes (Hird et al., 1984; Palmer et al., 1985; Ewart et al., 2001).
Durante os surtos ha grande contaminacdo ambiental e comumente os isolados dos
pacientes e do ambiente sdo fenotipicamente semelhantes, ou seja, mesmo sorovar €
com o padrao de susceptibilidade antimicrobiana semelhante (Burgess e Morley, 2014).

As infecgdes nosocomiais de cavalos ocorrem apoOs a exposi¢ao as fontes de
infeccdo como agua e alimento contaminados ou pelo contato com outros animais
infectados, porém a fonte do patégeno em alguns casos ndo ¢ possivel de ser
determinada (Hird et al., 1984; Palmer et al., 1985).

O potencial de exposi¢do a Salmonella spp. ¢ aumentado em locais de elevada
densidade populacional, como nos hospitais veterinarios. Adicionalmente, cavalos
admitidos em hospitais sdo mais susceptiveis a infeccdo e sinais clinicos, devido a
imunossupressao associado a presenca de doengas concomitantes e estresse (Ewart et
al., 2001; Losinger et al., 2002). A prevencdo da disseminacdo entre os animais

hospitalizados e outros animais e seres humanos baseia-se na identificacdo das fontes de
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infeccdo (Ewart et al., 2001). A presenca de eliminadores subclinicos em uma
populacdo de animais hospitalizados aumenta o risco de infeccdo e desenvolvimento da
doenga clinica em animais no ambiente hospitalar (Hird et al., 1984). A principal fonte
de infec¢do para os equinos sdo as fezes de outros animais e alimento e ambiente
contaminado (Ewart et al., 2001; Spier, 1993). Diarreia e colite devido a outras causas
podem ser complicadas pela infeccdo por Sa/monella spp. (Spier, 1993).

As estimativas da prevaléncia de eliminacao da Salmonella spp. em cavalos
admitidos em hospitais veterindrios sao normalmente realizadas durante condicoes de
surto (Ward et al., 2003). A prevaléncia de animais eliminadores em hospitais
veterindrios possui grande variacdo de 1,7% a 23,8% (Roberts e O’Boyle, 1981; Hird et
al., 1984; Palmer et al. 1985; Carter et al., 1986; Ikeda e Hirsh, 1985; Begg et al., 1988;
Traub-Dargatz et al. 1990; Cohen et al. 1994; Mainar-Jaime et al. 1998; Ravary et al.,
1998; House et al., 1999; Ewart et al., 2001; Kim et al. 2001; Ernst et al. 2004; Ward et
al., 2003; Ward et al. 2005; Kemp-Symonds, 2016).

A prevaléncia de animais portadores eliminadores na populacdo hospitalar €
menor no momento da admissdo hospitalar aumentando durante a hospitalizacao
(Burgess € Morley, 2014).

Estudo na Universidade da Califérnia avaliando os surtos ocorridos evidenciou
prevaléncia de eliminacdo fecal de 1,7% (Carter et al., 1986; Ikeda e Hirsh, 1985). Na
Universidade do estado americano de Michigan foi descrita a eliminacao fecal do
patdgeno em 5,5% dos animais internados avaliados, sendo o sorovar mais prevalente S.
Typhimurium. No momento da admissdo hospitalar, 43% dos animais que eliminaram
Salmonella spp. nas fezes apresentaram diarreia, 40% colica e 17% ndo apresentavam
sinais clinicos (Ewart et al., 2001).

No Canada, estudo realizado na universidade de Montreal, demonstrou 1,7% de
animais positivos no cultivo bacterioldgico de fezes no momento da admissdo em
hospital, houve sazonalidade da infec¢do apresentando maior incidéncia no més de abril
e o sorovar mais prevalente foi o S. Typhimurium (Ravary et al., 1998).

Na Australia, estudo realizado na Universidade de Queensland, detectou
prevaléncia de 23,8% de animais eliminadores entre os animais internados, sendo o
sorovar mais prevalente S. Anatum (Roberts e O’Boyle, 1981).

No Reino Unido, 2,6% dos equinos no momento da admissdo em hospital
veterinario apresentaram resultado positivo para eliminagdo da bactéria nas fezes

(Kemp-Symonds, 2016).
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A prevaléncia de eliminacdo da Salmonella spp. foi estudada em animais
hospitalizados nos Estados Unidos onde amostras fecais de equinos no momento da
admissao e de animais internados foram cultivadas. Sa/monella spp. sorovar S. Newport
foi o mais comumente isolado. A prevaléncia de eliminacao da Salmonella spp. no
momento da admissao foi de 0,5% e a incidéncia de eliminagdo durante a hospitalizacao
foi de 4,3% (Ward et al.,, 2003). Concluiu-se que os animais admitidos podem
apresentar infec¢do subclinica e serem fontes de infeccdo para outros animais do
hospital ou até mesmo adoecerem (Ward et al., 2003).

No caso de surtos em animais hospitalizados usualmente ha dominancia de um
sorovar entre os animais afetados sugerindo infec¢do nosocomial, ao contrario do que
ocorre nas infec¢gdes em propriedades onde normalmente ndo hé predominio de sorovar
(Traub-Dargatz et al., 2000; Ward et al., 2003). Estudos realizados em animais
hospitalizados e onde ndo houve predomindncia de sorovar sugerem que 0s animais
positivos eram endemicamente infectados com Salmonella spp. antes da hospitalizagdo,
representando fonte de infeccao de Salmonella spp. para o hospital (Ward et al., 2003).

Estudos epidemioldgicos investigaram os fatores de risco associados ao
desenvolvimento da infec¢do em equinos hospitalizados (Hird et al., 1984; Palmer et al.,
1985; Begg et al., 1988; Traub-Dargatz et a., 1990; House et al., 1999). Os fatores de
risco associados a eliminagdo da Salmonella spp. no estudo em 143 animais internados
incluiram diarreia no momento da admissao no hospital, febre e alteracdo na dieta. Os
sorovares mais prevalentes foram S. Oranienburg e S. Newport (Traub-Dargatz et al.,
1990).

Na Australia, estudo realizado no Hospital Veterinario da Universidade de
Sidney revelou 2.8% de animais eliminadores de Salmonella spp. nas fezes. Os
sorovares S. Typhimurium, S. Anatum e S. Tennessee foram os mais prevalentes (Begg
et al,, 1988). Estudo com animais hospitalizados em centro de terapia intensiva
identificou 4,9% de animais eliminadores de Sa/monella spp. nas fezes. O tempo entre a
admissao e o inicio da eliminacao foi significativamente maior em cavalos que
eliminavam sorovar S. Krefeld que os animais que eliminavam sorovar S. Typhimurium
(House et al., 1999).

Estudo realizado por Hird et al., (1984) durante surto de salmonelose em animais
hospitalizados demonstrou que animais que receberam antimicrobianos parenterais
apresentaram 10,9 vezes maior risco de isolamento da bactéria nas fezes que animais

que ndo receberam antibioticoterapia. Animais que foram intubados tiveram 3,9 vezes
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maior risco e animais que tiveram quadro clinico de cdlica apresentaram 2,2 vezes
maior risco de isolamento da bactéria nas fezes que animais que apresentam outros
sinais clinicos durante a internagao (Hird et al., 1984).

Estudo realizado na Universidade da Pensilvania confirmou a possibilidade de

animais com colica eliminarem Sa/monella spp. no momento da hospitaliza¢do (Palmer

et al., 1985).

2.12 Sinais clinicos

Salmonella spp. € reconhecido como agente de enterite e colite em muitas
espécies, incluindo potros e cavalos adultos (Frederick et al., 2009). Os sinais clinicos
associados a salmonelose em equinos variam de doenca subclinica a morte hiperaguda
(Morse et al., 1976; Smith 1981; McCain e Powell, 1990; Van Duijkeren et al., 1995). A
gravidade da infeccdo por Salmonella spp. em equinos varia com a idade, fatores
predisponentes e sorovar envolvido.

Potros sdo considerados mais susceptiveis a salmonelose que os animais adultos
(Smith 1981; Walker et al., 1991; Walker et al., 1995). Os sinais clinicos em potros
podem variar de diarreia branda a septicemia fulminante (Smith, 1981; Palmer e
Benson, 1984; Spier, 1993; Magdesian, 2005; Juffo et al., 2016; Martelli et al., 2018).

Salmonella spp. caracteriza-se como agente primario de doenca especialmente
em potros com menos de seis meses de idade, que podem sucumbir por septicemia, com
ou sem diarreia (Morse et al., 1976; Smith, 1981; Palmer e Benson, 1984; Magdesian,
2005; Martelli et al., 2018) e de enterocolite/diarreia em equinos de todas as idades
(Dunkel e Wilkins, 2004; Magdesian, 2005; Zimmel, 2008; Mallicote et al., 2012).

Muitas infecgdes em equinos permanecem subclinicas (Smith, 1981; Palmer e
Benson, 1984; Martelli et al., 2018). Em adultos saudaveis a infec¢do normalmente é
subclinica e auto-limitante, podendo resultar em doenga clinica em animais
imunocomprometidos e sob estresse, sendo a doenga caracterizada por febre e diarreia
(Owner et al., 1980; Smith 1981; Palmer et al., 1985; McCain e Powell, 1990; Walker et
al., 1991; Van Duijkeren et al., 1995; Losinger et al., 2002; Martelli et al., 2018).

Segundo Smith (1981), os sinais clinicos nos animais com salmonelose incluem:
(1) portadores assintomaticos que podem ou nao eliminar o micro-organismo nas fezes,
(2) sindrome leve caracterizada por febre, anorexia e depressdo (3) diarreia severa

aguda (4) septicemia aguda, (5) combinagdo de diarreia e septicemia

68



2148
2149
2150
2151
2152
2153
2154
2155
2156
2157
2158
2159
2160
2161
2162
2163
2164
2165
2166
2167
2168
2169
2170
2171
2172
2173
2174
2175
2176
2177
2178
2179
2180

2181

Na infeccdo pela S. Abortusequi os sinais clinicos ocorrem no final da gestacao e
as infeccdes normalmente sdo inaparentes até 2 dias antes, ou no dia do abortamento. O
potro nasce vivo, porém normalmente apresenta severa pneumonia e enterite apds o

nascimento (Martelli et al., 2018).

2.12.1 Infeccoes assintomaticas

Animais portadores assintomaticos albergam as bactérias nos linfonodos
mesentéricos ou na mucosa intestinal (Smith 1981). Duas categorias de infecgdes
assintomaticas podem ocorrer: aquelas onde ocorre a eliminacdo fecal do agente, sendo
os animais denominados de portadores ativos e, aquelas infeccdes sem eliminacao da
bactéria nas fezes onde os animais sdo chamados de portadores passivos ou silenciosos
(Smith, 1981; McCain e Powell, 1990; Van Duijkeren et al., 1995). Os portadores
passivos podem, apds eventos estressantes, eliminar as bactérias nas fezes e
apresentarem, ou nao, sintomatologia clinica (Smith, 1981; McCain e Powell, 1990;
Van Duijkeren et al., 1995). Os portadores assintomaticos que eliminam o agente no
ambiente podem servir como fonte de infecgdo a outros cavalos além de promoverem a
contaminagdo ambiental (Smith et al., 1981; Losinger et al., 2002).

A eliminacao das bactérias nas fezes dos animais ocorre em pouca quantidade e
de forma intermitente, por isso multiplos cultivos bacterioldogicos de fezes sao
necessarios para o sucesso do isolamento (Smith, 1981; Palmer e Benson, 1984;
Martelli et al., 2018).

Estudos demonstraram que os sorovares mais comumente isolados de animais
com infec¢des assintomaticas raramente causam infecgdes graves € que 0s sorovares
mais comumente encontrados em doengas severas nao sao frequentemente encontrados
em portadores assintomaticos (Smith, 1981; Palmer e Benson, 1984; Martelli et al.,

2018).

2.12.2 Febre, anorexia e depressao

Ha alteracdo da consisténcia das fezes. Nos estdgios iniciais da infec¢do os
animais podem ser neutropénicos. A infec¢do pode ser autolimitante com duragdo de
quatro a cinco dias, por isso nesses casos a antibioticoterapia nao ¢ indicada. Os animais

precisam ser monitorados para a evolu¢do e agravamento dos sinais clinicos e o
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isolamento ¢ imperativo, pois os animais podem eliminar o micro-organismo nas fezes
por um periodo de poucos dias a muitos meses (Smith, 1981; Dunkel e Wilkins, 2004;

Magdesian, 2005; Zimmel, 2008; Mallicote et al., 2012).

2.12.3 Diarreia Aguda

A diarreia € o sinal clinico mais comum de salmonelose em equinos sendo
frequentemente precedida por anorexia, febre, colica e leucopenia (Smith 1981; McCain
e Powell, 1990; Van Duijkeren et al., 1995).

Apoés a infeccdo e multiplicacdo da bactéria, os sinais clinicos iniciam com
desconforto abdominal e anorexia que precedem a diarreia. Alteragcdes de patologia
clinica incluem neutropenia absoluta que pode se desenvolver antes ou apds a diarreia.
Febre (39,5°C a 41,5°C) ¢ comum, elevagdo da taxa de pulso, € as mucosas podem ser
inicialmente palidas e evoluirem para ciandticas (Smith 1981; McCain e Powell, 1990;
Van Duijkeren et al., 1995).

Hé aumento da frequéncia e volume das fezes, apresentando usualmente aquosa
e explosiva e com odor fétido, associado a necrose epitelial (Smith 1981; McCain e
Powell, 1990; Van Duijkeren et al., 1995). Pode ocorrer presenga de muco e fibrina,
mas a presenca de sangue e hemorragia ¢ rara. Potros apresentam tendéncia a rapida
desidratacao, evidenciada pelo afundamento dos globos oculares e prega prolongada da
pele (Robinson, 2002; Slovis et al., 2014).

Casos de enterite comumente apresentam sinais de sindrome da resposta
inflamatoéria sistémica, incluindo depressdo, diminuicdo do reflexo de sucgdo, febre,
hiponatremia, fraqueza muscular, disfagia, diminui¢ao do ganho de peso, taquicardia,
bradicardia, taquipneia, tremores, incoordenagao, congestao de mucosas, diminui¢do do
tempo de preenchimento capilar, petéquias, coronite (Robinson, 2002; Paradis, 2006;
Slovis et al., 2014). Quando os sinais clinicos progridem, coma e morte podem ocorrer
(Robinson, 2002; Paradis, 2006). Se o animal sobrevive, a diarreia diminui em um
periodo de semanas e ha recuperacao do ganho de peso. Contudo, se a diarreia for
grave, as lesdes do ceco e colon tornam-se permanentes.

O desenvolvimento de aderéncias na superficie das serosas pode ocorrer e as
cicatrizes na parede intestinal podem ser severas e levar ao aparecimento de coélicas
meses apds a aparente recuperacao clinica (Smith 1981; McCain e Powell, 1990; Van

Duijkeren et al., 1995).
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A diarreia cronica ¢ raramente causada por Salmonella spp. embora animais que
sobrevivam a fase aguda da doenca também possam progredir para a forma cronica
persistente de diarreia (Smith, 1981) e, ocasionalmente um potro infectado possa
apresentar o quadro clinico por um periodo de 1 a 2 meses (Palmer e Benson, 1984).

Diarreia cronica associada a salmonelose em equinos ocorre somente apds um
episodio agudo acompanhado de severas alteracdes na parede intestinal. Se a enterite
ocorrer durante um importante periodo de desenvolvimento da microbiota intestinal do
potro, essa alteracdo da microbiota prolonga o periodo de diarreia nesses animais
(Smith, 1981; Palmer e Benson, 1984; Magdesian, 2005; Mallicote et al., 2012). Esses
potros ndo eliminam Salmonella spp. € ndo apresentam lesdes ativas, porém em raras
ocasides, o dano ao trato gastrintestinal pode ser grave o suficiente, podendo levar a
perfuragcdes e manifestagdes cronicas de distensao abdominal e crescimento deficiente
(Smith, 1981; Palmer e Benson, 1984; Magdesian, 2005; Mallicote et al., 2012).

O progndstico para cavalos que desenvolvem a forma cronica € ruim se ndo

houver melhora dentro de 4 a 6 semanas (Smith, 1981).

2.12.4 Septicemia aguda e combinacido com diarreia

A septicemia € mais comum em potros, especialmente em neonatos, mesmo
quando os sinais clinicos sejam apenas diarreia branda (Lester 2003; Magdesian, 2005;
Zimmel, 2008), podendo ocorrer também em animais adultos que apresentem quadro de
diarreia (Smith, 1981; Palmer e Benson, 1984; Magdesian, 2005; Martelli et al., 2018).

Septicemia e endotoxemia podem se desenvolver comumente em animais com
diarreia pela translocacdo bacteriana e absorcdo de endotoxinas a partir do epitélio
lesionado ou pela liberacdo de endotoxinas na circulagdo de animais bacterémicos
(Smith, 1981; Martelli et al., 2018). O elevado risco de bacteremia deve-se aos
sorovares enteroinvasivos, especialmente pelo sorovar S. Typhimurium (Magdesian,
2005).

Os equinos sao particularmente sensiveis ao choque endotoxico pela presenca da
LPS da parede levando aos sinais de reducao da atividade e responsividade, anorexia e
neutropenia (Martelli et al., 2018).

A forma hiperaguda da infec¢ao ¢ mais comumente encontrada em potros, sendo

caracterizada por febre alta, letargia, severa diarreia € morte que pode ocorrer em dois
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ou trés dias, a menos que o tratamento efetivo seja realizado precocemente (Smith,
1981; Palmer e Benson, 1984; Martelli et al., 2018).

Estudo no Brasil que confirmou dez casos de salmonelose equinos no Sul do
pais, evidenciou que, em 75% dos casos em potros, ocorreu a forma hiperaguda da
doenca com rapida progressdao e severos sinais clinicos que culminaram com a morte
devido ao choque circulatério (Juffo et al., 2016).

Na forma aguda, os adultos sdo febris, anoréxicos e desenvolvem diarreia e dor
abdominal por um periodo de uma a duas semanas, seguido de recuperagdo ou morte
(Smith, 1981; Palmer ¢ Benson, 1984; Martelli et al., 2018).

Os potros afetados apresentam variados graus de comprometimento sistémico
que incluem sindrome séptica, febre, diarreia, desidratacdo, depressdo, reducao do
apetite, choque hipotensivo e profunda leucopenia com desvio téxico a esquerda
(Magdesian, 2005; Zimmel, 2008; Mallicote et al., 2012).

Durante as primeiras 24-48 horas da doenca o potro apresenta-se deprimido,
febril, mostrando algum grau de desconforto abdominal, aumento da frequéncia
cardiaca e membranas mucosas toxicas (Sanchez et al., 1998; Magdesian, 2005;
Zimmel, 2008).

A diarreia pode ser infrequente ou abundante podendo durar poucos dias ou mais
de quatro semanas (Palmer e Benson, 1984; Zimmel, 2008; Magdesian, 2005). O
quadro entérico pode variar em consisténcia (pastosa a aquosa) ¢ volume, podendo
conter sangue, iniciando logo apds os primeiros sinais clinicos da doenga (Palmer e
Benson, 1984; Zimmel, 2008). As fezes podem apresentar odor fétido, provavelmente
devido a putrefagdo das proteinas perdidas pelo trato gastrintestinal (Palmer e Benson,
1984; Zimmel, 2008; Magdesian, 2005).

A diarreia ¢ um dos sinais clinicos mais comuns em potros com sepse (Hollis et
al., 2008; Sanches et al., 2008; Mallicote et al., 2012). Aproximadamente 50% dos
potros com diarreia clinica com menos de um més de idade sdo bacterémicos (Brewer et
al., 1988; Sanchez et al., 1998; Hollis et al., 2008; Frederick et al., 2009; Mallicote et
al., 2012; Oliver-Spinosa, 2018).

Estudo que avaliou as principais doengas em neonatos no Reino Unido,
evidenciou que a infec¢do mais comum nesta categoria foi a doenca sistémica associada
a diarreia/colite (Wohlfender et al., 2009).

Outro estudo que investigou a presenca de bacteremia em potros com menos de

30 dias de idade que apresentaram diarreia durante a hospitalizacdo, evidenciou que
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50% dos animais foram bacterémicos no momento da admissdo hospitalar. Houve a
identificacdo de 57% de micro-organismos gram-negativos ¢ 43% de gram-positivos
(Hollis et al., 2008).

A septicemia ¢ uma das principais causas de morte em potros com menos de sete
dias de idade, sendo importante a identificag¢do e o tratamento adequado desses animais
(Hollis et al., 2008).

Estudo revelou que 26% dos potros em uma propriedade no Canad4d morreram
por septicemia (Haas et al., 1996). Salmonelose em neonatos € em potros com menos de
seis meses ¢ associada a elevada taxa de mortalidade (Netherwood et al., 1996;
Frederick et al., 2009; Mallicote et al., 2012).

Pesquisa realizada no Reino Unido para a investigacao das causas de diarreia em
potros obteve baixo isolamento de Salmonella spp. porém, a bactéria foi associada a
quadros severos e frequentemente fatais de diarreia em neonatos, no entanto, esta
observa¢do nao foi uniformemente verificada em outros estudos (Netherwood et al.,
1996; Dunkel e Wilkins, 2004; Frederick et al., 2009; Mallicote et al., 2012).

Todos os neonatos com diarreia, especialmente os com menos de 30 dias de
idade, devem ser avaliados para a presenca de sepse (Paradis, 2006; Hollis et al., 2008).

O isolamento e identificagdo do micro-organismo utilizando cultura sanguinea
aerobica e anaerdbica, e teste “in vitro” de sensibilidade aos antimicrobianos nesses
potros ¢ importante, pois a administragdo precoce de antimicrobianos eficazes esta
associada ao aumento de sobrevida de neonatos bacterémicos (Robinson, 2002; Paradis,
2006; Hollis et al., 2008). Sendo assim, em contraste aos animais adultos, todos os
neonatos e potros com salmonelose devem ser tratados com antibioticoterapia sistémica
com comprovada eficicia no teste in vitro de sensibilidade aos antimicrobianos,
podendo incluir aminoglicosideos ou cefalosporinas de terceira geracao (Magdesian,
2005; Zimmel, 2008).

A antibioticoterapia inadequada, alterard a microbiota e permitird que a
Salmonella spp. colonize o trato gastrintestinal com maior sucesso (Palmer e Benson,
1984). Os antimicrobianos terdo pouco efeito na eliminagdo da Salmonella spp. do trato
gastrintestinal, sendo assim ndo reduzirdo o curso da diarreia e, também nao cessardo a
eliminagdo fecal da bactéria nas fezes, mas poderdo tratar a bacteremia e prevenir as
infeccdes secundarias em animais com bacteremia (Palmer e Benson, 1984; Spier,

1993).
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Os sinais de infecdo extra intestinal sdo frequentes em animais com menos de
dois meses de idade em consequéncia da bacteremia e incluem: uveite, sinovite,
osteomielite, fisite, pneumonia e meningite (Magdesian, 2005; Zimmel, 2008; Mallicote
etal., 2012).

Potros com salmonelose, mesmo apdés a recuperagdo do quadro de
enterocolite/diarreia, devem ser monitorados quanto ao desenvolvimento de infecgdes
extra entéricas, particularmente a osteomielite, que infelizmente podem se desenvolver
e persistir mesmo com a instituigdo de antibioticoterapia (Smith, 1981; Palmer e
Benson, 1984; Magdesian, 2005; Zimmel, 2008). Essas complica¢des podem ndo ser
detectadas clinicamente semanas ap6s o inicio dos sinais entéricos (Smith, 1981;

Robinson, 2002; Paradis, 2006; Zimmel, 2008; Slovis et al., 2014).

2.13 Patologia Clinica

O hemograma raramente identifica a causa especifica da diarreia, porém
constitui-se em ferramenta para a avaliagdo do animal com diarreia, direcionando a
terapia de suporte e auxiliando na identificacdo de outras patologias causadoras de
diarreia nos equinos como doengas hepaticas e renais (Cowell e Tyler, 2007).

O achado hematologico mais consistente de animais com salmonelose ¢ a
neutropenia, que indica um grave quadro de doencga entérica (Cowell e Tyler, 2007). As
alteracdes hematoldgicas refletem a resposta do hospedeiro a endotoxemia. Em casos
severos, o leucograma normalmente demonstra desvio a esquerda degenerativo e
alteragdes toxicas em granuldcitos (Spier, 1993; Cowell e Tyler, 2007; Oliver-Spinosa,
2018).

Neutropenia e linfopenia sdo observados em casos severos, € a neutrofilia de
rebote pode ser observada em estigios tardios da infec¢do mesmo sem resposta
inflamatoria significativa (Smith, 1981; Cowell e Tyler, 2007).

Parametros importantes a serem avaliados sdo a presenca de hemoconcentragao
em animais desidratados, trombocitopenia e coagulopatias, sugestivos de resposta
inflamatoria sistémica. As avaliagdes da concentragdo proteica e da relagdo
albumina:globulina, devem ser realizadas (Palmer e Benson, 1984; Spier, 1993; Cowell
e Tyler, 2007; Oliver-Spinosa, 2018). A concentracao de proteinas plasmaticas aumenta
inicialmente devido a hemoconcentragdo e, posteriormente, diminui como resultado das

perdas entéricas pela lesdo da mucosa intestinal ou extensa lesdo endotelial. Valores
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extremamente baixos sdo encontrados em animais com quadros graves de diarreia
devido a intensa perda proteica durante muitos dias. Hipoproteinemia, especialmente
hipoalbuminemia, e desenvolvimento de edema podem ser visualizados e a presenca em
animais, mesmo apo6s a transfusdo de plasma, apresenta prognostico reservado (Spier,
1993; Oliver-Spinosa, 2018).

Concentragdes plasmaticas de fibrinogénio sdo variaveis desde baixas como 100
mg/dL como resultado da coagulopatia até concentragdes elevadas como 1000mg/dL
associadas as respostas inflamatérias (Palmer e Benson, 1984; Spier, 1993; Oliver-
Spinosa, 2018). Disturbios da coagulagdo como trombocitopenia, baixa de antitrombina
III, aumento no tempo de protrombina e do tempo de degradacdo de fibrina podem
ocorrer em casos severos resultando em trombose pulmonar, membros e de célon. Em
casos severos a coagulacdo intravascular disseminada pode ocorrer (Palmer e Benson,
1984; Spier, 1993; Oliver-Spinosa, 2018).

A salmonelose ¢ caracterizada como uma enteropatia com graves perdas
proteicas e de eletrolitos como potassio, sodio, cloro e bicarbonato, levando a severos
desequilibrios 4acidos-basicos. A acidose metabdlica ¢ frequente em cavalos com
diarreia aguda, mas incomuns em casos de diarreias cronicas (Reed et al., 2010).

Desequilibrios eletroliticos sdo comuns e devem ser avaliados, sendo mais
severos em potros do que em animais adultos. As concentragoes de eletrolitos variam de
acordo com a duragdo da doenca, presencga de apetite e sede, funcao renal, fluidoterapia
oral e intravenosa. Os animais podem apresentar hiponatremia (112 a 124mg/dl),
hipocloremia (80 a 90mEq/L), hipocalemia (1 a 2,4mEgq/L), hipocalcemia (8 a 10
mEq/L), acidemia (bicarbonato 8-16 mEgq/L) (Spier, 1993). Os niveis de uréia e
creatinina estdo frequentemente aumentados, indicando azotemia pré-renal e,
ocasionalmente, renal pela necrose tubular ou nefrite (Palmer e Benson, 1984; Oliver-
Spinosa, 2018).

Animais adultos podem apresentar hiperglicemia devido ao aumento endogeno
de cortisol, contudo em potros ha pronunciada hipoglicemia causada pela reducao dos
estoques de glicogénio hepatico. O figado € um 6rgdo severamente afetado pela grande
quantidade de material toxico presente na circulagdo e acentuadas elevagdes nas
enzimas hepaticas podem ocorrer (Smith, 1981).

A medi¢ao da concentragao de imunoglobulinas, assim como a hemocultura e
teste de sensibilidade ao antimicrobianos “in vitro” sdo recomendados em pacientes

com menos de 30 dias de idade, que comumente apresentam bacteremia (Zimmel, 2008;
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Mallicote et al., 2012). Aproximadamente 50% das hemoculturas de potros com diarreia
apresentam crescimento de pelo menos um agente infeccioso (Frederick et al., 2009;
Mallicote et al., 2012). Culturas de fluidos articulares, fluidos cérebro-espinhais ou
aspirados traqueais podem ser positivas para Salmonella spp. em potros infectados

(Frederick et al., 2009; Mallicote et al., 2012).

2.14 Alteracoes “post mortem”

Potros podem apresentar quadros de poliartrite e infec¢des supurativas em
tecidos (Zimmel, 2008; Mallicote et al., 2012). Quando ha diarreia, enterite catarral
envolvendo principalmente o ileo, severa reacdao inflamatoria da mucosa do ceco e
por¢ao proximal do colon maior podem ser visualizados, variando de uma superficie
escurecida difusa da mucosa a lesdes ulcerativas com superficie fibrinonecrotica da
mucosa intestinal (Smith, 1981; Palmer e Benson, 1984).

Hé aumento da espessura da parede do ceco e célon com edema e as superficies
serosas apresentam-se escurecidas e arroxeadas em algumas areas. Os linfonodos
mesentéricos encontram-se aumentados. Petéquias e equimoses nas superficies das
serosas do intestino, epicardio e pleura podem estar presentes. Outros 6rgaos como rins
podem softrer lesdes devido ao quadro endotoxémico (Smith, 1981; Palmer e Benson,
1984).

As lesdes macroscoOpicas “post mortem” dos dez animais com salmonelose
clinica no sul do Brasil variaram em distribuicdo e gravidade, sendo a enterite
fibrinonecrotica ou necrohemorragica observadas em todos os animais, especialmente
no intestino grosso (colon maior e ceco). A principal caracteristica microscopica foi a
necrose da mucosa, frequentemente acompanhada de deposi¢do de fibrina, seguida de
necrose dos centros foliculares e alteragdes vasculares (Juffo et al., 2016).

No Brasil, o relato de caso de um potro macho da raca Quarto de Milha de
quatro meses de idade que foi encaminhado ao Hospital Veterindrio em S3o Paulo
apresentando diarreia amarelada com odor fétido durante trés dias, com rapida evolugao
para prostragdo, decubito e morte descreveu na necropsia congestdo de vasos € aumento
dos linfonodos mesentéricos, mucosas intestinais hemorragicas, dareas isquémicas
difusas em intestino delgado e intestino grosso compativeis com quadro de salmonelose

hiperaguda (Hayashi et al., 2017).
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2.15 Exame clinico

A anamnese deve ser realizada abrangendo a completa identificacdo do animal,
idade, historico, status vacinal e de vermifugagao, informagdes sobre o nimero e idade
dos animais afetados, consisténcia, aspecto e odor das fezes (Morse et al., 1976, Spier,

1993; Martelli et al., 2018).

Falha na transferéncia de imunidade deve ser investigada. A recomendagdo atual
€ que os potros apresentem concentragdes séricas iguais ou superiores a 800 mg/dL de
IgG para que a transferéncia seja considerada adequada (Paradis, 2006). O umbigo e o
trato gastrintestinal s3o considerados importantes portas de entrada de microrganismos

responsaveis por infecgdes em neonatos (Robinson, 2002).

Os fatores de risco deve ser cuidadosamente analisados incluindo histérico
gestacional e sanitario da égua, praticas de biosseguranca deficientes da propriedade,
uso extensivo de antimicrobianos, inclusdo de animais sem quarentena na propriedade,
intensa movimentacdo de animais, elevada taxa de lotacdo, historico sanitirio e de
doengas anteriores na propriedade, mudancas de piquetes, mudancas alimentares,
manejo dos dejetos, adubagcdo do piquetes com fezes, histérico de internagao,
procedimentos cirurgicos, transporte ¢ desmame (McCain et al., 1990; Spier, 1993;

Martelli et al., 2018).

O exame clinico do animal com diarreia ¢ importante para o estabelecimento da

gravidade da doenca e institui¢do da terapia adequada (Reed et al., 2010).

A avaliacdo clinica do comprometimento sistémico do animal afetado ¢ crucial
para o estabelecimento do tratamento, além de diferenciar os potros que podem ser
manejados em condi¢des de campo daqueles que necessitam de hospitalizacao (Oliver-

Spinosa, 2018).

Através do exame clinico, evidencia-se a condi¢do corporal do animal, presenca
de febre, edema, desidratagdo e sinais de endotoxemia (Stewart et al., 1999). A
avaliacdo cuidadosa do abdomen deve ser realizada para verificacdo da presenga de
distensdo abdominal. Além disso, em potros a palpagdo abdominal e o balotamento sdo
uteis para a identificacdo da presenca de fluidos, gas e grandes massas. Outros exames
que podem ser realizados ¢ a auscultagdo para a avaliacdo do aumento do transito

intestinal (Ragle et al., 1989).
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Em animais adultos, a palpacdo transretal ¢ utilizada para a avaliacdo do
tamanho dos segmentos intestinais, consisténcia do contetido, espessura da parede
intestinal, identificacdo da presenca de massas bem como o aumento dos linfonodos

mesentéricos (Ragle et al., 1989).

A desidratag@o e a azotemia pré-renal sdo frequentemente visualizadas nos casos
de diarreias agudas (Stewart et al., 1999). A identificacio de animais azotémicos ¢
importante para a institui¢do do tratamento, uma vez que nesses animais, a terapia com

anti-inflamatorios nao esteroidais ¢ contraindicada (Palmer e Benson, 1984; Reed et al.,

2010)

O reconhecimento precoce dos sinais clinicos de diarreia, assim como o
diagnostico efetivo, sdo importantes ndo somente para a instituicdo da terapia como
também para a implementagao das medidas de controle, a fim de se evitar surtos e
dependem do conhecimento dos patdégenos mais comuns que afetam determinadas
faixas etarias, além da disponibilidade, especificidade e sensibilidade dos métodos de
diagnostico e da correta interpretagdo dos resultados (Robinson, 2002; Dunkel e

Wilkins, 2004; Oliver-Spinosa, 2018).

2.16 Exames por Imagem

Os exames por imagem sao muito importantes em potros com quadro clinico de
diarreia e devem ser considerados em qualquer potro diarreico com sinais de
comprometimento sistémico, especialmente se a colica for observada (Mallicote et al.,
2012). Uma probe linear com frequéncia de 3 a 7 mHz pode ser utilizada, com
preferéncia para probe de 5-10mHz para avaliacdo do coto umbilical (Mallicote et al.,
2012).

O exame ultrassonografico permite a identificacdo de fluido ou gas no lumen
intestinal, espessamento da parede do trato gastrintestinal, caracteristicas do fluido
peritoneal, presenca de massas, distensdo abdominal, intussuscep¢ao, além da
identificacdo de areia e outros conteudos irritativos (Smith, 2008; Reed et al., 2010;
Mallicote et al., 2012).

O coto umbilical também deve ser avaliado para a presenca de infeccao (Smith,

2008; Reed et al., 2010; Mallicote et al., 2012).
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2.17 Diagnéstico

Sinais clinicos, alteracdes clinico-patoldgicas e lesdes anatomopatoldgicas sao
achados nao-especificos e que podem apresentar variagao individual (Spier, 1993).

Ha muitos métodos disponiveis para a detec¢do de Salmonella spp. nas amostras
clinicas, incluindo cultivo bacterioldgico, reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e
imunoensaio de fluxo lateral (LFIs). Todos os testes requerem variados niveis de
experiéncia, custo e tempo para detec¢dao. Os clinicos devem estar cientes dos diferentes
métodos de diagndstico disponiveis, suas vantagens e limitagdes (Burgess e Morley,
2014).

Amostras de fezes podem ser avaliadas microscopicamente para presenca de
leucocitos e células epiteliais. Geralmente, a celularidade aumenta com a gravidade da
diarreia. Utiliza-se solu¢do de azul de metileno de Loeffler, misturada em igual
quantidade com as fezes; essa mistura deve ser colocada sobre lamina, coberta por
laminula e examinada ao microscopio 6tico com objetiva de 10x e 40x (Morris et al.,
1983; Martelli et al., 2018). Animais com salmonelose apresentam aumento no nimero
de células epiteliais e leucdcitos fecais. Mais de 10 leucdcitos por campo ¢ indicativo de
salmonelose (Morris et al., 1983; Martelli et al., 2018).

O diagnéstico definitivo de salmonelose requer o isolamento da bactéria a partir
de fezes, porém tecidos e sangue podem ser positivos em casos de septicemia,
especialmente em potros jovens (Smith, 1981; Spier, 1993; Robinson, 2002; Magdesian,
2005; Paradis, 2006; Zimmel, 2008; Slovis et al., 2014; Martelli et al., 2018). Animais
que vem a Obito por salmonelose apresentam resultados positivos nos cultivos
bacterioldgicos de conteudo intestinal e linfonodos mesentéricos (Spier, 1993).

Pacientes imunossuprimidos ou cavalos com salmonelose hiperaguda podem ser
bacterémicos e numerosos tecidos poderdo ser submetidos ao cultivo com resultado
positivo. Amostras “post-mortem” a serem encaminhadas incluem fezes, linfonodos
mesentéricos, figado, bago, conteudo intestinal e amostras do ceco e célon ascendente
(Smith, 1981; Spier, 1993). Sao utilizados para cultivo bacterioldogico de amostras
“post-mortem” procedimentos padrdes de isolamento de Salmonella spp. através do
plaqueamento direto em 4gar Sangue ou MacConkey ou através do processo de pré-
enriquecimento seletivo e posterior plaqueamento em meios especificos com

identificacdao bioquimica (Begg et al., 1988).
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Amostras de fluidos articulares ou cérebro-espinhais podem ser plaqueados
diretamente em agar Sangue ou apos o pré-enriquecimento em caldo infusdo cérebro
coragao- BHI ou caldo triptona soja — TSB (Begg et al., 1988).

As hemoculturas apresentam maior sucesso quando o meio TSB ¢ utilizado e
quando amostras seriadas com intervalo de horas sdo coletadas (Smith, 1981). Em
humanos duas amostras (10mL a 20mL por amostra) de punc¢des venosas distintas sdo
coletadas antes da antibioticoterapia, com intervalo de cinco a 15 minutos entre as
pungdes. As amostras de sangue devem ser incubadas a 35°C e avaliadas por sete dias e,
paralelamente, deve ser realizada semeadura direta em meio seletivo (Morris et al.,

1983; Martelli et al., 2018).

2.18 Cultivo Bacteriologico das Fezes

O cultivo bacteriologico das fezes ¢ considerado o método “padrdo-ouro” para o
diagnostico de salmonelose (Hyatt e Weese, 2004; Mainar-Jaime et al., 2008). Cultivos
bacteriologicos apresentam excelente especificidade, contudo necessitam de 24 a 72
horas para a interpretacdo dos resultados, podendo levar at¢ mesmo cinco dias para a
finalizagdo dos testes adicionais bioquimicos para confirmagdo (Cohen et al., 1995;
Stone et al., 1994; Kurowski et al., 2002; Gal-Mor, 2019). Este atraso pode impactar a
implementagao do tratamento, controle e prevencao (Cohen et al., 1995; Hyatt e Weese,
2004).

A técnica de cultivo usualmente apresenta baixa sensibilidade (Hyatt e Weese,
2004; Mainar-Jaime et al., 2008). A sensibilidade ¢ dependente de muitos fatores como
tamanho/peso da amostra coletada, tipo de amostra (fezes, suabe retal e bidpsia retal),
método de coleta, heterogeneidade do organismo na amostra (necessidade de
homogeneizagdo da amostra antes do cultivo), método de cultivo, experiéncia do
laboratorio, presenga de micro-organismos ou substdncias que possam inibir o
isolamento de Salmonella spp., eliminacdo intermitente € em baixos nimeros em
animais portadores, perda de viabilidade do micro-organismo durante o transporte e
armazenamento ¢ sorovar infectante (Stone et al., 1994; Cohen et al., 1995; Cohen et
al., 1996; Tillotson et al., 1997; Amavisit et al., 2001; Ward et al., 2005; Mainar-Jaime
et al., 2008; Soria et al., 2012).
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O cultivo bacterioldégico de amostras fecais apresenta sensibilidade de 55% ou
menos na detec¢do de eliminagdo de Salmonella spp. e especificidade de 100% (Van
Duijkeren et al., 1995; Hyatt e Weese, 2004; Ward et al., 2005).

Assume-se que os resultados dos cultivos individuais sejam independentes e que
ha aumento da sensibilidade de detec¢do da bactéria quando sdo realizadas trés (91%),
quatro (96%), cinco (98%) cultivos com intervalos de 24 horas entre as coletas (Palmer
et al., 1985; Cohen et al., 1996; Dunkel e Wilkins, 2004; Martelli et al., 2018).

Em cavalos adultos o diagnostico ¢ baseado na realizacdo de 3 a 5 cultivos
seriados com intervalo de 24 horas (Smith et al., 1978; Palmer et al., 1985; Cohen et al.,
1996; Dunkel e Wilkins, 2004; Ward et al., 2005; Martelli et al., 2018). Porém, o padrao
de cultivo para o diagnostico de salmonelose em potros nao foi determinado (Hyatt e
Weese, 2004; Dunkel e Wilkins, 2004).

Estudo realizado em cavalos de corrida no estado americano de Louisiana
identificou 77,6% de animais eliminadores de Salmonella spp. no primeiro cultivo
bacteriologico de fezes (Chapman, 2006).

Animais sofrendo de infec¢des agudas, que estejam com diarreia eliminam
maiores nimeros de micro-organismos nas fezes (10° ufc/g de fezes), sendo maior a
probabilidade de cultivos positivos no primeiro ou segundo cultivos, quando
comparados aos animais com infec¢ao subclinica (menor que 10 ufc/g de fezes) que
eliminam a bactéria de maneira intermitente ou que estejam com sinais clinicos mais
brandos (Smith, 1981; Spier, 1993; Hyatt e Weese, 2004).

Embora o numero de micro-organismos presentes nas fezes dos cavalos com
sintomatologia clinica seja maior, o aumento de volume das fezes no quadro diarreico,
pode diminuir a possibilidade de cultivo positivo. Além disso, as bactérias nao sao
consistentemente eliminadas durante o curso clinico da doenca (Carter et al., 1986;
Tillotson et al., 1997; Amavisit et al., 2001; Hyatt e Weese, 2004).

O cultivo de amostras fecais de portadores ou de animais subclinicos podem ser
negativos devido a dilui¢gdo do micro-organismo. Por isso, multiplos cultivos fecais sao
frequentemente necessarios a fim de se aumentar a sensibilidade de deteccao do agente
(Smith, 1981; Palmer ¢ Benson, 1984; Cohen et al., 1996).

Salmonella spp. tende a se agrupar em uma amostra fecal ao invés de se
distribuir homogeneamente, por isso ha maior sensibilidade relativa do cultivo com o
aumento do peso da amostra e por meio de uma mistura completa da amostra antes da

semea-la no meio de cultivo (Funk et al.,, 2000; Cannon e Nicholls, 2002; Hyatt e
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Weese, 2004). Aproximadamente o dobro de animais assintomaticos sdo detectados
cultivando 50g de mucosa do ceco e colon quando comparada a utilizacdo de 3g de
mucosa (Smith, 1981).

As amostras fecais devem ser coletadas diretamente da ampola retal dos animais
afetados (Smith, 1981; Palmer e Benson, 1984, Spier, 1993). O envio de 20 a 50 gramas
de fezes ¢ indicado, pois quantidades menores de material fecal diminuem as chances de
isolamento. Os suabes retais apresentam menor sucesso no isolamento quando
comparado ao envio de fezes frescas, provavelmente devido ao peso da amostra
resultando em menor sensibilidade do teste (Smith, 1981; Palmer e Benson, 1984, Spier,
1993; Funk et al., 2000).

De forma geral, o cultivo de amostra de bidpsia da mucosa retal pode ser
realizado com maior sensibilidade do que o cultivo fecal, devido a caracteristica
intracelular do agente e, embora seja uma forma invasiva, pode ser utilizada em animais
de dificil amostragem que possuam fezes escassas ou liquidas com minimo material
solido (Smith, 1981; Palmer e Benson, 1984; Cohen et al., 1994; Cohen et al., 1996).

H4 muitos métodos diferentes que podem ser utilizados para o cultivo
bacteriologico de Salmonella spp. que empregam uma grande variedade de caldos de
enriquecimento seletivo e meios de cultura solidos, bem como tempos de incubagdo e
temperaturas (Davies et al., 2000; Rostagno et al., 2005; Voogt et al., 2002; ). Essas
diferentes escolhas metodoldgicas levam a diferencas na precisao do teste e tempo até
que os resultados sejam relatados.

Em geral, as amostras devem ser mantidas refrigeradas e processadas assim
possivel apds a coleta. No entanto, a propor¢do de amostras com teste positivo no
cultivo nao diferiu significativamente quando processado no mesmo dia, apds seis dias
de refrigeracao (4°C), ou ap6s 14 dias de congelamento a -15°C (Davies et al., 2000;
Rostagno et al., 2005; Voogt et al., 2002;). O atraso de até trés dias para o
processamento da amostra em virtude do transporte até o laboratorio ndo apresenta
impacto negativo no isolamento do agente (Smith, 1981; Hyatt e Weese, 2004).

Cavalos com diarreia podem ser positivos no cultivo bacterioldgico direto de
fezes em agar entérico, porém € preconizada uma etapa de pré enriquecimento em meios
seletivos de Salmonella spp. como caldo selenito cistina, caldo tetrationato Kauffmann
ou Caldo Rappaport Vassiliadis, que melhorardo a sensibilidade geral do teste,
permitindo que Salmonella spp. se multiplique, enquanto inibem as bactérias

competidoras (Spier, 1993; Burgess ¢ Morley, 2014).
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O tipo de amostra e, especialmente, a microbiota presente na amostra, interferem
na eficiéncia dos meios de cultura, pois o isolamento de outras bactérias prejudica a
formacao de colonias bem delimitadas de Salmonella spp. e a leitura das placas (Hyatt e
Weese, 2004; Soria et al., 2012). Sendo assim, o periodo de incubacdo em meios de
enriquecimento seletivos, diminui as chances de isolamento de outras bactérias lactose
negativas (Palmer et al., 1985; Cohen et al., 1996; Dunkel e Wilkins, 2004).

Estudo avaliou o tempo de incubacdo ideal para melhor isolamento de
Salmonella spp. apds a etapa de pré-enriquecimento seletivo. Os resultados
demonstraram que os periodos de incubacdo maiores melhoram as taxas de isolamento
de Salmonella spp. Houve aumento de 96% para 98% nas taxas de isolamento de
Salmonella spp. quando se utilizou o plaqueamento apds 24 horas de incubacdo em
meio seletivo, seguido por enriquecimento secundario realizado apos cinco dias
(Waltman et al., 1993).

Outro estudo realizando o enriquecimento seletivo em tetrationato a 35°C por
seis dias ndo encontrou diferenca na deteccdo de amostras positivas com um dia de
incubagdo comparado ao sexto dia de incubacdo (Soria et al., 2012). Neste mesmo
estudo houve a avaliagdo da acurécia do teste PCR para o gene inv4, com dois meios de
pré-enriquecimento seletivo (tetrationato e Rappaport-Vassialidis), 4gua peptonada e
cultivo bacteriologico, utilizando amostras de fezes de aves inoculadas artificialmente
com S. Enteritridis, S. Typhimurium, S. Coeln, S. Orion, S. Gallinarum, S. Pullorum. A
sensibilidade de deteccdo, tanto na PCR quanto no cultivo, variou dependendo do
sorovar ¢ do meio pré-enriquecimento seletivo utilizado na técnica de PCR e cultivo
bacterioldgico. Quanto a PCR, a acurécia e a sensibilidade foram menores com a agua
peptona quando comparada ao Rappaport-Vassialidis e tetrationato para a maioria dos
sorovares estudados (Soria et al., 2012).

Ap6s periodo de 18-24 horas de incubacdo em meios de pré-enriquecimento
seletivo, as amostras sdo entdo semeadas em agar especificos como agar MacConkey
utilizado tradicionalmente para a diferenciacdo de Salmonella spp. de outros
enteropatogenos como Escherichia coli. Contudo, outros enteropatogenos como Proteus
spp. € Shiguella spp. também ndo fermentam a lactose, sendo a inoculacdo adicional em
meios diferenciais indicada, como agar XLD, agar Hektoen, agar SS, 4gar Sulfito
Bismuto, e/ou agar Verde Brilhante (Spier, 1993; Gal-Mor, 2019) (Figura 4). O
plaqueamento em dois meios de cultura reduz o nimero de resultados falso-negativos

(Hyatt e Weese, 2004; Soria et al., 2012).
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Existem limitacdes na detec¢do da Salmomella spp. utilizando cultivo

bacteriologico de amostras fecais. Experimentalmente a sensibilidade analitica do

cultivo fecal ¢ de 4ufc/g de fezes quando o meio de enriquecimento utilizado € o

tetrationato e de 100ufc/g de fezes utilizando caldo selenito (Cohen et al., 1994; Burgess

e Morley, 2014). Contudo na pratica, devido a eliminagdo intermitente de poucos micro-

organismos por grama de fezes, assim como distribuicdo heterogénia dos micro-

organismos na amostra fecal, o cultivo bacterioldgico caracteriza-se como um método

de baixa sensibilidade (Cannon e Nicholls, 2002; Burgess ¢ Morley, 2014). Além disso,

outro fator importante ¢ o elevado periodo necessario para obtengdo do resultado em

uma unica amostra (trés a cinco dias), devido ao processo de pré-enriquecimento

seletivo, além da preconizagdo da coleta de 3 a 5 amostras de fezes por animal para se

alcancar sensibilidade razoavel do teste (Burgess e Morley, 2014).

Material fecal (fezes, suabe fecal/retal

Semeadura Direta

Enriquecimento seletivo

Agar EMB
Agar MacConkey

18/24h-37°C

Caldo Selenito Cistina
Caldo Tetrationato Kauffmann
Caldo Rappaport Vassiliadis*

18/24h-372C
*18/24h-432C

Agar Hektoen e/ou
Agar SS e/ou
Agar XLD e/ou
Agar Sulfito de Bismuto e/ou
Agar Verde Brilhante

FIGURA 4. Fluxograma de isolamento de Salmonella spp. em amostras fecais.

Isolamento 5-10 coldnias

[

Caracterizag3o Bioquimica

Identificacdo antigénica

Fonte: Manual Técnico de Diagndstico Laboratorial da Salmonella spp. Ministério da Saude,

2011.
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2.19 Reacao em Cadeia da Polimerase — PCR

As técnicas de biologia molecular, sdo ferramentas utilizadas para o diagndstico
dos agentes patogénicos causadores de diarreia em equinos (Reed et al., 2010; Smith,
2008).

A PCR ¢ geralmente considerada uma técnica de elevada sensibilidade e
especificidade para a deteccao de Salmonella spp., além de ser geralmente mais rapida
que o cultivo bacterioldgico proporcionando resultados em 1-2 dias em comparagao aos
2-5 dias para muitos métodos de cultivo com pré-enriquecimento seletivo (Gentry-
Weeks et al., 2002; Sibley et al., 2003; Mainar-Jaime et al., 2008). Consequentemente, a
PCR pode ser particularmente til em amostras contendo baixos numeros de organismos
e, em momentos em que ¢ necessaria a obte¢do dos resultados rapidamente (por
exemplo, durante epidemias).

O desenvolvimento de técnicas de diagnostico de infeccdes de Salmonella spp.
mais rapidas e sensiveis a partir de amostras fecais e ambientais ¢ necessario para a
institui¢ao de procedimentos de biosseguranca efetivos, além de minimizar a ocorréncia
de surtos, especialmente, em locais com grande aglomera¢do de animais como em
hospitais veterinarios, centros de treinamento e reprodugdo de equinos (Gentry-Weeks
et al., 2002; Sibley et al., 2003; Mainar-Jaime et al., 2008).

A PCR ¢ uma ferramenta 1til na detec¢dao de eliminadores de Sal/monella spp.,
especialmente em animais portadores sem sinais clinicos da doenga (Amavisit et al.,
2001; Cohen et al., 1994; Cohen et al., 1995) e possui vantagens em relagdo ao cultivo
bacteriolégico que incluem a elevada sensibilidade, especificidade, rapidez nos
resultados e necessidade de menor quantidade de amostras (Cohen et al., 1996;
Amavisit et al., 2001; Kurowski et al., 2002; Dunkel e Wilkins, 2004; Ward et al., 2005;
Pusterla et al., 2010). A utilizagdo de PCR em tempo real apresenta ainda a vantagem de
poder quantificar a carga bacteriana nas fezes, aumentando a especificidade do teste
(Pusterla et al., 2010).

Recentemente, a aplicacdo das técnicas de PCR para a detec¢dao de Salmonella
spp. nas amostras fecais de cavalos admitidos em hospitais veterinarios foram avaliados
e demonstraram superior sensibilidade analitica da técnica comparada aos cultivos
bacterioldgicos convencionais (Amavisit et al., 2001; Kurowski et al., 2002; Ward et al.,
2005; Pusterla et al., 2010). No entanto, a técnica pode ser tecnicamente desafiadora,

pois pequenos erros nas concentragdes podem resultar em desequilibrios que alteram a
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reacdo. O magnésio € um componente critico da reacdo, uma vez que se complexifica
com os dNTPs para permitir seu reconhecimento pela DNA polimerase. O excesso de
MgCl pode afetar a fidelidade da DNA polimerase e aumentar a ligacdo do primer nao
especifico, enquanto o sequestro de MgCl, por quelantes pode inibir a amplificagdao
(Wilson, 1997). A quantidade de DNA polimerase também ¢ critica, pois o aumento das
concentragdes de enzimas pode levar a diminuicdo da especificidade e fidelidade do
ensaio.

Desde a sua introducao, a qPCR aumentou a acurécia da amplificacao dos acidos
nucleicos comparado a técnica convencional de PCR. Através da utilizacdo de sondas
internas fluorogénicas (Chen et al., 2000), adicionalmente a sequéncia de primers
padrdes, esta técnica permite maior confianga na identificacdo do produto amplificado
(Heid et al., 1996), trazendo como vantagens o fornecimento de medidas quantitativas e
eliminando a necessidade de manuseio pds-PCR. Os métodos convencionais utilizados
para a deteccdo dos produtos da PCR envolvem a visualizagdo de um tamanho padrdo
de DNA em gel de agarose, contudo a PCR em tempo real depende da deteccdo da
fluorescéncia, sendo mais direta, rapida e altamente sensivel (Gentry-Weeks et al.,
2002; Sibley et al., 2003; Mainar-Jaime et al., 2008).

Um estudo utilizando a PCR em tempo real identificou sensibilidade de 2 ufc de
Salmonella spp. por PCR quando se utilizou como alvo o gene himA de 122-bp (Chen et
al., 2000). Porém, o diagnostico por qPCR e PCR apresenta desafios especiais, pois as
amostras biologicas como sangue, musculos e fezes contém substancias que interferem
na técnica de PCR e qPCR, inibindo a DNA polimerase ou afetando o balango dos
acidos nucleicos. Amostras fecais permanecem como sendo uma das amostras
biologicas mais dificeis para a extragao e amplificacdo de DNA, pois contém multiplos
componentes que podem inibir a reagdo de PCR e qPCR, incluindo bilirrubina, sais
biliares, complexos polissacarideos, produtos do metabolismo da hemoglobina, DNases
e proteases (Heid et al., 1996; Chiu et al., 1996; Monteiro et al., 1997). A composi¢do
fecal desses inibidores pode variar dependendo da espécie, presenca de doencas,
componentes da dieta (glicogénio, gordura e célcio) e contaminantes ambientais como
componentes fendlicos e metais pesados (Fluit et al., 1995; Wilson et al., 1997).

Os Kits comerciais de extragdo de DNA que removem as substincias inibitorias
estdo disponiveis aumentando também a pureza do DNA isolado. Porém, o Kit de
extracdo também influencia o resultado da PCR e qPCR. O principio basico dos Kits

envolve a lise de todo material celular através de um detergente, remocao dos inibidores
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com uma mistura de polissacarideos, digestdo de todas as proteinas exdgenas, ligagdo a
matrix solida de DNA, seguido de lavagem e eluicdo. Estudo avaliou trés Kits de
extracdo de PCR (Dneasy tissue kit. Qiagen, Valencia Calif, PrepMan Ultrareagent-
Applied Biosystems Foster City) e obteve resultados diferentes na sensibilidade e
especificidade do teste dependendo do Kit utilizado (Kurowski et al., 2002).

A fim de se evitar resultados falso-negativos e aumentar o nivel de detec¢do,
alguns protocolos de PCR e qPCR incluem um periodo de pré-enriquecimento de 24
horas a fim de promover diluigdo das substancias inibitorias. As informagdes
disponiveis indicam que a PCR e a qPCR de amostras pré-enriquecidas tendem a
apresentar melhor sensibilidade quando comparada ao cultivo bacterioldgico (Sibley et
al., 2003; Bohaychuk et al., 2007; Mainar-Jaime et al., 2008). Em estudos conduzidos a
sensibilidade do método de PCR foi aumentada em 1.000 vezes com a adicdo de um
periodo de enriquecimento em tetrationato (Cohen et al., 1995).

Os métodos de PCR e qPCR que possuem como alvo genes especificos para
regides conservadas de Salmonella spp., sdo considerados métodos rapidos e confidveis
para a deteccdo de muitos sorovares, sem reacdo cruzada com outras bactérias comuns
(Cohen et al., 1994; Stone et al., 1994; Kwang et al., 1996; Sibley et al., 2003; Pusterla
et al, 2010). Primers atualmente utilizados para deteccdo de Salmonella spp. sdo
desenhados para a identificacao dos genes invA4 e invE, responsaveis pela producao de
proteinas necessarias ao processo de invasao das células epiteliais. O uso desses genes
apresenta maior potencial de identificacdo de Salmonella spp., sugerindo que estes
genes estdo presentes em nimero maior de sorovares (Rahn et al., 1992; Stone et al.,
1994).

A PCR e a qPCR demontraram serem técnicas Uteis em situagdes de triagem de
um grande numero de amostras onde a prevaléncia de Salmonella spp. ¢ baixa,
programas de monitoramento e, em animais com sintomatologia clinica (Wilkins et al.,
2010; Ekiri et al., 2016). Porém, a associagdo da PCR a técnica de cultivo
bacterioldgico ¢ necessaria para a realizacdo da sorotipificacdo e testes de resisténcia
dos isolados aos antimicrobianos (Mainar-Jaime et al., 2008; Gal-Mor, 2019).

A PCR e a qPCR podem detectar micro-organismos em baixo niimero, que
podem ndo estar em quantidade suficiente para serem detectados no cultivo
bacteriologico, podendo ocorrer resultados positivos na PCR e qPCR e negativos no

cultivo (Dunkel e Wilkins, 2004). Amostras com baixa quantidade de gene alvo
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geralmente apresentam resultado de cultivo bacteriologico negativo (Pusterla et al.,
2010).

A reacdo em cadeia da polimerase foi relatada como tendo sensibilidade
analitica de 100 ufc/g de fezes para PCR com pré- enriquecimento seletivo ou 1000
ufc/g de fezes durante o teste de amostras ndo enriquecidas (Amavisit et al., 2001;
Dunkel e Wilkins, 2004). O limite da técnica de qPCR foi de trés organismos quando o
DNA foi extraido de amostras enriquecidas em selenito ¢ de dez organismos quando o
DNA foi extraido direto das fezes (Pusterla et al., 2010).

Embora a PCR possa ser ttil para a detec¢ao precoce da eliminagdo das bactérias
nas fezes e contaminacdo ambiental em comparagdo ao cultivo, ndo detecta
necessariamente organismos viaveis, podendo também detectar DNA degradado.
Portanto, em uma PCR positiva os resultados podem ndo ser necessariamente
indicativos de risco de infec¢do relacionado a contaminagdo ambiental (Sibley et al.,
2003; Mainar-Jaime et al., 2008).

Uma adverténcia ao uso da PCR como um método de deteccdo para amostras
ambientais ¢ que os desinfetantes t€ém como alvo diferentes partes dos micro-
organismos. Por exemplo, a amonia quaternaria e compostos fendlicos tém como alvo
as membranas citoplasmaticas que deixam o DNA intacto, enquanto o hipoclorito e o
formaldeido degradam o DNA, o que poderia teoricamente levar a diferencas nas taxas
de detec¢ao da PCR (Sibley et al., 2003; Mainar-Jaime et al., 2008).

Suabes ambientais pds procedimento de desinfeccdo em estudo realizado na
Universidade de Michigan foram cultivados e submetidos a PCR para deteccdo de
Salmonella spp. Houve diferenca significativa na detec¢ao de Salmonella spp. por PCR
(14%) e cultivo (0,13%), porém maior resultado da PCR foi confirmado pela presenca
de DNA de bactérias ndo viaveis (Ewart et al., 2001).

Estudo avaliou amostras ambientais das quais 2,5% foram positivas na PCR para
o gene operon transporte de histidina e nenhuma foi positiva no cultivo (Cohen et al.,
1996). Estudo em hospital veterinario identificou 68% das amostras positivas na PCR e
26% de amostras positivas no cultivo (Alinovi, et al., 2003).

Em amostras ambientais a discrepancia dos valores encontrados entre os
resultados obtidos pelo cultivo bacteriologico e PCR, podem ser justificados pelo fato
da PCR poder detectar Salmonella spp. ndo viaveis. A PCR de amostras ambientais

pode ser utilizada para a identificagao de locais que albergam maior concentracdo de
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micro-organismos, locais onde o monitoramento deverd ser intensificado (Cohen et
al.,1996; Ewart et al., 2001).

A aplicacgdo direta da PCR e qPCR em amostras clinicas nao ¢ indicada devido
ao baixo numero de bactérias nas fezes em animais subclinicos, infec¢Oes transitorias,
ou presenga de inibidores extraidos em conjunto com as amostras de DNA, podendo
resultar em ndo amplificagdo de produtos ou em pobre sensibilidade do teste (Sibley et
al., 2003; Arnold et al., 2004).

A fim de minimizar o problema da presenga de inibidores da PCR e resultados
falso-negativos, a inclusdo de uma etapa de pré-enriquecimento seletivo ¢ indicada para
dilui¢do das substancias inibitérias e aumento do ntimero de Salmonella spp. nas
amostras pela exclusdo de micro-organismos competitivos. O processo de extracdo de
DNA também pode diminuir a quantidade de substancias inibitorias. Sendo assim, a
combina¢do dos dois métodos pode aumentar sensibilidade do teste na deteccdo de
Salmonella spp. (Stone et al., 1994; Amavisit, 2001; Carli et al., 2001; Schrank et al.,
2001; Arnold et al., 2004; Dunkel e Wilkins, 2004).

A acuracia da PCR ¢ frequentemente estimada pela comparagdo a técnica de
cultivo microbioldgico através de infeccdo experimental de animais com Salmonella
spp. ou pela inoculagao artificial de amostras clinicas (Mainar-Jaime et al., 2008).

Estudos com a técnica de PCR mostram diferencas de sensibilidade e
especificidade na detec¢ao de Salmonella spp. com os resultados dependendo do tipo de
amostra utilizado, populagdo amostrada, emprego ou ndo de meio de pré-
enriquecimento seletivo, meio de enriquecimento seletivo utilizado, kit de extragdo
utilizado e primer selecionado. Porém, de maneira geral, ha superior sensibilidade das
técnicas de PCR e qPCR comparativamente ao cultivo microbioldégico, mas com
especificidade variada (Tabela 2 e Tabela 3).

Além disso, os estudos indicam a possibilidade de existéncia de resultados falso-
negativo e falso-positivos em relacdo ao cultivo bacteriologico (Rahn et al., 1992;
Cohen et al., 1994; Stone et al., 1994; Cohen et al., 1995; Kwang et al., 1996; Amavisit
et al., 2001; Gentry-Weeks et al.,2002; Kurowski et al., 2002; Sibley et al., 2003;
Oliveira et al., 2003; Arnald et al., 2004; Ward et al., 2005; Mainar-Jaime et al., 2008;
Wilkins et al., 2010; Soria et al., 2012; Pusterla et al., 2010; Pusterla et al., 2014; Ekiri
et al., 2016).

Para o gene invA através de analises de bioinformatica foi identificado apenas

um microorganismo com a mesma sequéncia de alinhamento Photobacterium
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profundum (bactéria gram-negativa encontrada em ambientes marinhos), sendo este
considerado primer especifico para Sa/monella spp. Ja para o gene operon transporte de
histidina foram encontrados sequéncia de alinhamento com Escherichia coli,
Enterobacter spp., Shiguella spp. e Pseudomonas spp. fato que pode impactar em maior
numero de resultados considerados falso- positivos (Ekiri et al., 2016).

As informacdes disponiveis indicam que a PCR e a qPCR de amostras pré-
enriquecidas tendem a apresentar melhor sensibilidade quando comparadas ao cultivo
bacterioldgico (Sibley et al., 2003; Bohaychuk et al., 2007; Mainar-Jaime et al., 2008).
A necessidade do pré-enriquecimento limita a utilizagdo da PCR como um teste rapido
para deteccdo de Salmonella spp. nas fezes, embora os resultados possam estar
disponiveis entre 24 a 48h mais cedo quando somente o cultivo ¢ realizado (Sibley et
al., 2003; Bohaychuk et al., 2007; Mainar-Jaime et al., 2008).

A técnica de PCR do caldo de enriquecimento seletivo apresentou 85,4% de
sensibilidade e 98,1% de especificidade em comparacdo a 53,7% de sensibilidade e
100% de especificidade do cultivo bacterioldgico (Lin et al., 2011; Gal-Mor, 2019).

Stone et al., (1994) encontraram que os caldos tetrationato € o Rappaport
Vassiliadis foram inibidores para a técnica de PCR. Carli et al (2001) testou tetrationato
e BHI com culturas puras de Salmonella spp. e ndo houve inibicdo da PCR. Schrank et
al. (2001) comparou tetrationato com selenito-cistina e concluiu que a combinagao com
tetrationato foi mais sensivel e que ambos os caldos de enriquecimento seletivo foram
mais sensiveis que os métodos microbioldgicos.

Estudo avaliou a efetividade da PCR combinada com meio de enriquecimento
seletivo (tetrationato, Rappaport Vassiliadis, selenito) em comparagdo ao cultivo
bacterioloégico na detec¢do de suinos eliminadores de Salmonella spp. nas fezes. O
cultivo bacterioldgico identificou 58% de animais positivos e a PCR combinada ao
meio de enriquecimento seletivo (tetrationato, Rappaport Vassiliadis, selenito) 64,2%
de animais positivos. Nenhum cultivo positivo foi negativo na PCR. Nenhuma das
amostras foi positiva quando a extragao ocorreu diretamente das fezes e o tempo ideal
de cinco dias foi necessario para a deteccdo de Salmonella spp. na PCR combinada ao
meio de enriquecimento (Sibley et al., 2003).

A acuracia e sensibilidade dos testes foram maiores nas reagdes de PCR
combinadas ao Rappaport Vassialidis e tetrationato, quando comparado a agua
peptonada. A extensdo do periodo de incubagdo das amostras fecais de aves ndo alterou

as taxas de isolamento (Soria et al., 2012).
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A precocidade de detec¢do de animais eliminadores, especialmente em hospitais,
centros de treinamento e reproducdo ¢ importante para a rapida implementacdo de
medidas de controle a fim de reduzir o risco de surtos. A vantagem da PCR e qPCR ¢ a
obtengcdo dos resultados em menos de 48h se as amostras sdo pré-enriquecidas,
comparado ao cultivo bacteriologico que pode levar de 3 a 5 dias (Ekiri et al., 2016). A
precocidade de resultados positivos para a PCR na primeira amostra analisada quando
comparada ao cultivo foi demonstrada no estudo de Cohen et al., (1996), no qual de
onze animais positivos no cultivo, dez animais (90,9%) foram identificados positivos na
PCR apos a primeira amostra ser submetida e sete animais (63,6%) foram identificados
pelo cultivo na primeira amostra. Todos os cavalos que foram positivos no cultivo
foram positivos na PCR. Porém, para a deteccdo no cultivo de todos os animais
positivos alguns animais necessitaram do envio de cinco amostras. A PCR foi relatada
como sendo uma técnica mais rapida, sensivel e que necessita do n de poucas amostras
para o resultado quando comparado ao cultivo para deteccdo de Salmonella spp.
(Cohen et al., 1996).

Gentry-Weekes et al. (2002) também demonstraram a precocidade de resultados
positivos para a PCR na primeira amostra analisada quando comparada ao cultivo.
Neste estudo um animal foi positivo na PCR para os dois primers utilizados, mas
negativo no cultivo. Apos 5 dias, o animal foi positivo tanto no cultivo bacterioldgico
quanto na PCR, demonstrando que a PCR pode detectar Sa/monella spp. presente em
niveis que nao sdo detectados no cultivo bacterioldgico.

A proporgdo de cavalos positivos no cultivo aumentou a partir do 5°, 6° ¢ 7° dia
de amostragem para cultivo enquanto que para a PCR passou de 24% no primeiro dia
de coleta para 42% de positivos na 8° amostragem (Ward et al., 2005).

Porém, em estudo realizado em animais hospitalizados com sinais clinicos de
doenga gastrintestinal utilizando qPCR para inv4 ndo houve diferenga significativa
quanto a precocidade de identificacdo de animais positivos na PCR (7/20) no primeiro
dia em comparagao ao cultivo bacteriologico (4/20) (Ekiri et al., 2016).

Na India, estudo realizado em equinos criados a campo identificou 6,5%
positivos para Salmonella spp. através da técnica de cultivo bacteriologico e 10,8% de
amostras foram positivas pela técnica de PCR para o gene HisJ (Singh et al., 2007)

Ekiri et al., (2016) avaliaram a efetividade do diagnostico de Salmonella spp.
em amostras fecais seriadas de animais hospitalizados com e sem sinais clinicas de

doenca gastrintestinal pela técnica de qPCR para o gene inv4. Os resultados
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demonstraram que a técnica de qPCR pode ser utilizada em animais com ou sem sinais

clinicas de doenca gastrintestinal, havendo baixo ntimero de resultados falso-negativos,

podendo assim, ser utilizada como ferramenta de triagem em animais com sinais

clinicos de doenca gastrintestinal. Adicionalmente, os animais com resultados positivos

na qPCR devem ter cultivos seriados de fezes realizadas a fim de reduzir os resultados

falso-positivos, além da obtengdo de dados adicionais como perfil de sensibilidade aos

antimicrobianos “in vitro” e sorotipificacdo (Ekiri et al., 2016).

TABELA 2. Especificidade e Sensibilidade das diferentes técnicas de PCR e gPCR

empregadas no diagnéstico de Salmonella spp.

Caldo
Autores | Ano Amostras enriquecimento Técnica Especificidade | Sensibilidade
seletivo
Rahn . .
ot al 1992 100 sorovares ndo informado PCR invA 100% 99,40%
BHI, selenito,
Stone | 1994 | 32 sorovares tetrationato, 50 invA e invE 100% 100%
et al Rappaport-
Vassiliadis
Fezes de
Cohen equinos . PCR Operon 10 % ufc/g de
1995 | . tetrationato Transporte de
et al inoculados com . fezes
e s Histidina
S. Enteritidis
Gentry- 774 amostras de . . InvE, invA: i
PCR invE, A InvE, A: 809
Weekes | 2002 | fezes de bovinos BHI mv., nv 98,6% HislJ: nv 7 nv %
. e HisJ HisJ: 93,3%
et al e equinos 85,6%
. 299 amostras de ,
Kurowski 2002 fezes bovinos, tetrationato ‘,‘PCR SipG, 98,10% 100%
et al ] N invE, spaQ
equinos e caes
Arnold | 55, | Tecidosde Rappaport- PCR invA 96% 100%
et al suinos Vassialidis
Ward et 873 amostras de PCR Operon
al 2005 fezes equinos tetrationato Transporte de 39,10% 100%
hospitalizados Histidina
. selenito,
Mainar- 203 amostras de tetrationato
Jaime 2008 , ’ PCR invA 88% 91%
ceco de suinos Rappaport-
et al L
Vassialidis
Pusterla Fezes de 911
ot al 2010 cavalos selenito gPCR invA 98% 100%
hospitalizados
- tetrationato e
Wilkins | 5919 | 293 amostras Rappaport- aPCR invA 99% 90%
et al fezes de suinos L
Vassialidis
Ekiri Fezes de 93
ot al 2016 cavalos tetrationato qPCR invA 93,20% 100%

hospitalizados
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TABELA 3. Estudos realizados em amostras clinicas comparando a prevaléncia de
Salmonella spp. através das técnicas de biologia molecular (PCR e g-PCR) e cultivo
bacteriolégico

Autores | Ano Amostras Populagdo Técnica Prevaléncia
Palmer | 50¢ 100 Equinos hospitalizados | ..o b cteriolégico 13%
et al com cdlica
Be 250: Equinos hospitalizados 2,8% (hospital) e
&8 1988 | hospitalizados qu P Cultivo bacterioldgico = P
et al e Eguas em fazendas 0% (fazenda)
75: haras
McCain . - . s
ot al 1990 70 Equinos frigorifico Cultivo bacteriolédgico 7%
Traub- Equinos hospitalizados
Dargatz | 1990 246 q p Cultivo bacterioldgico 7%
> 3 dias
et al
Cohen . o Cultivo bacteriolégico e | 0% (cultivo) 26%
ot al 1996 152 Equinos Hospitalizados PCR (PCR)
Cohen . S Cultivo bacterioldgico e 10% (cultivo)
ot al 1997 110 Equinos hospitalizados PCR gene His/ 64% (PCR)
Bu;k;\lell 1997 142 Equinos frigorifico Cultivo bacterioldgico 27%
R::ZTY 1998 613 Equinos hospitalizados Cultivo bacterioldgico 1,70%
Mainar-
Jaime 1998 1446 Equinos hospitalizados Cultivo bacterioldgico 6,30%
et al
House . - . R
ot al 1999 1429 Equinos hospitalizados Cultivo bacterioldgico 5,46%
Amavisit . o Cultivo bacteriolégico e | 2% (cultivo) 40%
2001 96 E hospitalizad
et al quinos hospitalizados PCR gene ompC (PCR)
Kim 1 5001 246 Equinos hospitalizados | - |\ 0 b cteriolégico 9%
et al com célica
Ewart | 5001 638 Equinos hospitalizados | - |\ 0 b cteriolégico 5,50%
et al com célica
Alinovi . o Cultivo bacterioldgico e 26% (cultivo)
2003 34 E hospitalizad
etal quinos hospitalizados PCR gene HisJ 68% (PCR)
Alinovi 0,5 (admissdo) e
ot al 2003 232 Equinos hospitalizados Cultivo bacterioldgico 4,3%
ospitalizagdo
(hospitalizagdo)
Ernst 1 5004 465 Equinos hospitalizados | - |\ 0 b cteriolégico 13%
et al com célica
Ward . - Cultivo bacterioldgico e 4,1 (cultivo),
2005 116 E hospitalizad
etal quinos hospitalizados PCR gene HisJ 33% (PCR)
Morl -
e:raelzy 2005 3695 Equinos hospitalizados Cultivo bacterioldgico 2,40%
Singh 2007 646 Equinos a campo Cultivo bacterioldgico e 6,5% (cultivo)
et al sauddveis PCR gene HisJ 10,8% (PCR)
2,4% (qPCR ¢/
i 0,
Pu:ttzlrla 2010 911 Equinos hospitalizados gPCR gene invA Sec:i?:)()d?r(g{?

fezes)
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2.20 Tratamento

O manejo dos potros com diarreia depende da gravidade dos sinais clinicos.
Potros com diarreia branda muitas vezes apresentam resolugcdo espontanea ou
necessitam de minima intervencdo medicamentosa. Porém, potros que estejam febris,
depressivos e que apresentem profusa diarreia aquosa ou sanguinolenta devem ser
examinados e tratados rapidamente. Testes diagndsticos corretos, manejo e terapia
medicamentosa sao criticos na prevencdo da disseminacdo de micro-organismos
infeciosos e limitam a gravidade da doenga nos animais afetados (Robinson, 2002;
Dunkel e Wilkins, 2004; Oliver-Spinosa, 2018).

Em casos de enterocolite, particularmente aqueles que falham em responder a
terapia inicial e permanecem do dor, laparotomia exploratoéria € indicada (Smith, 2008;
Reed et al., 2010; Mallicote et al., 2012).

O tratamento da salmonelose baseia-se na terapia de suporte (fluidoterapia,
nutri¢ao) e tratamento especifico da infeccao (Robinson, 2002; Dunkel e Wilkins, 2004;
Mallicote et al., 2012; Oliver-Spinosa, 2018).

Analgésicos sdo indicados no caso de animais que apresentam sinais de dor
abdominal. Caso a dor seja persistente e severa, ultrassonografia e raio-x sao indicados
e, caso necessario, uma laparotomia exploratoria ¢ realizada. Entre os analgésicos
utilizados estdo o butorfanol (0,05-0,1mg/Kg, i.v), opioides e a-2 agonistas (xilazina
0,5-1mg/Kg, i.v) que podem ser utilizados em conjunto no manejo da dor no paciente.
Flunixina meglumina (Img/Kg, i.v a cada 12 horas) pode ser utilizada pelas suas
propriedades anti-inflamatdrias, analgésicas e antitoxicas, porém devido ao seu
potencial de redugdo de perfusdo gastrintestinal ndo ¢ indicado em neonatos (Palmer e
Benson, 1984; Magdesian, 2005). E importante evitar a utilizagio de anti-inflamatorios
ndo esteroidais nos casos de animais com azotemia ou desidrata¢do intensa antes da
fluidoterapia (Smith, 2008; Reed et al., 2010; Mallicote et al., 2012).

A fluidoterapia ¢ essencial nos casos de potros com diarreia podendo ser
administrada pela via oral e intravenosa (Palmer e Benson, 1984; Smith, 2008; Reed et
al., 2010; Mallicote et al., 2012). A fluidoterapia intravenosa ¢ preferida para qualquer
potro que apresente hipovolemia, fraco e que ndo esteja mamando adequadamente
(Mallicote et al., 2012). A necessidade de terapia continua ou em bolus depende da
disponibilidade de recursos associada a gravidade da doenca. Se um animal esta

mamando adequadamente, ndo estd severamente desidratado e sem evidéncia de
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refluxo, a fluidoterapia oral com suplementagdo eletrolitica pode seu utilizada,
especialmente em animais mais velhos (Palmer e Benson, 1984; Magdesian, 2005;
Smith, 2008; Reed et al., 2010; Mallicote et al., 2012).

Em neonatos a fluidoterapia enteral dificilmente ¢ utilizada. O volume a ser
administrado depende do grau de hipovolemia. No choque hipovolémico a combinagao
de coloides e cristaldides ¢ recomendada, especialmente em neonatos, pois ha perda
proteica via trato gastrintestinal (Smith, 1981; Robinson, 2002; Magdesian, 2005;
Paradis, 2006; Zimmel, 2008; Slovis et al., 2014). As recomendagdes para o volume de
reposicdo sdo baseadas nas estimativas de hipovolemia e desidratagdo. Como regra
geral, taxa de 10-20mL/Kg, i.v é administrada em bolus durante 30 minutos, podendo
ser repetida dependendo da resposta a terapia através da avaliagdo da hipovolemia,
producdo de urina e pressao do sistema nervoso central (Magdesian, 2005; Mallicote et
al., 2012).

Opgdes de coldides incluem o plasma e coldides sintéticos. Plasma hiperimune
ndo somente fornece proteinas plasmaticas para a manutencao da pressao oncotica, mas
também imunoglobulinas importantes em neonatos e potros em estado grave. Potros
com falha de transferéncia de imunidade passiva (IgG < 8g/L) devem receber no
minimo 1L de plasma. Para potros que apresentam perda proteica de origem
gastrintestinal, a administracdo do plasma pode ser feita em bolus de 3 a 5 mL/Kg,
devendo ser administrados lentamente para minimizar o0s riscos de reacdes
anafilactoides. Podendo ser administrado na taxa de 10mL/Kg/h para um volume total
de 1 a 2L ou alternativamente em infusdo constante de 1 a 2ml/Kg/h para a reposicdo de
coloide e albumina (Magdesian, 2005; Mallicote et al., 2012).

Testes seriados de concentragdo de IgG sao tteis para a avaliagdo da necessidade
de plasma adicional devido as perdas por consumo devido aos processos primarios
(Smith, 1981; Robinson, 2002; Magdesian, 2005; Paradis, 2006; Zimmel, 2008;
Mallicote et al., 2012; Slovis et al., 2014).

Uma vez que a hipovolemia tenha sido corrigida, apds a terapia inicial de
ressuscitagdo, a fluidoterapia de manutencdo pode ser administrada (100ml/kg/dia para
neonatos e 50ml/Kg/dia para potros acima de 30 dias de idade), normalmente com
solugdes de manutencdo hipotdnicas. Para os potros capazes de manterem os seus
requerimentos energéticos através da amamentagdo, a administracao de bolus de fluidos
cristaldides (1-2L, i.v a cada 4 horas) pode ser utilizada para a reposicao das perdas

(Smith, 1981; Robinson, 2002; Magdesian, 2005; Paradis, 2006; Zimmel, 2008; Slovis
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et al., 2014). O clinico deve fazer a avaliagcdo frequente do status eletrolitico e acido-
basico do animal. O objetivo da fluidoterapia ¢ a manuten¢ao do pH sanguineo acima de
7,2 e de sédio acima de 130mmol/L (Smith, 1981; Robinson, 2002; Magdesian, 2005;
Paradis, 2006; Zimmel, 2008; Slovis et al., 2014).

A antibioticoterapia de amplo espectro ¢ indicada em potros com conhecida
infeccdo por Salmonella spp. (especialmente em animais abaixo de 90 dias) e o
tratamento deve ser estendido apos o desaparecimento dos sinais clinicos entéricos para
a prevengao de infeccdo em sitios secundarios (Magdesian 2002; Hollis et al., 2008;
Frederick et al., 2009; Mallicote et al., 2012).

A antibioticoterapia ndo altera o curso clinico da diarreia ou a eliminagdo do
micro-organismo nas fezes, mas deve ser instituida nos potros para a prevencao da
bacteremia (Spier, 1993; Slovis, 2019).

O esquema preconizado ¢ a associacdo de amicacina (22-25mg/kg, i.v., a cada
24 horas) ou gentamicina (6,6mg/Kg, i.v.; a cada 24 horas em potros > 2 semanas; 12
mg/kg, 1.v. a cada 24horas em potros < 2 semanas) com penicilina potassica (22.000-
44.000 UI/Kg, i.v., a cada 6 horas) ou ampicilina (25mg/Kg, 1.v. a cada 6 horas) (Hollis
et al., 2008; Mallicote et al., 2012). Ceftiofur (5mg/Kg, i.v a cada 12horas) ou
cefquinoma (Img/Kg, i.v. a cada 24 horas) podem sem utilizados em monoterapias
(Spier, 1993; Magdesian, 2005; Mallicote et al., 2012; Slovis et al., 2014). Polimixina
B (6.000 UI/Kg, 1V, TID) diluido em 1L de fluido, Flunixina meglumina (0.25mg/kg
TID 1V) e pentoxifilina (7.5mg/kg VO, BID) sdo efetivos na redugdo dos efeitos da
endotoxemia (Slovis, 2019).

O carvao ativado e Di-Tri-Octaedro Esmectita (30mL, v.o. a cada 12horas)
podem ser administrados como adsorventes. E importante a administracio de
medicamentos orais separadamente (Magdesian 2002; Hollis et al., 2008; Frederick et
al., 2009; Mallicote et al., 2012). Probioticos, embora sejam comumente utilizados, ndo
apresentam evidéncias cientificas de eficacia (Magdesian, 2005; Mallicote et al., 2012).

O tratamento preventivo de tlceras gastricas com omeprazol (1-4mg/Kg, v.o. a
cada 24 horas), ranitidina (1,3-1,5 mg/Kg, 1.v. a cada 8-12 horas ou 6,6mg/Kg, v.o. a
cada 8 horas) ou sucralfato (10-20mg/kg, v.o. a cada 6-8 horas) pode ser utilizado
(Magdesin, 2005; Mallicote et al., 2012).

Potros com leve a moderada diarreia e sem evidéncias de colicas podem
continuar mamando. Todo potro com célica, distensdo abdominal deve ter restricdo a

ingestdo de leite temporariamente (12-24horas). Nesses casos, 0s requerimentos
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energéticos devem ser supridos via parenteral através da adicdo de dextrose (4-
8mg/Kg/min, com monitoramento frequente da concentracdo de glicose sanguinea) a
solucdo cristaloide de manutengdo, nas primeiras 12 a 24 horas (Magdesian, 2005;
Mallicote et al., 2012).

Para pacientes em cuidados intensivos e que ndo toleram a nutri¢cdo enteral, a
nutricdo parenteral total ¢ indicada através da adi¢do de aminoacidos, lipideos, dextrose,
vitaminas e minerais (Magdesin, 2005; Mallicote et al., 2012). O monitoramento da
glicemia ¢ importante em pacientes que estejam recebendo alimentacao parenteral e, em
potros que ndo estejam mamando adequadamente (Magdesin, 2005; Mallicote et al.,
2012). Para tolerantes, pequenos volumes administrados frequentemente sdo benéficos
para a manutengao da nutri¢do dos enterdcitos. O volume inicial de administragdo deve
ser de 10% do peso vivo corporal dividido a cada uma ou duas horas de intervalo
através da sonda nasogastrica. Potros que estejam alertas e fortes o suficiente para

mamar podem ser permitidos a fazé-lo (Magdesin, 2005; Mallicote et al., 2012).

2.21 Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de isolados de Salmonella spp. em

equinos

Embora o desenvolvimento de resisténcia nao seja um fendmeno novo, os
desafios a salide aumentaram consideravelmente nas ultimas décadas devido a falta de
desenvolvimento de antimicrobianos de nova geragdo que possam ser utilizados quando
outros antimicrobianos perdem eficacia. A resisténcia antimicrobiana se tornou um dos
maiores desafios da saude ptblica. Como problema de Satide Unica, a resisténcia
antimicrobiana afeta a saude animal, humana e ambiente. (Quinn et al., 2011; Hurley et
al., 2014; McSorley, 2014).

Todos os usos de antimicrobianos exercem pressdo seletiva que promove o
surgimento de bactérias resistentes. Portanto, ¢ fundamental que os profissionais de
saude com a tarefa de prescrever antimicrobianos estejam cientes do problema,
conhecedores das formas de mitigar a resisténcia e estejam alertas para os casos em que
existe o risco de falha no tratamento devido a bactérias resistentes (Quinn et al., 2011;
Hurley et al., 2014; McSorley, 2014).

Em 2019, o Centro de Controle e Prevengcdao de Doengas (CDC) dos Estados
Unidos divulgou seu relatorio atualizado “Ameacas de resisténcia a antimicrobianos nos

Estados Unidos, 2019”. Este relatorio destacou a importancia da resisténcia
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antimicrobiana na medicina humana e discutiu a importancia subjacente da Saude Unica
no combate ao problema, destacando bactérias especificas, como Salmonella spp. que
mostram evidéncias de aumento de resisténcia tanto nos animais como nos seres
humanos (CDC, 2019).

Estima-se que nos Estados Unidos 1,35 milhdes de infec¢des em seres humanos
sejam causadas por Salmonella spp. ndo tiféide através da ingestdo de alimentos
contaminados. Sendo 16% dos isolados resistentes a pelo menos um antimicrobiano
essencial e 2% dos isolados resistentes a mais de trés antimicrobianos essenciais (CDC,
2019).

A emergéncia de isolados de Salmonella spp. multirresistentes em equinos
representa uma ameaga potencial a saude publica (Cummings et al., 2016). Sendo
especialmente importante as bactérias resistentes as cefalosporinas, pois a Organizagao
Mundial de Satde considera os antimicrobianos da 3* e 4* geracdo de cefalosporinas
criticamente importantes para a medicina humana.

Embora a salmonelose possa ser autolimitante, criancas abaixo de cinco anos,
idosos e pessoas imunossuprimidas podem ser susceptiveis a severa salmonelose, sendo
os farmacos de eleicdo em adultos a ciprofloxacina e, em criangas a ceftriaxona
(Cummings et al., 2016). Isolados resistentes ao ceftiofur, frequentemente, apresentam
resisténcia a ceftriaxona (Cummings et al., 2016). O aumento da resisténcia aos
antimicrobianos como fluorquinolonas, cefalosporinas de terceira geracao,
carbapenémicos sao relatados. Sendo assim, o constante monitoramento das infec¢des
por Salmonella spp. em seres humanos e animais ¢ importante (Sanchez, 1998; Freitas-
Neto et al., 2010).

A presenga de uma ampla gama de hospedeiros e possibilidade de interacdes
intergenéricas e interespecificas faz com a bactéria Salmonella spp. apresente elevada
importancia como reservatorio e veiculo de genes de resisténcia aos antimicrobianos
(Dargatz et al., 2004; Singh et al., 2009). Além disso, a disseminacdo de Salmonella
spp. multirresistente ¢ especialmente importante em equinos devido a possibilidade de
transporte dos animais por longas distancias (Cummings et al., 2016).

A prevaléncia de isolados de Salmonella spp. em equinos resistentes aos
antimicrobianos utilizados em seres humanos, assim como a ocorréncia de sorovares
frequentemente causadores de salmonelose em seres humanos (S. Paratyphi) nos
equinos, indica a possibilidade de circulagdo ambiental e transmissdo de cepas

multirresistentes entre seres humanos e equinos. A presenga de resisténcia aos
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antimicrobianos normalmente ndo utilizados em equinos sugere que a bactéria
mantenha um pool de genes em seus cromossomos, mesmo na auséncia de pressdo de
selecdo, ou que frequentemente haja infec¢des entre as espécies com a consequente
aquisicao de isolados resistentes (Singh et al., 2009).

A transmissdo de Salmonella spp. multirresistente a outras espécies que
convivem com o0s equinos como bovinos, pode promover a contaminacdo de seres
humanos pelo consumo de carne, leite ou outros produtos de origem animal e vegetal.
Os humanos também podem se contaminar pelo consumo de carne de equinos ou pelo
contato direto com animal infectado (Sanchez, 1998; Freitas-Neto et al., 2010).

Caso de transmissdo via consumo de carne de equino ja foi relatado na Franga
causado por S. Newport (Espié¢ e Weill, 2004).

Durante surto de salmonelose por S. Typhimurium em hospital veterindrio em
Minessota nos Estados Unidos, dois estudantes contactantes aos equinos com diarreia
também apresentaram diarreia. Os isolados, tanto dos seres humanos quando dos
animais, apresentaram o mesmo padrao de susceptibilidade antimicrobiana e o mesmo
padrao na eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), além de ocorrer persisténcia
ambiental por dez meses (Bender et al., 2001; Bender e Tsukayama, 2004).

Em uma fazenda, isolado de Salmonella spp. de equino com salmonelose,
também foi identificado no solo, frutas e vegetais que foram adubadas com as fezes do
animal contaminado (Jay-Russel et al., 2014).

Os principais antimicrobianos utilizados mundialmente na prevencdo e
tratamento dos sinais clinicos nos animais de grande porte podem ser visualizados na
Tabela 4.

Nos Estados Unidos, 6,3% dos potros com menos de seis meses de idade
apresentaram diarreia e destes 4,6% dos potros receberam antibioticoterapia durante os
primeiros 12 meses de vida devido a diarreia. Neste mesmo estudo, 6,4% dos potros
com até 30 dias de idade morreram por problemas digestivos como diarreia (USDA,
2006). Outro estudo realizado nos Estados Unidos conduzido em propriedades com
mais de cinco equinos em 28 estados, identificou que 7% dos potros foram tratados com
antimicrobiano de maneira profilatica e que a diarreia e outros problemas digestivos
foram responsaveis pelo tratamento com antimicrobianos em 4,6% dos potros, seguido

pelos problemas respiratorios com 4,1% dos animais tratados (USDA, 2006).
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TABELA 4. Principais antimicrobianos utilizados para o tratamento de animais segundo
pesquisas realizadas pelo USDA, ESVAC e OIE.

EUA- USDA/2019 % Europa- ESVAC/2019 % OIE/2018 %

Tetraciclinas 64,6 |Tetraciclina 30,4 |Tetraciclinas 34,5
Penicilinas 12,6 |Penicilinas 26,9 | Penicilinas 15,2
Macrolideos 8,5 Sulfonamidas 9,2 Polipeptideos 10
Sulfonamidas 5 Macrolideos 7,4 Macrolideos 9,8
Aminoglicosideos 4,7 Lincosamidas 7,3 Sulfonamidas 6

Lincosamidas 2,8 Aminoglicosideos 4,6 Anfenicdis 3,2
Anfenicois 0,9 Polimixinas 3,4 Aminoglicosideos 3,2
Cefalosporinas 0,5 Pleuromutilinas 3,3 Fluorquinolonas 2,3
Fluorquinolonas 0,4 Fluorquinolonas 2,2 Pleuromutilinas 1,9

Em equinos, os isolados de cavalos clinicamente com diarreia tendem a ser mais
resistentes aos antimicrobianos (Dargatz et al., 2004).

Resultado de estudo em isolados de Salmonella spp. obtidos de cavalos com
diarreia nos Estados Unidos, identificou elevada sensibilidade a amicacina, imipenem,
apramicina, ciprofloxacina. FElevada resisténcia foi encontrada a tetraciclina,
sulfametoxazol + trimetoprima, ampicilina, estreptomicina, cloranfenicol, canamicina e
cefalosporinas (Dargatz et al., 2004).

Donahue et al., (1986) identificaram que 95,2% dos isolados de S. Agona
provenientes de animais com diarreia, foram resistentes a eritromicina (100%),
penicilina (100%), ampicillina (96,3%), carbenicilina (96,3%), canamicina (96,3%),
sulfas (96,3%), cloranfenicol (95,2%), gentamicina (95,2%), demonstrando que os
animais com diarreia albergaram sorovares mais resistentes aos antimicrobianos.

As formas multirresistentes normalmente ndo ocorrem na populacao geral de
equinos. Em estudo amplo realizado nos Estados Unidos menos de 5% dos isolados de
Salmonella spp. da populagdo geral de equinos foram resistentes aos antimicrobianos
testados (Traub-Dargatz et al., 2000).

Isolados de Salmonella spp. multirresistentes em equinos sao frequentemente
reportadas especialmente entre os sorovares comumente associados as doencas clinicas
nos animais como S. Anatum, S. Typhimurium, S. Newport, S. Agona (Donahue et al.,
1986; Schott et al., 2001; Ward et al., 2005; Dallap Schaer et al., 2010).

Uma infeccdo por Salmonella spp. multirresistente em equinos apresenta maior
probabilidade de resultar em hospitalizagdo e morte do animal do que uma infec¢ao por

um isolado pansusceptivel (Cummings et al., 2016).
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Salmonella spp. multirresistente ¢ mais comum em animais hospitalizados do
que na populacdo geral de equinos, sendo a antibioticoterapia frequentemente implicada
na selecdo e colonizacdo desses animais com cepas multirresistentes (Schott et al.,
2001; Ward et al., 2005; Dallap Schaer et al., 2010; Cummings et al., 2016, Martelli et
al., 2018).

Surtos de salmonelose sdo descritos em muitos hospitais veterinarios ao redor do
mundo, podendo alcancar taxas de mortalidade de até¢ 38% e fontes de infeccdo comum
sao relatadas (Hird et al., 1984; Ikeda e Hirsh, 1985; Castor et al., 1989; Hartmann et
al., 1996; Tillotson et al., 1997; Schott et al., 2001). A frequéncia dos surtos de
salmonelose nos hospitais veterindrios aumentaram nos ultimos anos (Cohen et al.,
1994; McMillan, N.S., 2004; Hartmann et al., 1995; Dunowska et al., 2007; Amavisit et
al.,, 2001; Cummings et al., 2014). Acredita-se que uma das principais causas para o
aumento dos surtos de salmonelose sejam as cepas de Salmonella spp. multirresistentes
(Cummings et al., 2014).

Surtos em Hospitais Veterinarios associados aos sorovares S. Infantis, S.
Anatum, S. Heidelberg, S. Agona, S. Kreifeld, S. Saintpaul, S. Give, S. Newport e S.
Typhimurium multirresistentes foram descritos (Ikeda e Hirsh 1985; Donahue, J.M.
1986; Castor et al., 1989; Hartmann et al., 1995; Tillotson et al., 1997; Amavisit et al.,
2001; Schott et al., 2001; Ward et al., 2005; Dunowska et al., 2007; Dallap Schaer et
al., 2010).

Um dos sorovares multirresistentes de maior preocupacdo ¢ o sorovar S.
Newport, devido ao aumento nos relatos de infecgdes em seres humanos e, em animais
nos Estados Unidos (USDA, 2003). O sorovar com perfil fenotipico de resisténcia mais
preocupante ¢ o que inclui resisténcia a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfonamida, tetraciclina e cefalosporinas (USDA, 2003).

Leon et al., (2018) identificaram que o sorovar mais resistente, determinado pelo
nimero de classes, foi S. Anatum, seguido por S. Rubislaw e S. Braenderup. Ja
Cummings et al., (2016) reportaram os sorovares S. Newport, S. Oranienburg e S.
Typhimurium como os mais resistentes. Multirresisténcia foi encontrada em 71,4% do
isolados de S. Newport, 32,4% de S. Typhimurium e, em 100% dos isolados do sorovar
S. Oranienburg em equinos (Cummings et al., 2016). Estudo no hospital da Florida
relatou que os sorovares mais resistentes em equinos foram S. Java, S. Typhimurium var
Copenhagen, S. Javiana e S. Newport (Vetro Widenhouse, 2004). Na Holanda, o

sorovar mais resistente em equinos foi o S. Typhimurium (Duijkeren et al., 2002).
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Sorovar S. Saintpaul foi responsavel por surto em Hospital Veterinario na
California sendo os isolados resistentes a penicilina, estreptomicina, neomicina,
canamicina, gentamicina, cloranfenicol, sulfas e ampicilina (Ikeda e Hirsh, 1985).

Estudo realizado durante surto de salmonelose em 13 animais no Hospital
Veterinario da Universidade da Georgia nos Estados Unidos identificou que os
sorovares S. Give, S. Newport ¢ S. Agona foram isolados do ambiente e S. Give, S.
Newport e S. Anatum dos animais com sintomatologia clinica. O perfil de resisténcia
mais comum incluiu resisténcia a ampicilina, canamicina, cloranfenicol, estreptomicina,
gentamicina, sulfametoxazol e tetraciclina (Castor et al., 1989).

Sorovar S. Anatum isolado do surto de Hospital Veterinario em Wisconsin foi
resistente a ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol, carbenicilina, ticarcilina, cefalotin,
gentamicina, tobramicina, sulfametoxazol + trimetoprima (Hartmann et al., 1995).

Nos Estados Unidos a investigagdo de surto em Hospital Veterinario em
Michigan, identificou 44% de mortalidade, sendo o sorovar S. Typhimurium com perfil
de resisténcia a ampicilina, gentamicina, canamicina, tetraciclina e sulfametoxazol +
trimetoprima e susceptivel ao ceftiofur e amicacina responsavel pela infeccdo dos
animais. (Schott et al., 2001).

Surto em Hospital Veterinario na Universidade da Pensilvania em equinos foi
causado por S. Newport multirresistente positivo para o gene blacyyz. Todos os isolados
foram resistentes a ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina, cefalotina, ceftiofur,
amoxicilina com acido clavulanico, gentamicina e sulfametoxazol + trimetoprima e
foram susceptiveis a amicacina, imipenem e enrofloxacina (Dallap Schaer et al., 2010).

Investigacdo do surto de salmonelose em equinos no hospital veterinario no
Texas identificou S. Typhimurium resistente a amoxicilina, ampicilina, cefazolin,
cefoxitin, ceftiofur, cefalotin, cloranfenicol, gentamicina, rifampicina, tetraciclina,
ticarcilina, sulfametoxazol + trimetoprima, sendo todos os isolados positivos para o
gene blacuy: (Ward et al., 2005).

S. Infantis responsavel pelos surtos nosocomiais no Hospital Veterinario do
Colorado, apresentou resisténcia a estreptomicina (80,3%), sulfisoxazol (80,3%),
ampicilina (78,6%), tetraciclina (73,2%) cefalotina (66,1%), ceftiofur (64,3%) e
amoxicilina com acido clavulanico (64,3%) (Dunowska et al., 2007).

Perfil de resisténcia antimicrobiana foi realizada em isolados de Salmonella spp.
de equinos na regido de Nova York na Universidade de Cornell. Dos isolados de

Salmonella spp., 40,9% foram pansusceptiveis e 57% multirresistentes. Os isolados
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apresentaram elevada resisténcia ao cloranfenicol (59,3%), cefazolin (55,7%),
ampicilina (55,7%), amoxicilina e 4cido clavulanico (54,6%), tetraciclina (54,1%),
cefoxitin (51,8%), ceftiofur (46,1%) (Cummings et al., 2016).

Estudo realizado em isolados de Salmonella spp. do Hospital Veterinario do
Texas evidenciou que 85,9% dos isolados foram pansusceptiveis e que 10,2% foram
multirresistentes, apresentando elevada resisténcia aos antimicrobianos sulfametoxazol,
ampicilina e tetraciclina (Leon et al., 2018).

S. Heidelberg multirresistente a ampicilina, estreptomicina, tetraciclina,
cloranfenicol, sulfametoxazol + trimetoprima, canamicina, espectinomicina e
gentamicina foi isolado do ambiente hospitalar e dos animais durante um periodo de
seis anos em Hospital Veterinario na Australia (Amavisit et al. 2001).

Na Holanda, houve a identificacdo de 32% de isolados de Salmonella spp.
pansusceptiveis e 13% de isolados multirresistentes. Sendo os isolados resistentes a
tetraciclina (56%), ampicilina (34%), sulfametoxazol + trimetoprima (21%) e
canamicina (12%) (Duijkeren et al., 2002).

No Reino Unido, estudo revelou que entre 55% (2013) a 77% (2017) dos
isolados foram pansusceptiveis aos antimicrobianos testados. O padrdo de resisténcia
mais comum encontrado entre os isolados foi tetraciclina, ampicilina, estreptomicina e
sulfonamina (Martelli et al., 2019).

No Paquistdo, elevada resisténcia foi observada ao sulfametoxazol -+
trimetoprima  (86%), seguido de doxiciclina (78%), oxitetraciclina (74%),
estreptomicina (40%) em isolados de Salmonella spp. obtidos de amostras de fezes de
potros com diarreia (Haq et al., 2018).

Na India, 97% dos isolados de Salmonella de equinos sem diarreia criados a
campo eram multirresistentes. Os isolados foram resistentes aos antimicrobianos
sulfametoxazol + trimetoprima (90,8%), tetraciclina (70,8%), doxiciclina (67,7%),
furazolidona (66,2%), colistina (55,4%) (Singh et al., 2007). Posteriormente no mesmo
pais, isolados de Salmonella spp. obtidos de equinos sem diarreia, fetos abortados e de
um potro com diarreia apresentaram 75,7% de resisténcia. Os isolados foram resistentes
a sulfametoxazol + trimetoprima (82%) e tetraciclina (43%) (Singh et al., 2009).

No Hospital Veterinario de equinos no Chile houve a identificacdo de 45,45%
dos isolados de S. Typhimurium multirresistentes, apresentandando resisténcia aos

antimicrobianos como amoxicilina com acido clavulanico, ampicilina, ciprofloxacina,
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cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, sulfametoxazol + trimetoprima e tetraciclina
(Soza-Ossandodn et al., 2020).

No Brasil, em Minas Gerais, 12,8% de equinos apresentaram lesdes compativeis
a salmonelose. Os isolados foram resistentes a cefalotina, tetraciclina, sulfametoxazol +
trimetoprima, enrofloxacina, ciprofloxacina, clindamicina, penicilina e sensibilidade a
norfloxacina e cefotaxima (Ferreira, 2019).

Relato de caso no Brasil de potro de 10 dias com historico de fraqueza
generalizada e morte revelou durante a necropsia presenga de onfaloflebite purulenta
necrotizante e meningoencefalite fibrinopurulenta. Sendo o sorovar S. Typhimurium
resistente a ampicilina, cefalotina, e parcialmente resistente a enrofloxacina, isolado no

sistema nervoso central (Oliveira et al., 2019).

2.22 Ocorréncia de Sorovares de Salmonella spp. em equinos

Nos Estados Unidos, os principais sorovares isolados de equinos com
sintomatologia clinica de salmonelose entre os anos de 2000 a 2004 foram S.
Typhimurium (29%), S. Newport (15%), S. Agona (14%) e S. Anatum (6%). Entre os
anos de 2005 a 2009 foram S. Typhimurium (25%), S. Newport (11%), S. Javiana (9%)
e S. Anatum (6%) (Cummings et al., 2016). Em 2013 os sorovares S. Typhimurium, S.
Anatum, S. Newport e S. Agona foram isolados de mais de 50% das amostras obtidas a
partir de equinos com sinais clinicos de salmonelose de acordo com o National
Veterinary Services Laboratories (Cummings et al., 2016).

Os sorovares mais frequentemente isolados em estudo realizado na India foram
S. Abortusequi, S. Weltevreden, S. Dumfries, S. Tshiongwe, S..1.4,5,12:1,i:1,5, S.
Bovismorbificans, S. Drogana, S. Lagos, S. Kottbus, S. Richmond, S. Typhimurium, S.
Newport, S. Paratyphi B var Java, S. Saintpaul (Sing et al., 2009).

O tnico estudo nacional que avaliou a verdadeira prevaléncia da eliminagdo
fecal na populagdo equina de animais sauddveis a campo nos Estados Unidos baseado
na coleta de uma amostra por animal identificou 0,8% de prevaléncia de animais
eliminadores e 16 sorovares, sendo mais frequentes os sorovares S. Muenchen, S.
Newport, S. Schwartzengrund e S. Typhimurium (Traub-Dargatz et al., 2000).

Estudo em animais de abatedouros nos Estados Unidos identificou 15 sorovares

diferentes, nao houve isolamento de S. Typhimurium. Os sorovares mais prevalentes
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foram §. Albani, S. Anatum, S. Braenderup, S. Havana, S. Montevideo, S. Agona, S.
Cerro, S. Derby, S. Munchen, S. Oranienburg (McCain e Powell, 1990; Spier, 1993).

Na Holanda, estudo realizado em isolados de Salmonella spp. de equinos entre
os anos de 1993 a 2000, identificou S. Typhimurium em 71% dos isolados, seguido de
8% de isolamento de S. Enteritidis (Duijkeren et al., 2002).

No Reino Unido, estudo de prevaléncia de sorovares em equinos entre 0s anos
de 2008 a 2017 revelou que o S. Typhimurium foi o mais prevalente em todos os anos
do estudo, com exce¢ao do ano de 2013 durante o qual o S. 4,12:1:- foi o mais
prevalente. S. Newport foi isolado durante todos os anos sendo o segundo sorovar mais
reportado durante os anos de 2008, 2009, 2010, 2015 e 2016. S. Enteritidis também foi
relatado durante todos os anos, assim como S. Agama e S. Oslo (Martelli et al., 2019).
No ano de 2019, os sorovares mais relatados foram S. Typhimurium (27%), S. Oslo
(18.3%) e S. Bovismorbificans (15.1%). E, no ano de 2018, os sorovares mais
reportados foram S. Typhimurium e S. Bovismorbificans (ambos com 33.3%), seguido
por S. Anatum e S. Newport, ambos com 9,5% de isolamento (APHA, 2020).

No Canada, o sorovar mais prevalente em casos clinicos em animais
hospitalizados foi o S. Typhimurium (Ravary et al., 1998). Na Australia, estudo
realizado em animais hospitalizados revelou que os sorovares mais prevalentes foram S.
Anatum, S. Typhimurium e S. Tennessee (Roberts e O’Boyle, 1981; Begg et al., 1988).

No Chile, estudo em Hospital Veterinario revelou 87% de isolados pertencentes
ao sorovar S. Typhimurium e 28,7% ao sorovar S. Infantis (Soza-Ossandon et al.,2020).

Em Trinindad e Tobago, os sorovares mais encontrados em potros com e sem
diarreia foram Salmonella Anatum, Salmonella Javiana, Salmonella Aberdeen nos
potros com diarreia e Salmonella Anatum, Salmonella Uganda e Salmonella Javiana nos
potros sem diarreia. (Harris et al, 2012).

No Paquistdo, sete sorovares foram identificados em potros com diarreia: S.
Paratyphi, S. Typhimurium, S. Saintpaul, S. Newport, S. enterica subsp. Salamae, S.
Kottbus S. Lagos (Haq et al., 2018).

Na India, 13 sorovares foram identificados em equideos sem diarreia criados a
campo: S. paratyphi B var Java, S. 1. 4,5,12,27:r, i:1,5, S. Drogana, S. Newport, S.
Typhimurium, S. Saintpaul (Singh et al., 2007).

Na Africa do Sul, os trés principais sorovares encontrados em equinos foram S.

Heidelberg, S. Anatum e S. Typhimurium (Gelaw et al., 2018).
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No Brasil, os sorovares mais frequentemente isolados de potros com diarreia
foram: S. Infantis, S. Typhimurium, S. Panama, S. Saintpaul, S. enterica subsp.
enterica, S. Muechen. Dos potros sem diarreia os sorovares isolados foram: S.
Saintpaul, S. Infantis, S. Typhimurium, S. Newport (Olivo et al., 2016).

Outro estudo realizado no Brasil avaliou nove equinos que apresentaram
sintomatologia clinica de enterite de at¢ dez meses de idade. Os sorovares identificados
foram: S. Newport, S. Glostrup, S. Typhimurium, S. enterica subsp enterica 4,5,121i ¢ S.
Saintpaul (Ribeiro et al., 2010).

No Nordeste do Brasil os sorovares identificados em carne de equinos foram: S.
Anatum, S. Carrau, S. SaintPaul, S. Agona, S. Typhimurium (Hofer et al., 2000). No Rio
Grande do Sul os sorovares S. Anatum, S. Typhimurium e S. Muenster foram

identificados em equinos necropsiados (Juffo et al., 2016).

2.23 Fundamentos do controle da Infecciao

O controle da infec¢do ¢ alcangado por meio da implementagdo de medidas de
prevencao da introdugdo e propagacdo de patdogenos contagiosos dentro de uma
instalagdo ou populacdo com o objetivo de eliminar fontes de microrganismos
potencialmente patogénicos e interromper a transmissao de doencas infecciosas (Smith,
1981; Spier, 1993; Burgess e Morley, 2014; Oliver-Espinosa O., 2018).

Dentre as medidas importantes a serem implementadas para diminuir o risco de
transmissdo da salmonelose destaca-se a identificagdo dos eliminadores subclinicos e
das fontes de infecgdo, isolamento dos animais com diarreia, manejo dos contactantes,
praticas de biosseguranca, controle da movimentagdo das pessoas € animais, limpeza e
desinfeccao do ambiente e equipamentos, sorotipificacao e perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos dos isolados (Smith, 1981; Spier, 1993; Burgess e Morley, 2014;
Oliver-Espinosa O., 2018).

O reconhecimento precoce da doenca e o isolamento dos animais que
apresentem sinais clinicos como anorexia, depressao, febre, que normalmente precedem
a diarreia sdo importantes para a prevencao da disseminagdo da salmonelose (Burgess e
Morley, 2014; Oliver-Espinosa O., 2018; Slovis, 2019). Porém, o manejo pode ser
desafiador, em parte devido a diversidade clinica da infec¢do, variando de animais
assintomaticos, diarreia aguda com febre e neutropenia a quadros de septicemia e morte.

Adicionalmente, cavalos em recupera¢do da infeccdo podem eliminar os micro-
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oganismos por longos periodos (Burgess e Morley, 2014; Oliver-Espinosa O., 2018;
Slovis, 2019).

As medidas de controle devem ser implementadas em todos os animais da
propriedade € ndo somente nos animais suspeitos. As praticas de biosseguranga nas
propriedades como a instituicdo de quarentena sdo importantes para redug@o do risco de
morbidade e mortalidade devido as doengas infecciosas. E recomendado que todos os
novos animais da propriedade, assim como os que retornam de eventos, viagens,
exposicoes sejam isolados por um periodo de no minimo 2 a 3 semanas (Smith,1981;
Losinger et al., 2002, Wohfender et al., 2009; Slovis, 2019). O contato com outros
animais pode resultar na introdu¢do ou disseminagdo do agente causando a
sintomatologia clinica (Smith, 1981; Walker et al., 1995; Wohfender et al., 2009).

Os animais de reprodugdo, assim como os potros, devem ser alocados em areas
consideradas limpas ndo devendo entrar em contato com animais que se encontram em
constante movimentagdo, como os que participam de provas, exposi¢des, ou que
estejam com sintomatologia clinica (Burgess e Morley, 2014; Oliver-Espinosa O., 2018;
Slovis, 2019). A diminui¢ao do trafico de animais e boas praticas de higiene sdo
importantes fatores na diminui¢do da probabilidade de surtos de Sal/monella spp. em
potros (Palmer e Benson, 1984; Burgess e Morley, 2014; Oliver-Espinosa O., 2018;
Slovis, 2019).

A probabilidade de infec¢ao ¢ inversamente proporcional a qualidade de manejo
da propriedade. Sendo assim, o manejo sanitario, calendérios vacinal e de vermifugacdo
devem ser implementados e seguidos (Wohfender et al., 2009; Mallicote et al., 2012;
Burgess e Morley, 2014; Slovis 2019;).

As fémeas devem ser transportadas no maximo entre 4 a 6 semanas antes do
parto, a fim de se garantir uma adequada produgdo de colostro. O manejo das fémeas no
periparto com banho cuidadoso da égua, limpeza e desinfec¢do do ubere logo apds o
parto e antes do potro mamar, fornecimento de colostro, garantia da transferéncia de
imunidade passiva, monitoramento diario do ubere da égua e do comportamento do
potro ap6s o nascimento sdo importantes (Oliver-Espinosa O., 2018; Slovis, 2019).

Em propriedades endémicas e, em casos de surtos, hd a indicagdo do
fornecimento do colostro via mamadeira ou sondagem a fim de se evitar o contato dos
potros com as maes que podem ser eliminadoras do agente nas fezes e fonte de infecgao

(Wohfender et al., 2009; Mallicote et al., 2012; Burgess e Morley, 2014; Slovis 2019).
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A limpeza didria com remog¢do de matéria organica do local de nascimento dos
potros e o destino adequado das fezes e do material da cama das baias deve ser
realizado (Oliver-Espinosa O., 2018; Slovis, 2019). As fezes devem ser alocadas em
local especifico como esterqueiras, longe do contato com os animais, nunca espalhadas
nos pastos ou capineiras destinadas a alimenta¢do animal. Os roedores podem carrear o
patdgeno entre os piquetes e baias, favorecendo a persisténcia da infec¢do. Controle de
roedores, insetos, gatos, cachorros e passaros e do acesso dos mesmos aos locais de
armazenamento de alimentos ¢ muito importante (Martelli et al., 2018).

O monitoramento em propriedades pode ser realizado através da coleta de fezes
de animais de elevado risco para Salmonella spp. para identificacdo de animais
eliminadores e possiveis contaminadores das propriedades. Por exemplo, animais que
retornam de um processo cirurgico ou hospitalizacdo que podem se contaminar no
hospital, éguas que retornem de procedimentos de transferéncia de embrido e animais
transportados recentemente (Slovis, 2019).

Em surtos de salmonelose clinica a fonte de infeccao pode nao ser determinada e
por isso o isolamento dos animais clinicamente suspeitos € em processo de recuperagao
deve ser realizado, e as medidas de biosseguranca devem ser intensificadas devido ao
potencial zoondtico da infeccao (Wohfender et al., 2009. Martelli et al., 2018).

A utilizagdo de luvas, botas de plastico, aventais, pediluvio, lavagem e
desinfeccao das maos, utilizagdo de equipamentos individuais como termdmetros,
cabrestos, cordas. O manejo dos animais com diarreia deve ser realizado por ultimo,
garantindo que os animais saudaveis sejam manejados primeiramente (Martelli et al.,
2018; Slovis, 2019; Wohfender et al., 2009). Equipes diferentes devem ser alocadas
para manejo dos animais com diarreia e animais de alto risco (Slovis, 2019). O
isolamento dos animais com diarreia confirmados com salmonelose por no minimo 30
dias ¢ recomendado. Apds este periodo, realiza-se cultivo bacterioldgico seriado de 5
amostras de fezes com intervalo de 24h para confirmagdo do término de eliminagdo de
Salmonella spp. nas fezes, seguido de limpeza e desinfec¢do do local de permanéncia do
animal durante o isolamento e destino adequado das fezes dos animais com diarreia
(Mallicote et al., 2012; Burgess e Morley, 2014; Wohfender et al., 2009; Slovis, 2019).

Locais com elevada concentracdo de animais de multiplas origens como ocorre
em hospitais, centros de treinamento, eventos equestres, locais de treinamento e que
apresentem elevado transito de animais apresentam maior risco de transmissao de

doengas infecciosas (Spier, 1993; Burgess e Morley, 2014; Oliver-Espinosa O., 2018).
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E importante minimizar o estresse pois os fatores estressantes causam aumento
da eliminacdo da bactéria pelos animais portadores (Owner et al., 1980). A mistura de
animais como em eventos ou em hospitais veterinarios representa um fator de risco para
a aquisi¢do da infec¢do e deve ser cuidadosamente manejada a fim de se limitar o
contato entre os animais, ndo compartilhar equipamentos, realizar troca de roupas e
lavagem das maos a cada manejo (Owner et al., 1980; Martelli et al., 2018).

Outros fatores importantes comumente identificados como fatores de risco em
surtos hospitalares sdo as deficientes praticas desinfecgdo ambiental e de equipamentos,
falha na institui¢do dos procedimentos de biosseguranca da equipe do hospital, pisos
que permitem o acimulo de matéria organica como cimento e madeira, contaminagdo
de equipamentos de uso comum como termdémetros, sondas nasogastricas, comedouros
e bebedouros (Burgess e Morley, 2014).

Os hospitais devem possuir locais distintos para neonatos, pacientes com
doencas graves (colica, doenga sistémica, cirurgia eletiva), pacientes internados e
pacientes ambulatoriais, unidades de terapia intensiva, locais de isolamento, e locais
distintos dependendo da espécie animal (Burgess e Morley, 2014). Nos hospitais a
pratica de monitoramento e isolamento dos animais potencialmente eliminadores de
Salmonella spp. nas fezes no momento da admissdo e durante a hospitalizagdo ¢ uma
estratégia que pode ser implementada a fim de se evitar a disseminagdo da bactéria no
ambiente e infeccdo dos demais animais internados (Ward et al., 2005; Burgess e
Morley, 2014).

Pacientes apresentando colica aguda, diarreia ou que desenvolvem diarreia
durante a hospitaliza¢do, neonatos e potros em estado grave, pacientes com doencas
sist€émicas graves e animais que apresentem dois dos trés sinais clinicos da triade febre,
leucopenia e diarreia devem ser monitorados e isolados dos demais animais da
populacdo hospitalar (Ward et al., 2005; Burgess ¢ Morley, 2014). O monitoramento
ambiental periddico através de cultivo e PCR também podem ser implementado a fim
de se evidenciar locais com maior concentracdo de bactérias para realizagdo dos
procedimentos de desinfec¢ao (Ewart et al., 2001; Martelli et al., 2018).

Os ambientes hospitalares apresentam um elevado desafio para o controle da
salmonelose pela presenga de pacientes cuja resisténcia as infecgdes estd comprometida
em um local onde ha animais de diferentes origens. Em surtos de infec¢ao nosocomial o
controle da infeccdo depende do isolamento dos animais que eliminam a bactéria ¢ a

institui¢do de um rigoroso programa de desinfeccdo (Ward et al., 2005; Martelli et al.,
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2018). Os ambientes hospitalares sdo frequentemente mais contaminados préoximos aos
locais de manejo de animais positivos, especialmente pisos, ralos e rachaduras. E
imperativo a substituicdo de materiais porosos como concreto nao selado e madeira das
instalagdes hospitalares por materiais ndo porosos (Burgess e Morley, 2014).

Muitos fatores influenciam a eficacia dos desinfetantes incluindo o tipo e
concentragdo do desinfetante, presenca da matéria organica, efetividade no micro-
organismo alvo, e a interagdo entre o desinfetante e os diferentes tipos de superficie
(Ewart et al., 2001). Em todos os casos, a remoc¢ao da matéria organica ¢ essencial para
a subsequente desinfeccao ser efetiva (Ewart et al., 2001).

Ap6s a limpeza realiza-se a aplicagdo manual de solugdo de hipoclorito de sddio
a 1%. Deve-se deixar as superficies secarem e posteriormente aplicar o desinfetante a
base de composto fendlico (Schott et al., 2001) cloreto de amodnio ou compostos a base
de peroxido (Ward et al., 2005). Um periodo de secagem de 24h apds a desinfeccao e
antes dos animais serem alocados novamente deve ser respeitado (Slovis, 2019).

Em situacdes de surto, ou se no local houve a permanéncia de animal
sabidamente positivo, deve-se proceder trés ciclos de limpeza, desinfeccao e secagem
antes dos animais retornarem (Schott et al., 2001; Slovis, 2019). Apos a desinfecg¢ao,
amostras ambientais de todas as areas limpas (baias, equipamentos, salas de exames,
centros cirurgicos, salas de suprimentos, enfermarias) devem ser coletadas para
realizagao de cultivo e PCR (Schott et al., 2001, Ward et al., 2005; Slovis, 2019).

Adicionalmente, descarte de todo os materiais que ndo podem ser desinfetados e
limpos, destino adequado das fezes dos animais, implementacio de medidas de
biosseguranga das equipes, lavagem das maos entre os tratamentos dos animais,
controle de roedores, insetos, gatos, cdes e passaros devem ser realizados. Todas as
areas limpas e com resultados dos testes negativos sdo seladas até que todas as areas em
comum apresentem resultados negativos. Caso haja resultado positivo, todo o
procedimento de limpeza e desinfeccdo deve ser repetido até obtencdo de resultado
negativo. Apds o surto, medidas de monitoramento e politicas de controle da infecg¢ao
devem ser instituidas. Todos os animais que chegam ao hospital com alteragao
gastrintestinal devem ser colocados em isolamento, assim como animais que cheguem
ao hospital com febre, diarreia e neutropenia (Schott et al., 2001, Ward et al., 2005;
Slovis, 2019).

Outras praticas a serem implementadas sdo a diminuigdo da utilizagao de

equipamentos de uso compartilhado, utiliza¢do de jalecos e camadas duplas de pro-pés
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durante o manuseio de cada animal que apresente alteragdo gastrintestinal, lavagem e
desinfeccao constante das maos, submissdo de 3 a 5 amostras de fezes seriadas com
intervalo de 24h para cultivo de animais que apresentem alteracdo gastrintestinal e
desinfeccao completa das instalagdes a cada saida de um paciente (Schott et al., 2001,
Ward et al., 2005; Slovis, 2019).

O piso da sala de exame e tratamento deve ser lavado diariamente com agua e
desinfetado com composto fendlico duas vezes por semana e todas as baias enfermaria
devem ser fechadas, limpas e desinfetadas, pelo menos uma vez ao ano. Amostras
ambientais devem ser regularmente coletadas e submetidas ao cultivo bacteriologico
para Salmonella spp. (Schott et al., 2001, Ward et al., 2005; Slovis, 2019).

Embora o micro-organismo seja eliminado frequentemente de forma
intermitente, em baixos niveis e por animais com infeccdo subclinica, as medidas
preventivas devem ser implementadas com o objetivo de diminui¢cdo dos riscos de

infec¢cdo dos animais tanto nos hospitais quanto nas propriedades (Slovis et al., 2019).

3. OBJETIVOS DO TRABALHO

Os objetivos do trabalho foram:

* Avaliar apresencga de Salmonella spp. em amostras de fezes de animais com
e sem diarreia utilizando a técnica de cultivo bacterioldogico, PCR em tempo
real (QPCR) pelo método de corante fluorescente (SYBR® Green) e sonda
especifica (Tagman®) para o gene invd com e sem etapa de pré-
enriquecimento em tetrationato;

* Comparar os resultados obtidos nos testes de acordo com a sintomatologia
clinica apresentada pelos animais no momento da coleta da amostra de fezes;

* Identificar os sorovares mais prevalentes;

* Determinar o perfil de sensibilidade e de resisténcia genética aos
antimicrobianos utilizados no tratamento de infec¢des entéricas em seres
humanos e em equinos;

* Avaliar a presenca de isolados de Salmonella spp. multirresistentes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Comite de ética
Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais- CEUA da

Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia da UNESP, Brasil. Protocolo nimero

0095/2020.

4.2 Grupos Experimentais

Através de amostragem por conveniéncia, foram colhidas 200 amostras de fezes
de potros com até 12 meses de idade, independentemente de gé€nero ou raga,
provenientes de haras de criagdo de equinos do estado de Sdo Paulo. Durante as visitas
aos haras foram selecionados, simultaneamente, potros de idades equivalentes € sob o
mesmo manejo com a presenca (grupo com diarreia) ou nao (grupo controle) de sinal
clinico de diarreia. O animal foi considerado com diarreia quando apresentava aumento
na frequéncia, fluidez ou volume das fezes e, o controle sem diarreia foi definido como
o potro da mesma propriedade ndo afetado pela sintomatologia clinica de diarreia no
momento da coleta da amostra. Sendo assim, 100 amostras foram colhidas de animais
com diarreia e 100 amostras foram colhidas de animais sem diarreia. As amostras de
fezes colhidas foram classificadas segundo a sua localizagao geografica, género, idade,
raca e apresentacdo clinica do animal coletado.

As fezes foram obtidas diretamente da ampola retal dos animais, acondicionadas
refrigeradas (2° a 8°C) em frasco coletor universal estéril de 80mL (Figura 5 e Figura 6)
e encaminhadas ao Laboratoério de Microbiologia do Departamento de Produgao Animal
e Medicina Veterinaria Preventiva da FMVZ da Unesp-Campus de Botucatu para a
realizacdo do cultivo microbioldgico especifico para Salmonella spp. Aliquotas de fezes
foram congeladas a -80°C para deteccdo molecular (qPCR) da Salmonella spp. no
Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Clinica Veterinaria da FMVZ-

Unesp-Botucatu.
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FIGURA 5. Coleta de fezes direto da ampola FIGURA 6. Acondicionamento do material
retal. em tubo coletor estéril.

4.3 Cultivo Bacteriologico das Fezes

Para o diagnostico do género Salmonella spp., foram colhidos suabes das
amostras das fezes colhidas (Figura 7). No Laboratorio de Microbiologia, os suabes
foram transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo tetrationato, e
incubados a 37 °C, “overnight”. Em seguida, as amostras foram cultivadas na superficie
de placas contendo agar Salmonella-Shiguella (SS), mantido em condigdes de
aerobiose, a 37°C por 24-48 horas (Figura 8). Colonias de 1 a 2 mm de didmetro com
centro enegrecido no agar SS, apés 24 horas de incubacdo, sugestivas do gé€nero
Salmonella spp., foram submetidas a caracterizagdo bioquimica: producdo de indol,
utilizacao de citrato, lisina, H>S, producao de urease, utilizacdo de glicose e lactose,
observagao de motilidade e producdo de fenilalanina desaminase nos meios MILI, EPM
e Citrato (Figura 9). As linhagens caracterizadas como género Salmonella spp. nos
testes bioquimicos, foram acondicionadas em tubos de vidro vedados com tampa de
borracha, no meio de Lignieris (8 g de caldo nutriente, 5 g de gelatina e 7 g de agar por
litro de agua destilada) em temperatura ambiente (25°C), em duplicata (Figura 10), e em
meio liquido adicionado de 10% de glicerol estéril em freezer a -80°C até o
processamento de sorotipificagdo e perfil de sensibilidade aos antimicrobianos “in

vitro”.
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FIGURA 7. Suabes confeccionados com as
amostras de fezes colhidas

FIGURA 10. Linhagens caracterizadas,
acondicionadas em meio Lignieris,

FIGURA 9. Caracterizagao Bioquimica

4.4 Sorotipificacao

Os isolados Salmonella spp. foram sorotipificados utilizando o esquema de
White-Kauffmann-Le Minor (Grimont e Weill, 2007). Os antigenos de superficie sao
identificados baseados nas reagdes de aglutinacao com antissoros especificos elaborados

no Laboratdrio de Patégenos Entéricos do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo/SP.

4.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos “in vitro”

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos “in vitro” foram realizados no
Laboratério de Patogenos Entéricos do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo/SP, através da
técnica de difusdo Kirky-Bauer que utiliza discos de papel impregnados com solugdes
padrdes de antibidticos e que sdo dispostos na superficie de um meio sélido, como agar
Mueller-Hinton, previamente inoculado com a suspensao bacteriana a ser testada. Apos
o periodo de incubacdo de 18 horas, o didmetro do halo formado ¢ relacionado ao grau

de sensibilidade do micro-organismo ao antibiotico. A concentracao dos discos estao
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ajustados para que os halos de inibicdo permitam diferenciar os micro-organismos
susceptiveis dos resistentes e para que se possa estabelecer os valores de CIM
(concentragao inibitoria minima). Halos pequenos se relacionam com valores mais altos
de CIM (resistentes) e halos maiores com CIM mais baixos (susceptivel). Para o nosso
estudo a selecdo dos antimicrobianos a serem testados, bem como a analise dos
resultados foram baseados nos valores estabelecidos pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute nos Estados Unidos (CLSI) humano e veterinario (CLSI M100,
2020; CLSI VETO08, 2018).

Os padrdes estabelecidos pelo CLSI humano foram considerados para os
antimicrobianos: estreptomicina, aztreonam, cefoxitina, ceftriaxona, cefotaxima,
ceftazidima, cefepime, acido nalidixico, ciprofloxacina, pefloxacina, sulfonamidas,
minociclina, azitromicina (CLSI M100, 2020). E os padrdes estabelecidos pelo CLSI
veterinario foram considerados para os antimicrobianos: amicacina, gentamicina,
ampicilina, amoxicilina + 4acido clavulanico, cefazolina, ceftiofur, imipenem,
sulfametoxazol + trimetoprim, cloranfenicol, tetraciclina, doxiciclina foram
considerados os padrdes estabelecidos pelo CLSI Veterinario (CLSI VETO08, 2018).

Foram testados 24 antimicrobianos pertencentes a sete classes: (1) Beta
lactamicos, dividido em 4 subclasses: (a) Penicilinas: ampicilina (AMP: 10 pg),
amoxicilina com acido clavulanico (AMOX: 20/10 ug), (b) Monobactamicos:
aztreonam (AZT: 30 pg), (cl) Cefalosporinas de 1* geracdo: cefazolina (CLINA:
30 pg); (c2) Cefalosporina de 2* geragdo: cefoxitina (CTINA: 30 pg), (c3)
Cefalosporina de 3* geragdo: ceftiofur (CFUR: 30 pg), ceftriaxona (CXONA: 30 pg),
cefotaxima (CXIMA: 30 pg), ceftazidima (CDIMA: 30 ug), cefepime (CPIME: 30 ug),
(d) Carbapenémicos: imipenem (IPM: 10 pg); (2) Aminoglicosideos: gentamicina
(GEN: 10 pg), amicacina (AMI: 30 pg), estreptomicina (EST: 10 pg); (3)
Quinolonas/Fluorquinolonas: acido nalidixico (ANL; 30 pg), pefloxacilina (PEF 5 pg),
ciprofloxacina (CIP: 5pg); (4) Sulfonamidas: sulfametoxazol + trimetoprima
(SULT:1,25/23,75ug), sulfonamidas (SUL: 30ug); (5) Tetraciclinas: tetraciclina (TET:
30 nug), doxiciclina (DOX: 30pg), minociclina (MIN: 30ug); (6) Anfenicdis:
cloranfenicol (CLO; 30 pg); (7) Macrolideos: azitromicina (AZI:15pg) (Quadro 5).

Os isolados foram caracterizados como multirresistentes quando apresentaram
resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos no teste de sensibilidade aos

antimicrobianos “in vitro” (ANVISA, 2021).
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QUADRO 5. Classificagdo dos antimicrobianos e concentragdao dos discos de
antibiograma utilizados no teste de sensibilidade aos antimicrobianos “in vitro”,

conforme critérios estabelecidos pelo CLSI humano e CLSI veterinario.

Classe dos Antimicrobianos CLSI 2018- Veterindrio CLSI 2020 - Humano

Amicacina (30pg)

Gentamicina (10pg)

Aminoglicosideos

Estreptomicina (10 pg)

Ampicilina (10
Ercdus s Bminapenicyine Amnxicilinpa;’él:idl::: clzl\fl.]llﬁnicn
Monobactimicos Aztreonam (30pg)
@ 1% geragio :
o Cefazolin
;E 2° geragdo Cefoxitina (30pg)
E Ceftiofur
: Cefalosporinas ” " Ceftriaxona (30pg)
E ol e Cefotaxima (30pg)
Ceftazidima (30pg)
5 = Cefepime (30pg)
4 geragio
Carbapenémicos Imipenem (10pug)
Acide nalidixico (30pg)
Quinolonas/Fluorquinoclonas Clpruflnxa::ma (Sue)
Perfloxacina (Sug)
Sulfonamidas (30pg)
Sulfonamidas Sulfametoxazol/trimetoprim
(1,25/23,75pg)
Cloranfenicol Cloranfenicol (30pg)
Tetraciclina (30pg) Minociclina (30 pg)

Tetraciclinas

Doxiciclina

Macrolideos Azitremicina

4.6 Deteccio e caracterizacio dos genes produtores de enzimas p-lactamases

A caracteristica molecular de resisténcia antimicrobiana dos isolados foi
realizado no Laboratorio de Patogenos Entéricos do Instituto Adolfo Lutz, Sdo
Paulo/SP, através da realizagdo da reacdo em cadeia da polimerase para a amplificacdo
dos genes de resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos dos grupos conhecidos
blactx-m, blacmy-2, que codificam as respectivas enzimas descritas f-lactamases de
espectro estendido e B-lactamase do tipo AmpC (Fluit et al., 2001; Pitout et al., 2004;
Shah et al., 2004; Paterson e Bonomo, 2005).
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4.6.1 Extracao do DNA bacteriano:

As amostras foram cultivadas em placas de agar nutriente a 37°C por 18 horas e
realizada suspensao bacteriana homogénea contendo 3-4 colonias da cultura pura em
agua destilada estéril. O material genético bacteriano foi extraido por aquecimento a
100°C durante 15 minutos e posterior centrifugagdo a 12.000 r.p.m durante 10 minutos
(Jeong et al, 2011). O sobrenadante obtido foi armazenado a —20°C para utilizagdo nos

testes.

4.6.2 Deteccao e caracterizacao dos genes produtores de enzimas fB-lactamases
Foram pesquisados os genes de resisténcia dos grupos conhecidos blactx-wm,

blacmy-, pela técnica da PCR. A sequéncia nucleotidica dos iniciadores utilizados,

assim como, o tamanho do amplicon em pares de base e referéncias, encontram-se na

Quadro 6.

QUADRO 6. Sequéncia de oligonucleotidios para os genes das enzimas produtoras de [3-

lactamases.
Genes Iniciadores (5’-3’) pb (pares Referéncias
de base)
blactx-ms F: GCAAGCGCATTTTTGTTTTT 900 Fernandes et al, 2016

R: GAC GAC TTT CTG CCT TCT GC

F:ATGATGAAAAAATCGTTATGCT
blacwmy-2 1140 Cejas et al, 2014
R: TTATTGCAGCTTTTCAAGAATGCG

4.6.3 Eletroforese em gel de agarose

A eficiéncia dos testes de PCR e quantificagdo do produto amplificado foi
visualizada, por meio de eletroforese em gel de agarose. O produto da reacao de PCR de
cada amostra foi misturado ao tampao de amostra (0,25% de azul de bromofenol; 0,25%
de xilenocianol; 25% de ficoll) e submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(Promega, Madison, EUA), em Tampao TAE (Tris—base 2M, Acido acético 0,04M,
EDTA 0,01M pH 8,0). O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado por
comparacdo com padrao de peso molecular de 100 pb. A visualizacdo das bandas foi

realizada mediante incubagao do gel em solucao de brometo de etidio (1,5 mg/mL) por
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15 minutos. Para registro, os géis foram fotografados através do sistema GEL DOC EZ

system (Bio-Rad) e os arquivos foram salvos na extensao Tiff para posterior analise.

4.7 Reacido em Cadeia da Polimerase em tempo real - qPCR

4.7.1 Extracao de DNA

Em nosso estudo, a extracio de DNA directamente das fezes foi realizada
utilizando o Kit E.ZN.A® Stool DNA Kit (Omega Bio-Tek™, Norcross, EUA)
seguindo instrugdes do fabricante.

A extracdo do DNA utilizando o processo de enriquecimento seletivo das fezes
em tetrationato, foi realizado através da inoculagdo de aproximadamente, 5g de fezes
em 3mL de caldo de pré-enriquecimento seletivo tetrationato e, apds 24h de incubagdo a
37°C, retirou-se o sobrenadante que foi mantido a -80°C até a realizagdo da extracdo do
DNA. O DNA foi extraido utilizando ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System a
partir de 200 pL do sobrenadante do caldo de pré-enriquecimento, seguindo as
recomendagoes do fabricante.

A pureza e qualidade do DNA extraido por ambas as técnicas de extragdo foi
determinado por espectofotometria (Nanodrop 2000 Spectofotometro, Thermo
Scientific™) e por um conjunto de primers descrito por Windsor et al. (2006) (PanB-
283 F forward primer 5'-GGATGATCAGCCACACTGGA-3"' e PanB-352 R reverse
primer 5'-CCAATATTCCTCACTGCTGCC-3' —) para a detec¢do do 16S universal. O

DNA foi entdo estocado a temperatura de -80°C para posterior analise.

4.7.2 Rea¢ao em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR) para Salmonella
Spp-

Todas as amostras de DNA purificados foram avaliadas para a presenca do gene
de invasdo (inv4) por qPCR através do uso de agente intercalante (SYBR® Green) e
também pela técnica de sonda Tagman®. A técnica de qQPCR Tagman® foi realizada
utilizando 10 pL GoTaq® Probe qPCR Master Mix, 0.4 pM de cada primer (forward
primer invA-156f; 5’-CATTTCTATGTTCGTCATTCCATTACC-3’ e reverse primer
invA-288r;  5’-AGGAAACGTTGAAAAACTGAGGATTCT-3’), 0,3 uM de
probe (invA-189p; FAM- TCTGGTTGATTTCCTGATCGCACTGAATATC-TAMRA)
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e 2 uL da amostra, resultando em 20 pL de reagdo (Pusterla et al., 2010). Do mesmo
modo, a qPCR SYBR ® Green foi realizada com um volume final de 20 pL, utilizando
10 pL de GoTaq® qPCR Master Mix, 0.3 uM de cada primer (forward primer invA4-5-
deg F 5-GATYTGAARGCCGGTATTATTG-3"' e reverse primer inv4-5 R 5'-
ATAAACTTCATCGCACCGTCA-3"), e 5 uL. de amostra (Barbau-Piednoir et al. 2013)
(Quadro 7).

QUADRO 7. Sequéncia de oligonucleotidios para o gene invA

Genes Iniciadores (5’-3’) pb Referéncias
F (5-GATYTGAARGCCGGTATTATTG-3) Barbau-
InvA-5-deg | R (5-ATAAACTTCATCGCACCGTCA-3) 107 P:dgg'; 3!
nvA-156f | F (5-CATTTCTATGTTCGTCATTCCATTACC3)
R (5-AGGAAACGTTGAAAAACTGAGGATTCT-3)) Pusterla et
INVA-288r | prober 132
InvA-189p | (FAM-TCTGGTTGATTTCCTGATCGCACTGAATATC- al., 2010
TAMRA)

A gPCR foi realizada utilizando 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems) através do protocolo de ciclagem térmica padrdo: 2 min a 50 °C, 10 min a
95 °C e 40 ciclos de 15 sa 95 °C e 60 s a 60 °C, com a curva de dissociacdo para as
reacoes utilizando agentes intercalantes. Os resultados foram reportados
qualitativamente (positivo ou negativo) e quantitativamente utilizado a curva padrao
como o numero de copias do gene invA/ul. de DNA purificado. Amostras com
quantifica¢do de ciclo (“Cq”) menor ou igual a 40 foram consideradas positivas. O
limite de detec¢ao foi medido usando diluigdes de 10 vezes de unidades formadoras de
colonias pré-determinadas de Salmonella enterica subespécie enterica sorovar
Typhimurium (ATCC® 14028™ ) adicionado a solugfo salina tamponada com fosfato e
fezes de equinos livres de Salmonella spp. O limite de detec¢do foi de 0,4 por reagdo
usando sonda (DNA isolado de unidades formadoras de colonia pré-determinadas por
PBS e fezes contaminadas) e de 1 e 0,1 organismos por reagdo usando agente
intercalante, com DNA isolado de unidades formadoras de colonia pré-determinadas por

PBS de Salmonella spp. e fezes contaminadas, respectivamente.

4.8 Analise Estatistica

O teste do qui-quadrado foi realizado para avaliar a relacao entre os métodos de

cultivo bacteriologico, probe qPCR e qPCR com agente intercalante para detec¢dao de
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Salmonella spp. Por meio do mesmo teste, as varidveis idade e sinal clinico foram
relacionadas com o método diagndstico. O coeficiente Kappa foi usado para avaliar a
concordancia entre os resultados dos ensaios de qPCR usando o DNA extraido das fezes
e o caldo de pré-enriquecimento com tetrationato. SAS Studio® (Statistical Analysis
System, Carolina do Norte, EUA) foi usado para realizar a andlise estatistica ¢ a

significancia estatistica foi estabelecida em P <0,05.

5. RESULTADOS

5.1 Grupos Experimentais

Foram colhidas 200 amostras de fezes de equinos com até 12 meses de idade
(Figura 11, Figura 12, Figura 13, Figura 14), criados em 16 Regides Geograficas
Imediatas (Adamantina-Lucélia, Amparo, Assis, Avaré¢, Bauru, Botucatu, Braganca
Paulista, Campinas, Catanduva, Mogi-Guagu, Ribeirdo Preto, Sdo Carlos, Sdo Jodo da
Boa Vista, Sdo Joaquim da Barra-Orlandia, Sorocaba, Tatui) pertencentes a oito
Regides Geograficas Intermedidrias do estado de Sao Paulo (Araraquara, Bauru,
Campinas, Marilia, Presidente Prudente, Ribeirdo Preto, Sao Jos¢ do Rio Preto,
Sorocaba), incluindo 26 propriedades em 25 municipios (Altinodpolis, Americana,
Amparo, Arandu, Assis, Atibaia, Avaré, Bauru, Botucatu, Braganca, Catanduva,
Espirito Santo do Pinhal, Indaiatuba, Ipua, Itapira, Jaguariina, Mariapolis, Mogi-Mirim,
Monte Mor, Porto Feliz, Quadra, Santo Antonio da Posse, Sdo Carlos, Sorocaba, Tatui).
As amostras foram colhidas de uma propriedade por municipio, com exce¢do do
municipio de Americana/SP onde foram colhidas amostras de 2 propriedades (Tabela 5
e Figura 15). A populacdo estudada disponivel nas 26 propriedades, compreende um
universo de 5.627 animais e 1.168 potros nascidos ao ano, apresentando média de 216

animais e de 45 potros nascidos ao ano por propriedade (Tabela 5).
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TABELA 5. Numero total de animais, niumero de potros nascidos ao ano e de animais
coletados por propriedade nos 25 municipios do Estado de Sao Paulo, pertencentes as

16 Regides Geograficas Imediatas para o diagnéstico de Salmonella spp. Botucatu, SP,

2021.

Regido Geografica Imediata Municipios Propriedade i 7 T IS S
€0 g p p por propriedade | Nascidos ao Ano Coletados
Sao Carlos S30 Carlos Propriedade 1 a0 5 4
Bauru Bauru Propriedade 2 700 147 13
Botucatu Botucatu Propriedade 3 150 40 2
Amparo Amparo Propriedade 4 350 60 16
Braganca Paulista Atibaia Propriedade 5 35 10 2
Braganca Paulista |Propriedade 6 22 8 2
g Propriedade 7 180 30 8
Americana
Propriedade 8 18 4 4
Indaiatuba Propriedade 8 100 5 2
Campinas Jaguariiina Propriedade 10 240 65 22
Monte Mor Propriedade 11 600 k] 21
Santo Antdnio da
Fossze Propriedade 12 146 32 4
Mogi-Guagi Itapira Propriedade 13 250 60 10
Magi Mirim Propriedade 14 180 45 2
Espirito Santo do
S8o0 Jodo da Boa Vista Pinhal Propriedade 15 95 25 7
Assis Assis Propriedade 16 35 3 2
Adamantina-Lucélia Mariapolis Propriedade 17 400 20 10
Ribeirdo Preto Altindpolis Propriedade 18 35 10 4
Sao Joaquim da Barra-Orlandia lpud Propriedade 19 200 150 7
Catanduva Catanduva Propriedade 20 15 3 2
: Arandu Propriedade 21 60 15 2
Avaré
Avaré Propriedade 22 224 43 12
Porto Feliz Propriedade 23 400 140 22
Sorocaba
Sorocaba Propriedade 24 100 20 2
Tatui Quadra Propriedade 25 212 75 ]
Tatui Propriedade 26 250 20 12
16 25 26 5627 1168 200

FIGURA 11. Potros coletados da
Propriedade 23

FIGURA 12. Potros coletados da
Propriedade 4
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FIGURA 13. Potro coletado da Propriedade 11

FIGURA 14. Potro coletado da Propriedade

1

A distribui¢do dos animais coletados por localizagdo geografica, propriedade e

sintomatologia clinica. Botucatu, SP, 2021.

sintomatologia clinica pode ser visualizada na Tabela 6.

TABELA 6. Distribuicao dos animais coletados por localizagdo geografica, propriedade e

Municipios N° Propriedades N(‘;’ Animais Com Diarreia Sem Diarreia
oletados
Séo Carlos Propriedade 1 4 3 1
Bauru Propriedade 2 13 7 6
Botucatu Propriedade 3 2 1 1
Amparo Propriedade 4 16 8 8
Atibaia Propriedade 5 2 1 1
Braganca Paulista Propriedade 6 2 1 1
Americana Propriedade 7 8 4 4
Propriedade 8 4 2 2
Indaiatuba Propriedade 9 2 1 1
Jaguariuna Propriedade 10 22 11 11
Monte Mor Propriedade 11 21 11 10
Santo Antdnio da Posse | Propriedade 12 4 2 2
Itapira Propriedade 13 10 5 5
Mogi Mirim Propriedade 14 2 1 1
Espirito Santo do Pinhal | Propriedade 15 7 2 5
Assis Propriedade 16 2 1 1
Mariapolis Propriedade 17 10 5 5
Altinépolis Propriedade 18 4 2 2
lpud Propriedade 19 7 3 4
Catanduva Propriedade 20 2 1 1
Arandu Propriedade 21 2 1 1
Avaré Propriedade 22 12 6 6
Porto Feliz Propriedade 23 22 11 11
Sorocaba Propriedade 24 2 1 1
Quadra Propriedade 25 6 3 3
Tatui Propriedade 26 12 6 6
25 26 200 100 100
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FIGURA 15. Localizagdao dos municipios do Estado de Sao Paulo amostrados durante o
estudo.

ESTADO DE SAO PAULO - MUNICIPIOS

0O 50 100
| |

200Km )
) A

Foram colhidos 87 animais do sexo masculino (n=45 com diarreia e n= 42 sem
diarreia) e 113 animais do sexo feminino (n=55 com diarreia e n= 58 sem diarreia).
Segundo a raga 85 (42,5%) animais eram Mangalarga Marchador (42 com diarreia e 43
sem diarreia), 53 (26,5%) Quarto de Milha (26 com diarreia e 27 sem diarreia), 21
(10,5%) Arabe (11 com diarreia e 10 sem diarreia), 21 (10,5%) Brasileiro de Hipismo
(11 com diarreia e 10 sem diarreia), 12 (6%) Puro Sangue Inglés (6 com diarreia e 6
sem diarreia), 6 (3%) Mangalarga (3 com diarreia e 3 sem diarreia), 2 (1%) Paint Horse
(1 com diarreia e 1 sem diarreia) (Tabela 7).

Com relagdo a faixa etaria, 71 (35,5%) animais possuiam até 30 dias de idade (45 com
diarreia e 26 sem diarreia), 60 (30%) animais entre 31 a 60 dias de idade (31 com
diarreia e 29 sem diarreia), 34 (17%) animais entre 61 a 90 dias de idade (12 com
diarreia e 22 sem diarreia), 10 (5%) animais entre 91 a 120 dias de idade (5 com diarreia
e 5 sem diarreia), 18 (9%) animais entre 121 a 240 dias de idade (4 com diarreia e 14
sem diarreia) e 7 (3,5%) animais entre 241 a 360 dias (3 com diarreia e 4 sem diarreia).
A idade dos animais foi determinada pelo veterinario do animal no momento da colheita

da amostra de fezes (Tabela 8).
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TABELA 7. Distribuicio dos animais coletados por raga, n° de propriedades e

sintomatologia clinica. Botucatu, SP, 2021.

Racas n° Animais n° Propriedades Com Diarreia Sem Diarreia
Arabe 21 1 11 10
BH 21 4 11 10
Mangalarga 6 2 3 3
Mangalarga Marchador 85 8 42 43
Paint Horse 2 1 1 1
PSI 12 1 6 6
Quarto de Milha 53 9 26 27
N° Total 200 26 100 100

TABELA 8. Distribuicdo dos animais coletados por idade e sintomatologia clinica.

Botucatu, SP, 2021.

Idade n° Animais Com Diarreia Sem Diarreia

0 a 30 dias 71 45 26
31 a 60 dias 60 31 29
61 a 90 dias 34 12 22
91 a 120 dias 10 5 5

121 a 240 dias 18 4 14
241 a 360 dias 7 3 4

N° Total 200 100 100

5.2 Cultivo Bacterioldgico das fezes

Dos 200 animais amostrados durante o estudo, Salmonella spp. foi isolada em 30
animais (15%) e 170 (85%) animais apresentaram resultado negativo. Os animais
pertenciam a 15 propriedades assim distribuidos: Propriedade 11 (oito animais),
Propriedade 23 e Propriedade 10 com trés animais cada, Propriedades 5,12,22,24 com
dois animais cada e Propriedades 1,2,4,15,16,18,19,25 com um animal cada. Dos 30
isolamentos realizados, 21 isolados eram de animais com diarreia (70%) e 9 animais
sem diarreia (30%). As andlises realizadas comparando os resultados do cultivo
bacteriologico e o status de saide dos animais revelou que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os resultados de cultivo bacterioldgico positivo entre
os animais com diarreia e sem diarreia. Sendo assim, dos 100 animais com diarreia 21%

apresentaram cultivo bacterioldgico positivo e dos 100 animais sem diarreia 9% foram
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positivos no cultivo bacteriologico. Existiu associa¢do significativa entre as variaveis,
ou seja, um animal com diarreia apresentou probabilidade 2,3 vezes maior de possuir
cultivo bacteriologico positivo quando comparado a um animal considerado sem
diarreia (p=0,0175). Quanto ao género 18 animais eram machos (60%) e 12 fémeas
(40%). No que se refere a raga, 12 animais eram Mangalarga Marchador (40%), 8
Arabes (26,67%), 7 Quarto de Milha (23,33%), 2 Mangalarga (6,67%) ¢ 1 Brasileiro de
Hipismo (3,33%). Em relacdo a idade 9 animais (30%) apresentavam até¢ 30 dias de
idade, 9 animais (30%) possuiam 1 més de idade, 6 animais (20%) com 2 meses, 1
animal (3,33%) com 3 meses, 1 animal (3,33%) com 4 meses, 1 animal (3,33%) com 5
meses, 2 animais (6,68%) com 10 meses e 1 animal (3,33%) com 12 meses. Sendo
assim, 80% dos animais positivos no cultivo bacterioldgico apresentavam até 2 meses
de idade.

Dos animais que apresentaram isolamento de Salmonella spp., 16 (53,33%)
receberam tratamento com antimicrobianos e 14 (46,67%) nao receberam tratamento
com antibioticoterapia antes da coleta das fezes. Dos 200 animais incluidos no estudo,
141 animais (70,5%) ndo estavam sob tratamento com antimicrobianos no momento da
coleta da amostra e 59 animais (29,5%) estavam sob tratamento com antibioticoterapia
no momento da coleta das amostras, sendo todos classificados como com diarreia.
Sendo assim, 59% dos animais com diarreia haviam recebido antibioticoterapia em
momentos anteriores a coleta da amostra. Os principais antimicrobianos utilizados

podem ser visualizados no Gréfico 1.
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GRAFICO 1. Antimicrobianos utilizados no tratamento dos animais com diarreia

participantes do estudo.
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5.3 Sorotipificacao.

Dos 30 isolados de Salmonella spp. obtidos pelo cultivo bacterioldgico, 29
foram sorotipificados no Instituto Adolfo Lutz. Houve a identificagdo de 13 sorovares
diferentes determinados através do método White-Kauffman-LeMinor. Um animal
classificado como com diarreia apresentou identificacdo de dois sorovares (S. IIIb
61:c:z35 e S. Infantis), nos demais animais, a sorotipificacao resultou na identificacdo
de somente um sorovar. Sendo assim, dos 29 isolados encaminhados ao Instituto Adolfo
Lutz obtivemos 30 sorovares.

O sorovar S. Infantis foi identificado em 6 propriedades, S. Minessota em 3
propriedades e S.1. 4,5,12:1:-, S. Cerro, S. Oranienburg em duas propriedades diferentes
cada. Ja os sorovares S. Newport, S. Anatum, S. 1.:09:-:1,5, S. Give, S. 4,12:d:-, S. 6,8:-
:-, S. Braenderup, S. IlIb 61:c:z35 foram identificados em uma propriedade cada, ou
seja, em 8 propriedades diferentes. A frequéncia de deteccdo dos sorovares pode ser

visualizada no Grafico 2.

S. I 09:-:1,5

S.lb 61:c:z35

S. enterica subsp. Enterica 6,8:-:-
Newport

Give

Braenderup

S. enterica subsp. Enterica 4,12:d:-
S. Oranienburg

Cerro

Anatum

S. 1.4,5,12:i:-

Minessota

Infantis

o

1 2 3 - 5

(=]
=~
[9.a]
[Y=)

M sem diarreia com diarreia
GRAFICO 2. Frequencia de detecgdo dos sorovares determinados através do método

White-Kauffman-LeMinor. Sao Paulo, 2021.

5.4 Perfil de Sensibilidade aos antimicrobianos “in vitro”
Os 30 sorovares identificados foram 100% susceptiveis aos antimicrobianos

aztreonam, imipenem. E, foram resistentes aos antimicrobianos: ampicilina (43,3%),
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tetraciclina (43,3%), sulfonamida (43,3%), estreptomicina (43,3%), cloranfenicol
(36,6%), (36,6%), (36,6%), (33,3%),
sulfametoxazol + trimetoprima (33,3%), cefoxitina (30%), amoxicilina + &cido

ceftazidima (30%), minociclina (30%),

eritromicina gentamicina cefazolina

clavulanico (30%), cefotaxima (30%),
pefloxacilina (26,6%), &cido nalidixico (23,3%), doxiciclina (23,3%), amicacina
(13,3%), azitromicina (10%), ciprofloxacina (6,6%), ceftiofur (6,6%), ceftriaxona

(3,33%) e cefepime (3,33%) (Grafico 3).

Animais com diarreia Animais sem diarreia

Imipenem I Imipenem
Aztreonam I 7 Artreonam
Cefepime I ¥ W Cefepime
Ceftriaxona T I 1) | Ceftriaxona

Ciprofloxacina

Ceftiofur 3 Ceftiofur
Azitromicina Azitromicina
Amicacina Amicacina
Acido Nalidixico 2 Acido Nalidixico
Doxiciclina IEEEESTENEENNNGENE ¢ Doxiciclina
Pefloxaciling I T S W S Pefloxacilina
Cefoxitina I I Cefoxitina
Ceftazidina I I C Ceftazidina
Cefatoxima I I O | Cefatoxima
Amoxicilina Amoxicilina
Minociclina IV 4 Minaciclina
Sulfa + Trimetoprima 13 Sulfa + Trimetoprima
Cefazolina Cefazolina
Gentamicina Gentamicina

Cloranfenicol
Tetracilina

Estreptomicina

Ciprofloxacina

Cloranfenicol
Tetracilina

Estreptomicina

Sulfonamina 10 Sulfonamina

=

Ampicilina Ampicilina
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=R

20%  40%  60%  80%  100%

B Susceptivel M Resistente Intermediaria B Susceptivel M Resistente Intermediario

GRAFICO 3. Perfil fenotipico de sensibilidade dos sorovares de Salmonella spp. em
animais com e sem diarreia, aos 24 antimicrobianos testados no estudo. Sao Paulo,
2021.

Dos 30 sorovares, trés (10%) foram resistentes a menos de trés classes de

antimicrobianos, 12 (40%) foram pansusceptiveis (susceptivel a todos os
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antimicrobianos), 13 (43,33%) multirresistentes (resistente a mais de trés classes de

antimicrobianos) e dois (6,67%) apresentaram sensibilidade intermedidria.

Os 12 sorovares identificados como pansusceptiveis apresentaram a seguinte
distribuicao: S. Infantis (n=3), S. Anatum (n=2), S. Cerro (n=2), S. enterica subsp.
enterica 4,12:d:- (n=1), S.1:09:-:1,5 (n=1), S. ITIb 61:c:z35 (n=1), S. Oranienburg (n=1),
S. Braenderup (n=1). Foram obtidos de sete animais com diarreia (58,3%) e de cinco
animais sem diarreia (38,46%) provenientes de nove propriedades sendo assim
distribuidos: Propriedades 4,5,16,18,19,24,25 com 1 animal cada (cinco com diarreia e
dois sem diarreia), Propriedade 11 com trés animais sem diarreia e Propriedade 12 com
dois animais com diarreia. Em cinco propriedades (Propriedades 12,16,18,19,25) houve
somente a detec¢do de sorovares de Salmomnella spp. pansusceptiveis. Os sorovares
pansusceptiveis apresentaram a seguinte distribuicdo quanto a raga: Quarto de Milha
(25%; n=3), Arabe (25%; n=3), Mangalarga Marchador (25%; n=3), Mangalarga
(16,67%; n=2), Brasileiro de Hipismo (8,33%; n=1). Quanto a idade, 10 animais
(76,92%) eram menores de seis meses de idade e dois animais (15,38%) maiores de seis
meses de idade. Quanto ao género, quatro animais eram fémeas (33,33%) e oito animais

eram machos (66,67%).

Entre os 16 sorovares de Salmonella spp. que exibiram resisténcia a pelo menos
um antimicrobiano, um total de 15 padrdes fenotipicos de resisténcia foram encontrados
(Quadro 8). De acordo com o numero de classes de antimicrobianos, os sorovares que
apresentaram o maior perfil de resisténcia foram: S. Minessota, S. Newport, S.
Oranienburg, S. Infantis (Quadro 8).

O perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos sorovares multirresistentes variou
de 5 a 19 antimicrobianos por sorovar, pertencentes as classes dos [-lactamicos,
aminoglicosideos, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas, anfenicois, macrolideos
(Quadro 9). Os sorovares multirresistentes foram 100% resistentes a estreptomicina e
tetraciclina. Quanto aos demais antimicrobianos resisténcia foi constatada a ampicilina
(92,3%), gentamicina (92,3%), sulfonamina (92,3%), -cloranfenicol (84,61%),
amoxicilina (69,23%), cefazolina (69,23%), cefoxitina (69,23%), ceftazidima (69,23%),
pefloxacilina (69,23%), sulfametoxazol + trimetoprima (69,23%), cefoxitina (63,23%),
minociclina (62%), cefotaxima (61,53%), minociclina (61,53%) 4cido nalidixico

(53,84%), doxiciclina (53,84%), amicacina (30,76%), azitromicina (30,76%),
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ciprofloxacina (15,38%), ceftiofur (7,69%). A sensibilidade foi de 100% aos
antimicrobianos aztreonan, cefepime, imipenem e de 92,3% a Ceftriaxona.

Dos 13 sorovares multirresistentes, um (7,69%) foi obtido de animal sem
diarreia, e 12 (92,3%) de animais com diarreia. Eram provenientes de seis propriedades
(23%), sendo assim distribuidos: Propriedade 11 com quatro animais (trés com diarreia
e um sem diarreia), Propriedade 10 e 23 com trés animais cada (seis com diarreia) e
Propriedades 4,5,15 com um animal cada (trés com diarreia) (Quadro 9). Quanto a raga,
os sorovares multirresistentes foram: 69,2% (nove animais) pertencentes a raca
Mangalarga Marchador e 30,8% (quatro animais) a raca Arabe. Quanto ao género
53,8% (sete animais) eram fémeas e 46,15% (seis animais) eram machos. Em relacdo a
idade, sete animais (53,8%) com até 30 dias de idade, trés animais (23,1%) com um més
de idade, dois animais (15,4%) com dois meses de idade e um animal (7,7%) com
quatro meses de idade (Quadro 10).

A classificacdo dos sorovares de Salmonella spp. identificados no estudo de
acordo com o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, produ¢do de enzimas e de
acordo com sinais clinicos (presen¢a ou auséncia de diarreia) propriedade, idade, raca e
género dos animais dos quais os sorovares foram identificados podem ser visualizados
no Quadro 10.

A andlise genética para detec¢do e caracterizagdo dos genes produtores de
enzimas B-lactamases, revelou 10 sorovares (33,3%), produtores de enzimas. Sendo 1
sorovar produtor de ESBL (S. Give), e 9 sorovares produtores de enzima AmpC (S.
Minessota; n= 4, S. Infantis; n=3, S. Oranienburg; n=1, S. Newport; n=1) (Quadro 8).
Todos o0s sorovares produtores de AmpC apresentaram caracteristicas de
multirresisténcia e foram originarios de animais com diarreia, provenientes de seis
propriedades. Quanto a idade 50% dos animais (cinco animais) possuiam até 30 dias de
idade, 30% (3 animais) com dois meses de idade, 10% (um animal) com um més de
idade e 10% (um animal) com quatro meses de idade. Quanto a raga 60% dos animais
(seis animais) eram da raca Mangalarga Marchador, 30% (trés animais) da raca Arabe e

10% (um animal) da raga Quarto de Milha (Quadro 9 e Quadro 10).
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QUADRO 8. Perfil fenotipico de resisténcia aos antimicrobianos e caracteristica de produgido de enzimas dos sorovares de Salmonella spp. que

apresentaram resisténcia aos antimicrobianos testados no estudo. Sao Paulo, 2021.

Ne Ne Classes de "
. .. . _ . _— . _ . Produgdo
Sorovares Perfil fenotipico de resisténcia aos antimicrobianos Antimicrobianos | Antimicrobianos Enzimas
Resistentes Resistentes
AMP-AMOX-CLINA-CTINA-CXIMA-CDIMA- GEN-AMI-EST-ANL-PEF-CIP-SUL-SULT-TET-DOX-

S. Minessota MIN-CLO-AZI 19 7 AmpC
S.Newport AMP-AMOX-CLINA-CTINA-CXIMA-CDIMA- GEN- EST-PEF-CIP-SUL-SULT-TET-DOX-MIN-CLO 16 6 AmpC
S. Minessota AMP-AMOX- CLINA-CTINA-CXIMA-CDIMA-GEN-AMI-EST-ANL-PEF-SUL-SULT-TET-MIN-CLO 16 6 AmpC
S. Oranienburg AMP-AMOX- CLINA-CFUR-CXIMA-CDIMA-GEN-EST-SUL-SULT-TET-DOX-CLO-AZI 15 6 AmpC
S. Minessota AMP-AMOX-CLINA-CTINA-CXIMA-CDIMA-GEN-AMI-EST-SUL-SULT-TET-MIN-CLO-AZI 15 6 AmpC
S. Minessota AMP-AMOX- CLINA-CTINA-CDIMA-GEN-AMI-EST-ANL-PEF-SUL-SULT-TET-CLO 14 6 AmpC
S. Infantis AMP-AMOX- CLINA-CTINA-CXIMA-CDIMA-GEN-EST-PEF-SUL-SULT-TET-CLO 13 6 AmpC
S. Infantis AMP-AMOX-CDIMA-CTINA-CXIMA-CDIMA-GEN-EST-SUL-SULT-TET-CLO-AZI 13 6 AmpC
S. Infantis AMP-AMOX-CLINA-CTINA-CXIMA-CDIMA-GEN-EST-SUL-SULT-TET-CLO 12 5 AmpC
S. Minessota
S.1.4,5,12:i: - (S. Typhimurium AMP-GEN-EST-ANL- PEF-SUL-TET-DOX-MIN-CLO 10 6 B
monofasica)
S.1.4,5,12:i:- (S. Typhimurium
monofasica) AMP-GEN-EST-ANL-PEF-SUL-TET-DOX-MIN 5 -
S. Give AMP-CLINA-CFUR-CXONA-CXIMA-CPIME ESBL
S.1.4,5,12:i:- (S. Typhimurium
monofasica) EST-ANL-PEF-TET-DOX-MIN 5 3 -
S. enterica subsp. Enterica 6,8:-:- SUL-SULT 2 1 _
S. enterica subsp. Enterica 4,12:d:- | MIN 1 1 _

AMP (ampicilina), AMOX (Amoxicilina), CLINA (cefazolina), CTINA (cefoxitina), CFUR (ceftiofur), CXONA (Ceftriaxona), CXIMA (cefotaxima), CDIMA (ceftazidima),
GEN (gentamicina), AMI (amicacina), EST (estreptomicina), ANL (&cido nalidixico), PEF (pefloxacilina), CIP (ciprofloxacina), SUL (sulfonamidas), SULT (sulfametoxazol

+ trimetoprima), TET (tetraciclina), DOX (doxiciclina), MIN (Minoclina), CLO (cloranfenicol), AZI (azitromicina). AmpC: enzima AmpC. ESBL: enzimas B-lactamases de

espectro estendido.
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3958 QUADRO 9. Perfil fenotipico de resisténcia aos antimicrobianos, dos 13 sorovares de Salmonella spp. que apresentaram caracteristica de

3959 multirresisténcia. Sao Paulo, 2021.

Beta- Lactamicos
Ne
Presenca . . Cefalosporinas Aminoglicosideos Quinolonas | Sulfonamidas Tetraciclina Anfenicois | Macrolideos
} . Antimicrobianos -
Sorovares | Propriedade de Enzimas . Penicilina
o aos quais foram 10 20 30
Diarreia .
resistentes

AMP | AMOX | CLINA | CTINA | CFUR | CXONA | CXIMA | CDIMA | GEN | AMI | EST | ANL | PEF | CIP SULT | TET | DOX | MIN AZI
S. Minessota 23 SIM 10 S S S S S S - “ ‘ S
S. Minessota 11 SIM AmpC 14 S S - ‘ -n S
S. Minessota 11 SIM AmpC 19 | ‘ ‘ ‘
S. Minessota 11 SIM AmpC 16 S n ‘ - ‘ _
S. Minessota 10 SIM | Ampc 15 s [ s | s | s | [R] 1 [R] \
S. Infantis 13 SIM AmpC 13 S ‘ _
S. Infantis 5 SIM AmpC 13 S ‘ ‘
S. Infantis 4 SIM AmpC 12 ‘
S. 1.4,5,12:i:-
(S.
Typhimurium
monofasica) 23 SIM 10 S S
S. 1.4,5,12:i:-
(S.
Typhimurium
monofasica) 23 SIM 9 S S
S. 1.4,5,12:i:-
(S.
Typhimurium
monofasica) 11 NAO 5 S S S S
s.Newport 10 sim | Ampc 16 \ I s I R \ \
S.
Oranienburg 10 SIM AmpC 15 ‘ - S S S S ‘ -

3960 R: Resistente, I: Sensibilidade Intermediaria, S: Susceptivel. AMP (ampicilina), AMOX (amoxicilina), CLINA (cefazolina), CTINA (cefoxitina), CFUR (ceftiofur), CXONA
3961 (Ceftriaxona), CXIMA (cefotaxima), CDIMA (ceftazidima), GEN (gentamicina), AMI (amicacina), EST (estreptomicina), ANL (&cido nalidixico), PEF (pefloxacilina), CIP
3962 (ciprofloxacina), SUL (sulfonamidas), SULT (sulfametoxazol + trimetoprima), TET (tetraciclina), DOX (doxiciclina), MIN (minoclina), CLO (cloranfenicol), AZI
3963 (azitromicina). AmpC: enzima AmpC.
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QUADRO 10. Classificagdo dos

sorovares de Salmonella spp. identificados no estudo de acordo com o perfil de susceptibilidade aos

antimicrobianos, caracteristica de produgao de enzimas, sinais clinicos, localizagao, idade, raga e género dos animais. Botucatu, 2021.

Sorovar Perfil de s.usc.:eptit.JiIidade Produ?ﬁo de Pre?enga. de Propriedade Cidade Idade Raca | Género
aos Antimicrobianos Enzima Diarreia (meses)
S. Minnesota Multirresistente SIM Propriedade 23 Porto Feliz 1 MM F
S.I. 4,5,12:i:- (S. Typhimurium monofasica) | Multirresistente SIM Propriedade 23 Porto Feliz 0 MM F
S.I. 4,5,12:i:- (S. Typhimurium monofasica) | Multirresistente SIM Propriedade 23 Porto Feliz 0 MM M
S. Minnesota Multirresistente AmpC SIM Propriedade 10 Jaguariuna 0 MM F
S. Oranienburg Multirresistente AmpC SIM Propriedade 10 Jaguariuna 0 MM M
S. Newport Multirresistente AmpC SIM Propriedade 10 Jaguarilina 2 MM M
S.I. 4,5,12:i:- (S. Typhimurium monofasica) | Multirresistente NAO Propriedade 11 Monte Mor 1 ARB F
S. Minnesota Multirresistente AmpC SIM Propriedade 11 Monte Mor 0 ARB F
S. Minnesota Multirresistente AmpC SIM Propriedade 11 Monte Mor 0 ARB M
S. Minnesota Multirresistente AmpC SIM Propriedade 11 Monte Mor 0 ARB F
S. Oranienburg Pansusceptivel NAO Propriedade 11 Monte Mor 1 ARB F
S. Anatum Pansusceptivel NAO Propriedade 11 Monte Mor 1 ARB M
S. Anatum Pansusceptivel NAO Propriedade 11 Monte Mor 1 ARB F
S. Infantis Multirresistente AmpC SIM Propriedade 4 Amparo 1 MM M
S. lllb 61:c:z35 Pansusceptivel SIM Propriedade 4 Amparo 1 MM M
S. Infantis Multirresistente AmpC SIM Propriedade 5 Atibaia 4 MM M
S.1.:09:-:1,5 Pansusceptivel NAO Propriedade 5 Atibaia 5 MM F
S. Infantis Multirresistente AmpC SIM Propriedade 15 Espirito Santo do Pinhal 2 MM F
S. Give Resistente ESBL SIM Propriedade 2 Bauru 2 QM M
S. enterica subsp enterica 4,12:d:- Resistente NAO Propriedade 24 Sorocaba 10 QM M
S. enterica subsp enterica 4,12:d:- Pansusceptivel SIM Propriedade 24 Sorocaba 10 QM M
S. enterica subsp enterica 6,8:-:- Resistente NAO Propriedade 1 Sdo Carlos 1 MM M
S. Infantis Intermediario SIM Propriedade 22 Avaré 2 QM M
S. Infantis Intermediario SIM Propriedade 22 Avaré 2 QM F
S. Infantis Pansusceptivel SIM Propriedade 25 Quadra 3 QM M
S. Infantis Pansusceptivel SIM Propriedade 12 Santo Antonio da Posse 0 M M
S. Infantis Pansusceptivel SIM Propriedade 12 Santo Antonio da Posse 2 M M
S. Braenderup Pansusceptivel SIM Propriedade 16 Assis 1 QM M
S. Cerro Pansusceptivel NAO Propriedade 19 lpud 1 BH M
S. Cerro Pansusceptivel SIM Propriedade 18 Altindpolis 12 MM F

MM: Mangalarga Marchador, ARB: Arabe, QM: Quarto de Milha, M: Mangalarga, BH: Brasileiro de Hipismo, F: fémea, M: macho.
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5.5 Reacio em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR)

Todas técnicas de qPCR empregadas no estudo apresentaram maior numero de
amostras classificadas como positivas para Salmonella spp. comparadas ao cultivo
bacterioldgico de fezes. Observou-se que quando hé a andlise em conjunto das quatro
técnicas de qPCR realizadas no estudo, 37,87% dos animais que apresentaram qPCR
positivo também apresentaram cultivo bacteriologico positivo e que 3,73% dos animais
que apresentaram PCR negativo possuiram resultado de cultivo bacteriologico
positivo. Ou seja, 83,33% dos animais que possuiram cultivo positivo também
apresentaram resultado positivo nas técnicas de qPCR e, 16,67% dos animais que foram
positivos no cultivo, apresentaram resultado negativo nas técnicas de qPCR. Os
resultados foram estatisticamente significativos ou seja, um animal que possuiu
resultado positivo nas técnicas de qPCR apresentou maior probabilidade de apresentar
resultado positivo no cultivo bacterioldogico quando comparado a um animal que
apresentou resultado negativo nas técnicas de qPCR (p<0,0001).

Além disso, em todas as técnicas de JPCR houve maior deteccdo de animais
positivos no grupo de animais com diarreia em relagdo aos animais sem diarreia (Tabela
9). A andlise em conjunto das quatro técnicas de qPCR realizadas no estudo
comparando o status de satde dos animais, revelou que dos animais com diarreia 39%
apresentaram resultados positivos nas técnicas de qPCR e 13% dos animais sem diarreia
foram considerados positivos nas técnicas de qPCR. Houve associacao estatisticamente
significativa entre as variaveis, havendo um aumento de 3 vezes na probabilidade de um
animal com diarreia apresentar resultado positivo nas técnicas de qPCR quando
comparado a um animal sem diarreia (p=<0,0001).

Quanto a idade, entre 95,2 % a 100% dos animais detectados como positivos
pelas técnicas de qPCR tinham menos de seis meses de idade, dos quais entre 88,7% a
95,77% classificados como positivos nas técnicas de qPCR possuiam até trés meses de
idade (Tabela. 10). Para a andlise estatistica dos resultados em relacdo a idade os
animais foram separados em duas categorias sendo a categoria dos mais novos
considerados os animais até 6 meses de idade e os mais velhos animais acima de 6
meses de idade. Dos mais novos, 16,16% foram positivos no cultivo e dos animais da
categoria dos mais velhos 13,85% foram positivos no cultivo. O resultado ndo foi

significante (p=0,6488). Os resultados de qPCR total identificaram 34,34% de animais
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positivos na categoria dos animais mais jovens e 31,68% de animais positivos na
categoria dos mais velhos. Os resultados também nao foram significantes (p=0,6891).

A técnica de qPCR SYBR® fezes identificou que 25,25% dos animais mais
jovens foram positivos no cultivo e 22,77% dos animais mais velhos foram positivos no
cultivo, os resultados ndo apresentaram significancia estatistica (p=0,6813). Na técnica
gPCR SYBRE® tetrationato, 22,22% dos animais mais novos foram positivos no cultivo e
na categoria dos animais mais velhos 22,77% foram positivos no cultivo, sendo assim
os resultados nao foram estatisticamente significativos (p=0,9258). Os resultados da
gPCR Tagman® fezes identificou 22,22% dos animais positivos no cultivo na categoria
dos animais mais jovens e 17,82% de animais positivos no cultivo na categoria dos mais
velhos ndo havendo diferenga estatisticamente significante (p=0,4367). Na técnica de
gPCR Tagman® tetrationato, 20,20% dos animais mais jovens foram positivos no
cultivo e 23,76% dos animais mais velhos apresentaram positividade no cultivo sendo
assim, os resultados também ndo apresentaram significAncia estatistica (p=0,5434).
Portanto, a andlise estatistica por idade ndo revelou significancia estatistica entre a idade
dos animais e os resultados de positividade obtidos pelo cultivo bacterioldgico e as
técnicas de qPCR empregadas.

Houve um numero maior de animais do género masculino classificados como
positivos nas técnicas de qPCR quando comparado aos animais pertencentes ao género
feminino (Tabela 11).

Em relacdo a raga, as que presentaram maior frequéncia de animais positivos nas
técnicas de qPCR foram Mangalarga Marchador (n=27), Quarto de Milha (n=15), Arabe
(n=13), Brasileiro de Hipismo (n=8) e Mangalarga (n=3) (Tabela 12).

Das 26 propriedades amostradas em nosso estudo, 18 apresentaram animais
positivos nas técnicas de qPCR. Os haras que apresentaram maior nimero de animais
positivos nas técnicas de qPCR foram: Propriedade 11 (n=10), Propriedade 10 (n=7),
Propriedade 23 (n=5), Propriedade 25 (n=5), Propriedade 2 (n=4), Propriedade 13
(n=4), Propriedade 22 (n=4), Propriedade 26 (n=4) (Tabela 13).

A gqPCR SYBR® direto fezes detectou 48 animais positivos, dos quais 36
animais com diarreia e 12 animais sem diarreia. Ou seja, 36% dos animais com diarreia
apresentaram resultado positivo na gPCR SYBR® direto fezes e 12% dos animais sem
diarreia foram positivos. Existiu associagdo significativa entre as variaveis, havendo
uma probabilidade quase trés vezes maior de um animal com diarreia ser positivo na

qPCR SYBRY direto fezes quando comparado a um animal sem diarreia (p<0,0001).
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Quanto ao género 22 eram fémeas e 26 machos. Quanto a idade 17 animais tinham até
30 dias de idade, 12 animais possuiam um més de idade, nove animais com dois meses
de idade, oito animais com trés meses de idade, um animal com quatro meses de idade e
um animal com meses de idade. Os animais seguiram a seguinte distribui¢ao entre as
propriedades: Propriedade 1 (n=4), Propriedade 2 (n=3), Propriedade 4 (n=2),
Propriedade 5 (n=1), Propriedade 10 (n=7), Propriedade 11 (n=9), Propriedade 12
(n=2), Propriedade 13 (n=4), Propriedade 16 (n=1), Propriedade 19 (n=2), Propriedade
22 (n=4), Propriedade 23 (n=4), Propriedade 25 (n=1), Propriedade 26 (n=4).

A qPCR SYBR® com tetrationato identificou 45 animais positivos sendo 32
animais com diarreia ¢ 13 animais sem diarreia. Portanto, 32% dos animais com diarreia
foram positivos e 13% dos animais sem diarreia apresentaram resultado positivo. Houve
associacdo significativa, ocorrendo uma probabilidade 2,5 vezes maior de um animal
com diarreia ser positivo na qPCR SYBR® com tetrationato quando comparado a um
animal sem diarreia (p=0,0013). Em relagdo ao género 26 animais eram machos e 19
fémeas. Quanto a raca 22 animais pertenciam a raca Mangalarga Marchador, nove
animais eram Quarto de Milha, seis animais eram Brasileiro de Hipismo, cinco Arabes
e trés animais Mangalarga. No tocante a idade 13 animais possuiam até 30 dias de
idade, 12 animais tinham um més de idade, dez animais possuiam dois meses de idade,
cinco animais tinham trés meses de idade, dois animais tinham quatro meses de idade,
um animal possuia cinco meses de idade e dois animais tinham dez meses de idade. Os
animais possuiram a seguinte distribuicao entre as propriedades: Propriedade 1 (n=3),
Propriedade 2 (n=2), Propriedade 4 (n=2), Propriedade 5 (n=2), Propriedade 8 (n=1),
Propriedade 10 (n=6), Propriedade 11 (n=5), Propriedade 12 (n=3), Propriedade 13
(n=3), Propriedade 15 (n=1), Propriedade 16 (n=1), Propriedade 17 (n=1), Propriedade
19 (n=2), Propriedade 22 (n=1), Propriedade 23 (n=5), Propriedade 24 (n=2),
Propriedade 25 (n=1), Propriedade 26 (n=4).

A gPCR Tagman® direto fezes detectou 40 animais positivos, sendo 31 animais
com diarreia e nove animais sem diarreia. Ou seja, 31% dos animais com diarreia foram
positivos € 9% dos animais sem diarreia possuiram resultado positivo nesta técnica.
Houve associagdo estatisticamente significativa entre as varidveis, na qual ocorreu uma
probabilidade 3,4 vezes maior de um animal com diarreia ser positivo nesta técnica
quando comparado a um animal sem diarreia (p=0,0001). Quanto ao género 17 eram
fémeas e 23 machos. Em relacdo a raga, 19 animais pertenciam a raca Mangalarga

Marchador, sete animais da raga Arabe, sete animais Quarto de Milha, cinco Brasileiro
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de Hipismo e dois Mangalarga. Quanto a idade 16 animais possuiam até 30 dias de
idade, nove animais um més de idade, seis animais com dois meses de idade, seis
animais com trés meses de idade, um animal com quatro meses de idade, um animal
com cinco meses de idade e um animal com dez meses de idade. A distribui¢ao dos
animais positivos nas propriedades foi: Propriedade 1 (n=4), Propriedade 2 (n=3),
Propriedade 4 (n=1), Propriedade 5 (n=1), Propriedade 10 (n=4), Propriedade 11 (n=7),
Propriedade 12 (n=2), Propriedade 13 (n=4), Propriedade 16 (n=1), Propriedade 19
(n=1), Propriedade 22 (n=1), Propriedade 23 (n=5), Propriedade 24 (n=1), Propriedade
25 (n=1). Propriedade 26 (n=4).

A gqPCR Tagman® com tetrationato identificou 44 animais positivos, sendo 28
animais com diarreia ¢ 16 animais sem diarreia. Isto é, 28% dos animais com diarreia
foram positivos, enquanto 16% dos animais sem diarreia apresentaram resultado
positivo na técnica. Houve associagdo estatisticamente significativa, ocorrendo uma
probabilidade 1,75 vezes maior de um animal com diarreia apresentar resultado positivo
nesta técnica quando comparado a um animal sem diarreia (p=0,405). Em relacdo ao
género 24 eram machos ¢ 20 fémeas. Em relagdo a raga, 19 animais eram da raga
Mangalarga Marchador, dez animais Quarto de Milha, sete Brasileiro de Hipismo, cinco
Arabes e trés Mangalarga. Com relagdo a idade 12 animais possuiam até 30 dias de
idade, 11 animais tinham um més de idade, 11 animais tinham dois meses de idade,
cinco animais com trés meses de idade, dois animais com quatro meses de idade, um
animal com cinco meses de idade e dois animais com 10 meses de idade. A distribuicao
dos animais entre as propriedades foi: Propriedade 1 (n=3), Propriedade 2 (n=2),
Propriedade 4 (n=2), Propriedade 8 (n=2), Propriedade 10 (n=5), Propriedade 11 (n=5),
Propriedade 12 (n=3), Propriedade 13 (n=3), Propriedade 15 (n=2), Propriedade 16
(n=1), Propriedade 17 (n=1), Propriedade 19 (n=3), Propriedade 22 (n=1), Propriedade
23 (n=2), Propriedade 24 (n=2), Propriedade 25 (n=1), Propriedade 26 (n=4).

TABELA 9. Distribuicido dos numeros de animais detectados como positivos para
Salmonella spp. de acordo com técnica de qPCR empregada, e classificados pelo status
de saude.
qPCR SYBR® qPCR SYBR® qPCR Tagman® qPCR Tagman’
direto fezes! tetrationato? direto fezes® tetrationato*
Com diarreia 36 32 31 28
Sem diarreia 12 13 9 16
Total 48 45 40 44

136




4098
4099
4100
4101
4102
4103
4104
4105
4106
4107

4108
4109
4110
4111
4112
4113
4114
4115
4116
4117

4118
4119
4120
4121
4122
4123

1.qPCR SYBR direto fezes: qPCR pelo método de corante fluorescente para o gene inv4 sem a etapa de
pré-enriquecimento em tetrationato. 2. qPCR SYBR tetrationato: qPCR pelo método de corante
fluorescente para o gene invA com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato. 3. qPCR Tagman®
direto Fezes: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene inv4 sem etapa de pré-enriquecimento
em tetrationato. 4. qPCR Tagman® tetrationato: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene inv4

com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato.

TABELA 10. Distribuicdo dos numeros de animais detectados como positivos para

Salmonella spp. de acordo com técnica de qPCR empregada, e classificados pela idade

(meses).
Idade (meses) qPCR SYBR® qPCR SYBR® qPCR Tagman’ gPCR Tagman®
direto fezes! tetrationato? direto fezes® tetrationato*
0 17 (35,4%) 13 (28,8%) 16 (40%) 12 (27,2%)
1 12 (25%) 12 (26,6%) 9 (22,5%) 11 (25%)
2 9 (18,7%) 10 (22,2%) 6 (15%) 11 (25%)
3 8 (16,67%) 5(11,1%) 6 (15%) 5(11,3%)
4 1 (2,08%) 2 (4,44%) 1(2,5%) 2 (4,5%)
5 1 (2,08%) 1(2,2%) 1(2,5%) 1(2,2%)
10 0 2 (4,4%) 1(2,5%) 2 (4,5%)
Total 48 45 40 44

1.gPCR SYBR® direto fezes: qPCR pelo método de corante fluorescente para o gene invA sem a etapa de
pré-enriquecimento em tetrationato. 2. qPCR SYBR® tetrationato: qPCR pelo método de corante
fluorescente para o gene inv4 com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato. 3. qPCR Tagman®
direto Fezes: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene invA4 sem etapa de pré-enriquecimento
em tetrationato. 4. qPCR Tagman® tetrationato: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene inv4

com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato.

TABELA 11. Distribuicido dos numeros de animais detectados como positivos para
Salmonella spp. de acordo com técnica de qPCR empregada, e classificados pelo
género.
Género qPCR SYBR® qPCR SYBR® qPCR Tagman® | qPCR Tagman®
direto fezes! tetrationato? direto fezes® tetrationato*
Macho 26 26 23 24
Fémea 22 19 17 20
Total 48 45 40 44

1.gPCR SYBR® direto fezes: qPCR pelo método de corante fluorescente para o gene invA sem a etapa de
pré-enriquecimento em tetrationato. 2. qPCR SYBR® tetrationato: qPCR pelo método de corante
fluorescente para o gene inv4 com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato. 3. qPCR Tagman®
direto Fezes: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene invA4 sem etapa de pré-enriquecimento
em tetrationato. 4. qPCR Tagman® tetrationato: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene inv4

com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato.
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TABELA 12. Distribuicido dos numeros de animais detectados como positivos para

Salmonella spp. de acordo com técnica de qPCR empregada, e classificados pela raga.

Raca qPCR SYBR® qPCRSYBR® | gqPCRTagman® | qPCR Tagman®
direto fezes! tetrationato? direto fezes® tetrationato®
Mangalarga Marchador 22 22 19 19
Quarto de Milha 9 9 7 10
Arabe 9 5 7 5
Brasileiro de Hipismo 6
Mangalarga 2 3 2 3
Total 48 45 40 44

1.gPCR SYBR® direto fezes: qPCR pelo método de corante fluorescente para o gene invA sem a etapa de
pré-enriquecimento em tetrationato. 2. qPCR SYBR® tetrationato: qPCR pelo método de corante
fluorescente para o gene inv4 com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato. 3. qPCR Tagman®
direto Fezes: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene invA4 sem etapa de pré-enriquecimento
em tetrationato. 4. qPCR Tagman® tetrationato: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene inv4
com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato. 5. qPCR Total: somatorio dos resultados positivos das
4 técnicas de qPCR em tempo real pelos métodos de corante fluorescente (SYBR® Green) e sonda

especifica (Tagman®) para o gene invA4 com e sem etapa de pré-enriquecimento em tetrationato.

Analisaremos os resultados de cada técnica de gPCR SYBR® e gPCR Tagman®
com ou sem o emprego de caldo de enriquecimento seletivo de tetrationato,
comparativamente aos resultados obtidos pela técnica de cultivo bacteriologico de fezes.

A técnica de gPCR SYBR® direto fezes identificou 21 animais dos 30 que foram
positivos no cultivo bacterioldgico. J4 a técnica qPCR SYBR® com tetrationato,
identificou 18 animais que foram positivos no cultivo bacteriologico (Tabela 14).
Houve concordancia nos resultados positivos de 15 animais nas técnicas de qPCR
SYBR® direto fezes e qPCR SYBR® com tetrationato e que também foram positivos no
cultivo. A qPCR SYBR® direto fezes identificou 6 animais que foram negativos na
qPCR SYBR® com tetrationato. Porém, a qQPCR SYBR® com tetrationato identificou
trés animais que ndo haviam sido identificados na qPCR SYBR® direto de fezes.

Os seis animais divergentes e que foram positivos na técnica de qPCR SYBR®
direto fezes eram cinco com diarreia ¢ um sem diarreia, sendo quatro fémeas e dois
machos, quanto a raca um animal era da raga Quarto de Milha, trés Arabes e dois
Mangalarga Marchador. Em relacdo a idade, trés animais tinham até 30 dias de idade,
dois animais tinham dois meses de idade e um animal tinha um més de idade.
Pertenciam a Propriedade 10 (n=1), Propriedade 11 (n=3), Propriedade 13 (n=1) e
Propriedade 22 (n=1).
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TABELA 13. Distribuicido dos numeros de animais detectados como positivos para
Salmonella spp. de acordo com técnica de qPCR empregada, e classificados pela

disposicao nas propriedades no momento da coleta da amostra de fezes.

Propriedades c!PCR SYBR® qPCR'SYBR® qP_CR Tagman® | gPCR Taqman®
direto fezes! tetrationato? direto fezes® tetrationato*
1 4 3 4 3
2 3 2 3 3
4 2 2 1 2
5 1 2 1 0
8 0 1 0 2
10 7 6 4 5
11 9 5 7 5
12 2 3 2 3
13 4 3 4 3
15 0 1 0 2
16 1 1 1 1
17 0 1 0 1
19 2 2 1 3
22 4 1 1 1
23 4 5 5 2
24 0 2 1 2
25 1 1 1 1
26 4 4 4 4
Total 48 45 40 44

1.gPCR SYBR® direto fezes: qPCR pelo método de corante fluorescente para o gene invA sem a etapa de
pré-enriquecimento em tetrationato. 2. qPCR SYBR® tetrationato: qPCR pelo método de corante
fluorescente para o gene invA com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato. 3. qPCR Tagman®
direto Fezes: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene inv4 sem etapa de pré-enriquecimento
em tetrationato. 4. qPCR Tagman® tetrationato: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene inv4

com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato.

Dos trés animais identificados na técnica de gPCR SYBR® com tetrationato,
dois animais pertenciam a Propriedade 24, tinham dez meses de idade, eram da raga
Quarto de Milha, sendo um com diarreia ¢ o outro sem diarreia. O outro animal era da
Propriedade 5, macho, com diarreia, da raga Mangalarga Marchador e possuia 4 meses
de idade.

Tanto a técnica qPCR SYBR® direto fezes quanto a qPCR SYBR® com
tetrationato identificaram 27 animais que foram negativos no cultivo bacteriologico

(Tabela 14). As duas técnicas apresentaram concordancia na identificagdo de 17 animais
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positivos nas duas técnicas, mas que apresentaram cultivo negativo. Porém, resultados
divergentes foram encontrados em dez animais que foram positivos na gPCR SYBR®
direto fezes e negativos na gPCR SYBR® com tetrationato e, em 10 animais que foram
positivos na qPCR SYBR® com tetrationato e negativos na qPCR SYBR® direto fezes.

Os 10 animais que foram positivos na qPCR SYBR® direto fezes eram seis
animais com diarreia e quatro sem diarreia. Quanto a idade: menos de 30 dias de vida
(n=5), um més de idade (n=1), dois meses de idade (n=1), trés meses de idade (n=3).
Quanto ao género eram quatro fémeas e seis machos, pertencentes a Propriedade 1
(n=1), Propriedade 2 (n=2), Propriedade 11 (n=2), Propriedade 10 (n=1), Propriedade
22 (n=2).

Os 10 animais que foram positivos na qPCR SYBR® com tetrationato eram
cinco sem diarreia e cinco com diarreia. Quanto a raga: Arabe (n=4), Mangalarga
Marchador (n=3), Quarto de Milha (n=2) e Mangalarga (n=1). Em relagdo a idade cinco
animais possuiam menos de 30 dias, trés animais tinham dois meses de idade e dois
animais tinham um més de idade. Quanto ao género eram cinco fémeas e trés machos.
Pertencentes a Propriedade 8 (n=1), Propriedade 11 (n=4), Propriedade 12 (n=1),
Propriedade 13 (n=1), Propriedade 15 (n=1), Propriedade 17 (n=1), Propriedade 23
(n=1).

A técnica de qPCR Tagman® direto das fezes identificou 19 animais que foram
positivos no cultivo bacteriologico, enquanto a qPCR Tagman® com tetrationato
identificou 18 animais que foram positivos no cultivo bacterioldgico (Tabela 14).

A gqPCR Tagman® direto fezes identificou dois animais que niio apresentaram
resultado positivo na gPCR Tagman® com tetrationato. Enquanto, a gPCR Tagman®
com tetrationato identificou dois animais que ndo foram positivos na qPCR Tagman®
direto fezes.

Os dois animais divergentes na qPCR Taqman® direto fezes pertenciam a duas
propriedades: Propriedade 13: animal com diarreia, até 30 dias de idade, macho, da raga
Mangalarga Marchador e Propriedade 11: animal com diarreia, fémea, com dois meses
de idade da raga Arabe. Os dois animais positivos na gPCR Tagman® com tetrationato
eram um animal da Propriedade 5: animal com diarreia, macho, da raca Mangalarga
Marchador, com quatro meses de idade e o outro animal da Propriedade 24: sem
diarreia, macho, da ra¢a Quarto de Milha com dez meses de idade.

A qPCR Tagman® direto fezes identificou 21 animais que foram negativos no

cultivo bacteriolégico e a gPCR Tagman® com tetrationato identificou 26 animais que
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tiveram resultado negativo no cultivo bacterioldgico (Tabela 14). Houve concordancia
nos resultados de 14 animais que foram identificados como positivos em ambas as
técnicas e que foram negativos no cultivo bacterioldgico. Resultados divergentes foram
encontrados em seis animais que foram positivos na qPCR Tagman® direto fezes e

negativos na qPCR Tagman® com tetrationato e, em 12 animais que foram positivos na

® ®

qPCR Tagman™ com tetrationato e que nao foram identificados na qPCR Tagman
direto fezes.

Os seis animais positivos na qPCR Tagman® direto fezes eram quatro com
diarreia e dois sem diarreia, trés fémeas e trés machos, quatro animais de até 30 dias de
idade, um animal com trés meses de idade e um animal com um més de idade. Quanto a
raca dois eram Mangalarga Marchador, trés Arabes e um Quarto de Milha. Pertencentes
a Propriedade 1 (n=1), Propriedade 2 (n=1), Propriedade 11 (n=3), Propriedade 23
(n=1).

® com tetrationato eram oito sem

Os 12 animais detectados pela qPCR Tagman
diarreia e quatro com diarreia. Quanto a raga: Mangalarga Marchador (n=4), Quarto de
Milha (3) Brasileiro de Hipismo (n=2), Arabe (n=2) e Mangalarga (n=1). Em relacio a
idade: menos de 30 dias (n=3), 1 més de idade (n=4), 2 meses de idade (n=5).
Pertencentes a Propriedade 4 (n=1), Propriedade 8 (n=2), Propriedade 10 (n=1),
Propriedade 11 (n=2), Propriedade 12 (n=1), Propriedade 15 (n=2), Propriedade 17
(n=1), Propriedade 19 (n=2).

Entre as técnicas qPCR SYBR® direto fezes e qPCR Tagman® direto fezes,
houve concordancia nos resultados de 17 animais que também apresentaram resultado
positivo no cultivo bacteriolégico. A gPCR SYBR® direto fezes identificou quatro
animais (animais n° 2,59,114,157) que ndo foram determinados na qPCR Taqman®
direto fezes. E a qPCR Taqman® direto fezes identificou dois (animais n° 56,168)
animais que ndo foram constatados na qPCR SYBR® Fezes.

Os quatro animais divergentes que foram positivos na técnica de gPCR SYBR®
direto fezes eram trés fémeas e um macho. Quanto a idade, dois animais possuiam até
30 dias de idade, um animal tinha um més de idade ¢ um animal com dois meses de
idade, sendo dois Arabes, um Mangalarga Marchador ¢ um Quarto de Milha.
Pertencentes a Propriedade 11 (n=2), Propriedade 10 (n=1) e Propriedade 22 (n=1). Os
dois animais que apresentaram resultados positivos na técnica de gPCR Tagman® direto

fezes pertenciam a Propriedade 24: animal com diarreia, macho, Quarto de Milha com
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dez meses de idade. Propriedade 2: animal com diarreia, macho, da raga Quarto de
Milha, com dois meses de idade.

A qPCR SYBR® com tetrationato e a qPCR Taqman® com tetrationato
apresentaram concordancia nos resultados de 17 animais que exibiram resultado
positivo no cultivo bacteriologico. A qPCR SYBR® com tetrationato identificou um
animal pertencente a Propriedade 23, fémea, com diarreia, Mangalarga Marchador com
até 30 dias de idade, que ndo foi constatado na qPCR Tagman® com tetrationato. Assim
como a qPCR Tagman® com tetrationato identificou um animal da Propriedade 2,
macho, Quarto de Milha, com diarreia com dois meses de idade, que nao foi
determinado como positivo na qPCR SYBR® com tetrationato.

A gPCR SYBR® direto fezes e qPCR Tagman® direto fezes apresentaram
concordancia no resultado de 18 animais que obtiveram resultado positivo em ambas as
técnicas e resultados negativos no cultivo bacteriologico. A qPCR SYBR® direto fezes
identificou nove animais que ndo foram detectados na qPCR Tagman® direto fezes.
Sendo seis animais com diarreia e trés sem diarreia, quatro fémeas e cinco machos.
Quanto a raga, quatro animais eram Mangalarga Marchador, trés animais da raca Quarto
de Milha, um Arabe e um Brasileiro de Hipismo. Em relagdo a idade dois animais
tinham até 30 dias de idade, trés animais tinham um més de idade (n=3), trés animais
tinham dois meses de idade (n=3) e dois animais possuiam trés meses de idade (n=2).

A gPCR Tagman® direto fezes identificou dois animais que ndo foram
detectados na qPCR SYBR® direto fezes, sendo um animal pertencente a Propriedade
23, com diarreia, fémea, Mangalarga Marchador, com até 30 dias de idade. E o outro
animal da Propriedade 11, sem diarreia, macho, Arabe, com até 30 dias de idade.

As duas técnicas gPCR SYBR® com tetrationato ¢ a qPCR Tagqman® com
tetrationato identificaram 21 animais que que obtiveram resultado positivo em ambas as
técnicas e resultados negativos no cultivo bacteriolégico. A qPCR SYBR® com
tetrationato identificou seis animais que niio foram constatados na qPCR Tagman® com
tetrationato, sendo todos animais com diarreia, trés fémeas e trés machos. Quanto a
raga, quatro animais eram Mangalarga Marchador, um Brasileiro de Hipismo ¢ um
Arabe. Em relagdo a idade, trés animais possuiam até 30 dias de idade, dois animais
com um més de idade e um animal com dois meses de idade. Pertencentes a cinco
Propriedades: Propriedade 1 (n=1), Propriedade 10 (n=1), Propriedade 11 (n=I1),
Propriedade 19 (n=1), Propriedade 23 (n=2). A gPCR Tagman® com tetrationato por sua

vez, identificou cinco animais que ndo foram determinados na qPCR SYBR® com
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tetrationato. Sendo trés animais sem diarreia e dois com diarreia, quatro fémeas e um
macho. Em relagdo a raga, dois animais eram da raca Brasileiro de Hipismo, dois
Mangalarga Marchador e um Quarto de Milha. Em relagdo a idade, dois animais tinham
até 30 dias de idade, um animal com um més de idade, dois animais com dois meses de
idade. Pertencentes a trés propriedades: Propriedade 1 (n=1), Propriedade 8 (n=1),
Propriedade 15 (n=1), Propriedade 19 (n=2).

Resultados de qPCR negativo e cultivo bacterioldgico positivo foram
encontrados nas quatro técnicas, porém a técnica gPCR® direto fezes foi a que obteve
menores resultados (n=9) comparada as demais técnicas de qPCR SYBR® com
tetrationato (n=12), qPCR Taqman® direto fezes (n=11) e gPCR Tagman® com
tetrationato (n=12) (Tabela 14).

Os nove animais negativos na gPCR SYBR® direto fezes e positivos no cultivo
bacterioloégico eram cinco animais com diarreia e quatro sem diarreia, sendo quatro
fémeas e cinco machos. Quanto a raga, dois animais eram Mangalarga Marchador, trés
animais Quarto de Milha e 4 animais da raga Arabe. Quanto a idade um animal tinha até
30 dias de idade, trés animais possuiam um més de idade, um animal tinha dois meses
de idade, um animal com quatro meses de idade, dois animais com dez meses de idade e
um animal possuia 12 meses de idade. Sendo assim distribuidos entre as Propriedades:
Propriedade 2 (n=1), Propriedade 5 (n=1), Propriedade 11 (n=4), Propriedade 18 (n=1),
Propriedade 24 (n=2) (Tabela 15).

J4 os 12 animais negativos na gPCR SYBR® com tetrationato e positivos no
cultivo bacterioldgico eram oito animais com diarreia e quatro animais sem diarreia,
sendo quatro machos e oito fémeas. Quanto a raga, sete animais eram da raga Arabe,
trés Mangalarga Marchador e dois Quarto de Milha. Em relacao a idade quatro animais
tinham até 30 dias de idade, quatro animais com um més de idade, trés animais com
dois meses de idade e um animal com 12 meses de idade. Os animais apresentaram a
seguinte distribuicdo entre as Propriedades: Propriedade 2 (n=1), Propriedade 10 (n=1),
Propriedade 11 (n=7), Propriedade 13 (n=1), Propriedade 18 (n=1), Propriedade 22
(n=1) (Tabela 15).

Os 11 animais negativos na qPCR Tagman® direto fezes e positivos no cultivo
bacteriologico eram seis com diarreia e cinco sem diarreia, sendo quatro machos sete
fémeas. Quanto a raca, dois eram da raga Quarto de Milha, trés Mangalarga Marchador,
seis Arabes. Em relagdo a faixa etaria trés animais tinham até 30 dias de idade, quatro

animais possuiam um més de idade, um animal tinha dois meses de idade, um animal
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tinha dez meses de idade e um animal com 12 meses de idade. A distribuicdo dos
animais entre as propriedades foi: Propriedade 5 (n=1), Propriedade 10 (n=1),
Propriedade 11 (n=6), Propriedade 18 (n=1), Propriedade 22 (n=1), Propriedade 24
(n=1) (Tabela 15).

Os 12 animais negativos na qPCR Tagman® com tetrationato e positivos no cultivo
bacteriologico eram oito com diarreia e quatro sem diarreia, sendo trés machos e nove
fémeas. Em relacio a raca, sete animais eram Arabes, quatro animais Mangalarga
Marchador ¢ um animal da raga Quarto de Milha. Com relagdo a faixa etaria cinco
animais tinham até 30 dias de idade, quatro animais tinham um més de idade, dois
animais com dois meses de idade e um animal possuia 12 meses de idade. A
distribuicdo dos animais nas propriedades foi: Propriedade 11 (n=7), Propriedade 13
(n=1), Propriedade 18 (n=1), Propriedade 22 (n=1), Propriedade 23 (n=1) (Tabela 15).

A distribuicao dos sorovares nao identificados, de acordo com a técnica de
qPCR utilizada pode ser visualizada na Tabela 16.

A distribuicdo dos animais positivos para Salmonella spp. de acordo com a
técnica utilizada para diagnostico e classificacdo segundo a administragdo de
antimicrobianos em periodo anterior a coleta das amostras pode ser visualizada na
Tabela 17. Houve superior deteccao de Salmonella spp. em animais tratados com
antimicrobianos em periodo anterior a amostragem na técnica de gPCR Tagman® fezes
e QPCR SYBR® tetrationato. Na técnica de gPCR Tagman® tetrationato houve superior
deteccao de Salmonmella spp. em animais que nao receberam antibioticoterapia.
Enquanto que na técnica de gPCR SYBR® direto fezes 0 mesmo nimero de animais

tratados e ndo tratados com antimicrobianos foi identificado.
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TABELA 14. Distribuicdo dos numeros de animais classificados de acordo com os

resultados obtidos nas técnicas de qPCR e cultivo bacteriolégico.

Cultivo Cultivo Total
Bacterioldgico (+) | Bacterioldgico (-)

gPCR total (+) 25 41 66
gPCR total (-) 5 129 134
gPCR SYBR® direto fezes (+) 21 27 48
gPCR SYBR® direto fezes (-) 9 143 152
gPCR SYBR® tetrationato (+) 18 27 45
gPCR SYBR® tetrationato (-) 12 143 155
gPCR Tagman® direto fezes (+) 19 21 40
gPCR Tagman® direto fezes (-) 11 149 160
gPCR Tagman® tetrationato (+) 18 26 44
gPCR Tagman® tetrationato (-) 12 144 156

qPCR total (+): somatério dos resultados positivos das 4 técnicas de qPCR pelos métodos de corante
fluorescente (SYBR® Green) e sonda especifica (Taqgman®) para o gene inv4 com e sem etapa de pré-
enriquecimento em tetrationato. qPCR total (-): somatdrio dos resultados negativos das 4 técnicas de
gPCR pelos métodos de corante fluorescente (SYBR® Green) e sonda especifica (Tagman®) para o gene
invA com e sem etapa de pré-enriquecimento em tetrationato. qPCR SYBR® direto fezes (+): resultados
positivos na técnica de qPCR pelo método de corante fluorescente para o gene invA sem a etapa de pré-
enriquecimento em tetrationato. qPCR SYBR® direto fezes (-): resultados negativos na técnica de qPCR
pelo método de corante fluorescente para o gene invA4 sem a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato.
qPCR SYBR® tetrationato (+): resultados positivos na técnica de qPCR pelo método de corante
fluorescente para o gene inv4d com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato. qPCR SYBR®
tetrationato (-): resultados negativos na técnica de qPCR pelo método de corante fluorescente para o
gene /nvA com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato. qPCR Taqman® direto fezes (+):
resultados positivos na técnica de qPCR pelo método de sonda especifica para o gene invA4 sem ctapa de
pré-enriquecimento em tetrationato. qPCR Taqman® direto fezes (-): resultados negativos na técnica de
qPCR pelo método de sonda especifica para o gene inv4d sem etapa de pré-enriquecimento em
tetrationato. qPCR Taqman® tetrationato (+): resultados positivos na técnica de qPCR pelo método de

sonda especifica para o gene inv4 com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato. qPCR Taqman®

tetrationato (-): resultados negativos na técnica de qPCR pelo método de sonda especifica para o gene
invA com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato. Cultive bacteriologico (+): resultados positivos
para Salmonella spp. no cultivo bacteriologico de fezes. Cultivo bacterioldgico (-): resultados negativos
para Salmonella spp. no cultivo bacteriologico de fezes. Total: somatério dos resultados positivos e

negativos para Salmonella spp. no cultivo bacteriologico de fezes.
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4366  TABELA 15. Caracteristicas epidemioldgicas dos animais identificados como negativos
4367 na técnica de qPCR e que obtiveram resultado positivo para Salmonella spp. no cultivo
4368 bacteriolégico. Botucatu,2021
. Idade . Status Resultado Negativo
P R G
ropriedade (meses) aca énero Satide qPCR Sorovar
Com SYBR® tetrationato
22 2 QM M diarreia Tagman® direto fezes S. Infantis
Tagman® tetrationato
Com ® . .
23 0 MM F diarreia Tagman™ tetrationato S.I.4,5,12:i:-
SYBR® direto fezes,
Com SYBR® tetrationato
18 12 MM F diarreia | Tagman® direto fezes 3. Cerro
Tagman tetrationato
Com SYBR® direto fezes, )
2 2 aMm M diarreia | SYBR® tetrationato 5. Give
Com SYBR® tetrationato
10 0 MM F diarreia Tagman® tetrationato S. Minnesota
Tagman® direto fezes
Com SYBR® tetrationato .
13 2 MM F diarreia | Tagman® tetrationato S. Infantis
SYBR® direto fezes
1 0 ARB . Com SYBR® tetrationato S Minnesota
diarreia | Tagman® direto fezes ’
Tagman® tetrationato
SYBR® direto fezes
Sem SYBR® tetrationato )
11 ! ARB F diarreia | Tagman® direto fezes Sl 4,5,12:1:-
Tagman®tetrationato
Sem SYBR® tetrationato
11 1 ARB F diarreia Tagman® direto fezes S. Oranienburg
Tagman® tetrationato
SYBR® direto fezes
1 1 ARB M Sem SYBR® tetrationato S Anatum
diarreia | Tagman® direto fezes ’
Tagman® tetrationato
SYBR® direto fezes
Sem SYBR® tetrationato
11 ! ARB F diarreia | Tagman® direto fezes 3 Anatum
Tagman® tetrationato
< 4 MM M Com SYBR® direto fezes S Infantis
diarreia | Tagman® direto fezes '
Com SYBR® tetrationato
11 0 ARB F diarreia Tagman® direto fezes S. Minnesota
Tagman® tetrationato
1 0 ARB M Com SYBR® tetrationato S Minnesota
diarreia | Tagman® tetrationato ’
24 10 aM M 'Com' SYBR® direto fezes > entgrlca subsp
diarreia enterica 4,12:d:-
Com SYBR® direto fezes S. enterica subsp
24 10 oM M diarreia | Tagman® direto fezes enterica 4,12:d:-
4369 QM: Quarto de Milha, ARB: Arabe, MM: Mangalarga Marchador. F: Fémea, M: Macho
4370
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TABELA 16. Distribuicao dos sorovares classificados como negativos para Salmonella

spp. de acordo com técnica de qPCR empregada. Botucatu, 2021.

qPCR SYBR® qPCR SYBR® qPCR Tagman® qPCR Tagman’
direto fezes!? tetrationato? direto fezes? tetrationato*
S. Cerro S. Cerro S. Cerro S. Cerro
S. Give S. Give - -

S. Minnesota S. Minnesota S. Minnesota S. Minnesota
S.I.4,5,12:i:- S.1.4,5,12:i:- S.1.4,5,12:i:- S.1.4,5,12:i:-
S. Anatum S. Anatum S. Anatum S. Anatum
S. Infantis S. Infantis S. Infantis S. Infantis

S. enterica subsp
enterica 4,12:d:-

S. enterica subsp
enterica 4,12:d:-

S. Oranienburg

S. Oranienburg

S. Oranienburg

1.gPCR SYBR® direto fezes: qPCR pelo método de corante fluorescente para o gene invA sem a etapa de
pré-enriquecimento em tetrationato. 2. qPCR SYBR® tetrationato: qPCR pelo método de corante
fluorescente para o gene invA com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato. 3. qPCR Tagman®
direto Fezes: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene invA4 sem etapa de pré-enriquecimento
em tetrationato. 4. qPCR Tagman® tetrationato: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene inv4

com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato.

TABELA 17. Distribuicdo dos numeros de animais detectados como positivos para
Salmonella spp. de acordo com a técnica de qPCR empregada no diagndstico e
classificados segundo a instituicio de antibioticoterapia em momento anterior a coleta

da amostra.

Antibioticoterapia | QPCRSYBR® | GPCRSYBR® | gPCR Tagman® | qPCR Tagman" Cultivo
direto fezes! | tetrationato? | direto fezes® | tetrationato? | Bacterioldgico
Tratados 24 (50%) 23 (51,1%) 22 (55%) 20 (45,45%) 16 (53,3%)
N3o Tratados 24 (50%) | 22(48,9) 18 (45%) | 24 (54,54%) | 14 (46,7%)
Total 48 45 40 44 30

1.qPCR SYBR® direto fezes: qPCR pelo método de corante fluorescente para o gene inv4 sem a etapa de
pré-enriquecimento em tetrationato. 2. qPCR SYBR® tetrationato: qPCR pelo método de corante
fluorescente para o gene inv4 com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato. 3. qPCR Tagman®
direto Fezes: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene invA4 sem etapa de pré-enriquecimento
em tetrationato. 4. qPCR Tagman® tetrationato: qPCR pelo método de sonda especifica para o gene inv4

com a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato.
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6. DISCUSSAO

Os resultados do cultivo bacterioldgico identificaram 15% de isolamento de
Salmonella spp. nas fezes dos animais amostrados. Estudos realizados somente com a
participacdo de potros com diarreia identificaram isolamento de Salmonella spp. em
12% dos animais avaliados nos Estados Unidos (Frederick et al., 2009) ¢ de 17,9% no
Paquistdao (Haq et al., 2018). Resultados inferiores foram encontrados em estudos
realizados em potros com e sem diarreia no Reino Unido com 0,1% (Browning et al.,
1991) e 3% (Netherwood et al., 1996) de isolamento, Trinidad e Tobago
com 4,4% (Harris et al., 2012) e Estados Unidos com 8% (Slovis et al., 2014) de
isolamento. No Iraque houve 3,1% de isolamento de Salmonella spp. em equinos de
idades variadas com e sem diarreia (Hamzah et al., 2013). Resultados superiores foram
encontrados no Brasil com 25% de isolamento em potros com diarreia (Olivo et al.,
2016).

No nosso estudo houve maior frequéncia de isolamento de Salmonella spp. em
animais com diarreia (21%) quando comparado aos animais sem diarreia (9%), o que foi
observado em outros estudos conduzidos no Iraque com 33,3% de isolamento de
Salmonella spp. em animais com diarreia e 2% em potros saudaveis (Hamzah et al.,
2013), no Brasil com 25% de isolamento em animais doentes € 7% em animais sadios
(Olivo et al., 2016), Estados Unidos com 8% de isolamento dos potros com diarreia e
0% de isolamento em equinos sem diarreia (Slovis et al., 2014), Reino Unido que
identificou 2% de isolamento em animais com diarreia e 1% de isolamento de
Salmonella spp. em potros sadios que ndo possuiam contato com potros diarreicos
(Netherwood et al., 1996).

Caracteristicas fenotipicas de resisténcia aos antimicrobinaos foram observadas
em 53,3% dos isolados do presente estudo. Sendo verificada elevada resisténcia aos
antimicrobianos das classes dos B-lactdmicos, sulfonamidas, anfenicdis, tetraciclinas e
aminoglicosideos corroborando com os ultimos painéis relativos a utilizacdo mundial de
antimicrobianos que evidenciam as tetraciclinas, penicilinas, macrolideos,
sulfonamidas, aminoglicosideos e anfenic6is como sendo os principais antimicrobianos
utilizados em animais de producdo e, a presenca de elevada resisténcia aos
antimicrobianos comumente utilizados para o tratamento de infec¢des clinicas nesses

animais (OIE, 2018, USDA APHIS- 2019, ESVAC, 2019).
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Outros autores demonstraram a tendéncia de aumento de resisténcia aos
farmacos comumente utilizados no tratamento das infecgdes por Salmonella spp. em
equinos (Leon et al., 2018).

Os equinos apresentam maior probabilidade de adquirirem isolados de
Salmonella spp. com caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos (Rivera et al.,
2021). Sendo assim, maiores indices de resisténcia nesta espécie podem ser observados,
o que foi confirmado em nosso estudo. Resultados semelhantes também foram
encontrados em equinos hospitalizados nos Estados Unidos (Dallap Schaer et al., 2010;
Cummings et al., 2016; Leon et al., 2018), Holanda (Duijkeren et al., 2002), Australia
(Amavisit et al., 2001) e Chile (Soza-Ossandon et al., 2020; Rivera et al., 2021) que
revelaram elevada resisténcia aos antimicrobianos das classes dos [B- lactimicos,
aminoglicosideos, sulfonamidas, tetraciclinas, anfenicois e quinolonas. Assim como em
equinos doentes no Brasil (Ferreira et al., 2019; Oliveira et al., 2019), Estados Unidos
(Donahue et al., 1986; Dargatz et al., 2004) e no Paquistdo (Haq et al., 2018) que
revelaram elevada resisténcia aos antimicrobianos das classes dos - lactimicos,
aminoglicosideos,  sulfonamidas, quinolonas, tetraciclinas, lincosamidas e
fluorquinolonas.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saiude e a Agéncia de Medicina Europeia
(EMA), as cefalosporinas de 3% e 4* geracdo, polimixinas, quinolonas e fluorquinolonas
sdo listadas como antimicrobianos criticamente importantes em medicina humana ¢ a
utilizagao em animais deve ser restringida a fim de se mitigar os riscos a saude publica.

Assim como no presente estudo, resisténcia as cefalosporinas de terceira geracao
também foram descritas em isolados de equinos com Salmonelose (Hartmann et al.,
1995; Dargatz et al., 2004; Ward et al., 2005; Dunowska et al., 2007; Singh et al., 2007;
Singh et al., 2009; Dallap Schaer et al., 2010; Cummings et al., 2016; Haq et al., 2018).

Pansusceptibilidade foi encontrada em 40% dos nossos isolados, resultado
semelhante ao estudo conduzido nos Estados Unidos que encontrou 40,9% de isolados
de Salmonella spp. pansusceptiveis em equinos (Cummings et al., 2016). Resultados
superiores de pansusceptibilidade foram encontrados em estudos conduzidos no Reino
Unido que revelaram 55% a 77% (Martelli et al., 2019), nos Estados Unidos com 85,9%
(Leon et al., 2018). Porém, resultados inferiores de pansusceptibilidade foram descritos
na Holanda com 32% (Duijkeren et al., 2002) e no Chile, com apenas 9% de isolados

pansusceptiveis (Soza-Ossandon et al., 2020).
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Todos os 30 isolados de Salmonella spp. foram 100% susceptiveis aos
antimicrobianos aztreonan e imipenem. Estudos em equinos também demonstraram
elevada sensibilidade dos isolados de Salmonella spp. ao imipenem (Dargatz et al.,
2004; Dallap Schaer et al., 2010; Cummings et al., 2016).

Esse resultado ¢ importante uma vez que os carbapenémicos sao os fairmacos de
eleicdo no tratamento de casos graves de infec¢des causadas por cepas multirresistentes,
porém representam hoje as tltimas opg¢des para tratamento, devendo seu uso ser restrito
ao ambiente hospitalar. A auséncia de novos antimicrobianos contra as bactérias gram-
negativas e o surgimento de mecanismos de resisténcia que eliminam as opg¢des
terapéuticas disponiveis para o tratamento das doengas infecciosas causadas por
enterobactérias sdo as causas de um grave problema de saide publica no ambito
mundial, sendo assim, ¢ fundamental ressaltar, que o uso de qualquer antimicrobiano
deve ser racional, dando-se preferéncia, sempre que possivel, a firmacos com espectro
de acdo mais restrito, que sejam eficazes contra os patdgenos responsaveis pela infecgdo
(AVMA, 2020).

O estudo identificou 13 isolados multirresistentes (43,3%). Resultado
semelhante em equinos foi encontrado no Chile com 45,45% de isolados
multirresistentes  (Soza-Ossandon et al., 2020). Resultados superiores de
multirresisténcia na espécie equina foram encontrados nos Estados Unidos com 57% de
isolados multirresistentes (Cummings et al., 2016) e na India com 97% (Sing et al.,
2007) e 75,7% de multirresisténcia (Singh et al., 2009). Resultados inferiores em
equinos foram encontrados na Holanda com 13% de multirresisténcia (Duijkeren et al.,
2002) e nos Estados Unidos onde 10,2% dos isolados foram multirresistentes (Leon et
al., 2018).

Dos isolados multirresistentes do presente estudo, 57,14% (12/21) foram
encontrados em animais com diarreia. Resultado semelhante ao encontrado em estudo
que relevou a presenca de 57% e 45,45% de isolados de Salmonella spp.
multirresistentes em equinos hospitalizados nos EUA (Cummings et al., 2016) e no
Chile (Soza-Ossodon et al., 2020), respectivamente.

Embora os isolados multirresistentes sejam comumente relatados em animais
doentes e hospitalizados, eles também podem ocorrer em menor frequéncia em animais
sadios (Donahue et al., 1986; Schott et al., 2001; Ward et al., 2005; Dallap et al., 2010;
Cummings et al., 20116).
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O presente estudo identificou 1 isolado (11,11% n=9) de animal sadio
multirresistente pertencente ao sorovar S.I. 4,5,12:i:-. Estudos realizados na India
evidenciaram taxas mais elevadas de 97% (Singh et al., 2007) e 75,7% (Singh et al.,
2009) de isolados multirresistentes em animais sadios. Porém, estudo amplo realizado
nos Estados Unidos demonstrou menos de 5% dos isolados de Salmonella spp. da
populacdo geral de equinos sadios resistentes aos antimicrobianos testados (Traub-
Dargatz et al., 2000).

Outro resultado importante, foi o encontro de 33,3% isolados de Sa/monella spp.
detentores de genes produtores de enzimas P-lactamases, sendo 1 isolado (3,33%)
detentor do gene blactx-m produtor de B-Lactamases de espectro estendido (ESBL) e 9
isolados (30%) detentores do gene blacmy-2, produtores de B-Lactamases do tipo AmpC.
Embora a producao de ESBL ¢ AmpC seja encontrada em todo o mundo, informagdes
sobre a producdo dessas enzimas por Salmonella spp. em equinos sdo escassas, sendo
obtidas de animais hospitalizados ou clinicamente doentes (Ward et al., 2005; Weese et
al., 2009; Dierikx et al., 2012; Leon et al., 2018; Dor et al., 2020).

Todos os isolados produtores de B-lactamases foram originarios de animais que
apresentavam diarreia. Além do sorovar S. Newport ja descrito em equinos como
detentor do gene blacmy-2, encontramos também outros sorovares que apresentaram
genes de resisténcia que ndo possuem descrigdo em equinos, como S. Give, S.
Minessota; S. Infantis e S. Oranienburg (Rankin et al., 2005; Ward et al., 2005; Dallap
Schaer et al., 2010; Dominguez et al., 2015; Leon et al., 2018). No Brasil, hd apenas
relatos de Salmonella spp. produtoras de AmpC e ESBL em ambiente hospitalar, seres
humanos e alimentos, principalmente carne de frango (Botelho et al. 2015; Ziech et al.,
2016; Souza et al., 2020). Desta forma, embora a produ¢ao de AmpC e ESBL tenha sido
encontrada em seres humanos e animais em diversos paises, isolados em equinos sao
escassos € nao haviam sido previamente reportados em nosso pais.

A presenga de B-Lactamases do tipo AmpC estd frequentemente associada a
multirresisténcia (Bauernfeind et al. 1996, Thomson 2001, Nordmann & Mammeri
2007, Al-Bayssari et al. 2015; Santiago et al., 2016) o que foi confirmado em nosso
estudo no qual 100% dos isolados produtores de B-Lactamases do tipo AmpC foram
multirresistentes.

Os resultados demonstraram que 90% dos isolados produtores de B-Lactamases
foram encontrados em animais com até 2 meses de idade, sendo 50% dos isolados

encontrados em animais com até 30 dias de idade, demonstrando elevada
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susceptibilidade dessa categoria a salmonelose, destacando a gravidade clinica desse
patdgeno na satide dos potros, assim como observado no estudo realizado em Israel
(Dor et al., 2020). Podendo a presenga desses genes de resisténcia resultar em falha no
tratamento (Leon et al., 2018).

O uso prévio de antimicrobianos ¢ implicado como um fator de risco para o
aumento de susceptibilidade dos animais as infecgdes por Salmonella spp. (Ikeda e
Hirsch, 1985; Traub-Dargatz e Dargatz, 2009). Em nosso estudo, 59% dos animais com
diarreia foram tratados com antimicrobianos de forma empirica antes da coleta das
amostras, sendo o maior indice de resisténcia aos antimicrobianos encontrado nesta
categoria. A pressdo de sele¢do causada pelo uso indiscriminado de antimicrobianos ¢
uma das principais causas da emergéncia e disseminacao de multirresisténcia (Weese et
al., 2009 Traub-Dargatz e Dargatz, 2009).

A presenca de maiores indices de resisténcia em animais previamente tratados
com antimicrobianos demonstra a importancia da antibioticoterapia no processo de
pressdo de selecdo exercida na populacdo de enterobactérias enfatizando a relevancia do
uso racional de antimicrobianos (Ikeda e Hirsch, 1985; Traub-Dargatz e Dargatz, 2009).

Ha mais relatos de ocorréncia de multirresisténcia entre os sorovares causadores
de doengas clinicas (Cummings et al.,2016). Sorovares resistentes aos antimicrobianos
causam infecgdes mais severas, aumentam o risco de falha terapéutica e limitam as
opgoes de tratamento. Fato que aumenta o risco de insucesso no tratamento dos animais
e seres humanos, representando grande preocupacao para a saude publica, uma vez que
grande parte dos isolados de Salmonella spp. multirresistentes em seres humanos
apresentam origem animal (Freitas Neto et al., 2010; Cummings et al., 2016; Pan et al.,
2018; Naberhaus et al., 2019; Soza-Ossandon et al.,2020; Rivera et al., 2021).

A infecgdo por um isolado resistente em equinos € mais provavel de resultar em
hospitaliza¢do e morte do que a infec¢do por um isolado pansusceptivel (Cummings et
al., 2016).

Estudo realizado no Reino Unido, associou o isolamento de Salmonella spp. nos
animais a elevada taxa de mortalidade (Netherwood et al., 1996). No Brasil o
isolamento da Sal/monella spp. foi identificada em sete dos oito animais que vieram a
obito durante o estudo (Olivo et al., 2016). Porém, essa associagdo nao ¢ uniformemente
observada (Frederick et al., 2009). Nosso estudo identificou 10% de mortalidade nos
animais nos quais Salmonella spp. foi isolada no cultivo bacteriologico das fezes (n=

3/30). Nesses animais foram identificados os sorovares S. Minessota, S. Infantis, S.
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enterica subsp enterica 4,12:d:-. Resultado semelhante ao estudo realizado no Chile
durante um surto por S. Typhimurium em potros desmamados que reportou 13% de
mortalidade dos animais (Soza-Ossandon et al., 2018).

A susceptibilidade dos equinos a infec¢do e a gravidade da doenga esta em parte
relacionada ao sorovar envolvido (Walker et al., 1991). Estudos demonstram que os
sorovares que causam doenca clinica nos animais sdo diferentes dos sorovares presentes
na populacdo geral de equinos (Traub-Dargatz et al., 2000).

Os sorovares de Salmonella spp. apesar de serem geneticamente relacionados,
diferem significativamente no seu potencial patogé€nico, apresentando diferengas na
gravidade da doenga clinica nos animais afetados (Traub-Dargatz et al., 2000; Schott et
al., 2001; Ward et al., 2005; Soza-Ossandon et al., 2020).

Uma caracteristica do nosso estudo foi a auséncia de isolamento do sorovar S.
Typhimurium. Em equinos, o sorovar S. Typhimurium ¢ descrito como altamente
patogénico sendo responsavel por severos sinais clinicos com elevadas taxas de
mortalidade nos animais afetados (Traub-Dargatz et al., 2000; Schott et al., 2001; Ward
et al., 2005; Soza-Ossandon et al., 2020).

A sorotipificacdo e testes de sensibilidade aos antimicrobianos revelaram a
ocorréncia de 13 diferentes sorovares de Sa/monella spp. (S. Infantis, S. Minnesota, S.I.
4,5,12:1:-, S. enterica subsp enterica 6,8:-:-, S. Minnesota, S. Oranienburg, S. Newport,
S. Anatum, S. IIIb 61:c:z35, S.1.:09:-:1,5, S. Braenderup, S. enterica subsp enterica
4,12:d:-, S. Cerro e S. Give) com 15 diferentes perfis fenotipicos de resisténcia aos
antimicrobianos.

A faceta mais importante do ponto de vista epidemioldgico residiu na incidéncia
de sorovares comuns em processos entéricos humanos como S. Infantis, S. Newport, S.
I 1,4,5,12:1:-. O estudo identificou sorovares ja descritos em equinos como S. Infantis S.
Typhimurium monofésica S. I 1,4,[5],12:i:- S. Anatum S. Oranienburg, S. Give, S.
Newport S. Cerro. Por outro lado, houve a identificacdo dos sorovares S. enterica subsp
enterica 4,12:d:-, S. enterica subsp. enterica S.1.09:-:1,5, S. enterica subsp. diarizonae
S. IIIb 61:c:z35 e S. enterica subsp enterica 6,8:-:-, que de acordo com a literatura
compilada, ndo possuem descri¢ao na espécie equina sendo mencionados pela primeira
vez no contexto da populagdo equina no Brasil e cuja patogenicidade nessa espécie €
desconhecida (Hofer et al., 2000;, Dunowska et al., 2007; Singh et al., 2007; Singh et
al., 2009; Ribeiro et al., 2010; Dallap Schaer et al., 2010; Ribeiro et al., 2010; Harris et
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al., 2012; Juffo et al., 2016; Olivo et al., 2016; Cummings et al., 2016; Haq et al., 2018;
Leon et al., 2018; Martelli ¢ al., 2019; Soza-Ossadon, 2020; Rivera et al., 2021).

S. Infantis foi o que apresentou maior frequéncia de isolamento (26,6%) no
estudo. Em equinos o sorovar foi descrito em animais hospitalizados (Dunowska et al,
2007; Leon et al., 2018; Soza-Ossadon et al., 2020). A taxa de isolamento em equinos
nos Estados Unidos foi 8,4% (Leon et al., 2018) e no Reino Unido de 7,7% (APHA,
2020). Assim como descrito em seres humanos e, em equinos hospitalizados, nossos
isolados também apresentaram elevada resisténcia aos antimicrobianos sulfametoxazol
+ trimetoprima, estreptomicina, tetraciclina além de elevada resisténcia aos J-
lactamicos (ampicilina, cefazolina, cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima), gentamicina,
sulfadiazina e cloranfenicol (Hindermann et al., 2017; Ferrari et al., 2019). Todos os
isolados do sorovar S. Infantis foram multirresistentes e produtores de AmpC. S.
Infantis € o quarto principal causador de salmonelose nos seres humanos na Europa,
sendo as aves e suinos os principais reservatorios (Hindermann et al., 2017; Ferrari et
al., 2019).

S.11,4,5,12:1:- foi o terceiro sorovar mais isolado em nosso estudo (10%). Nos
Estados Unidos foi responsavel por apenas 0,39% (n=1) dos isolamentos em equinos
(Leon et al., 2018). Ja no Reino Unido, houve pico de incidéncia durante os anos de
2013 e 2014 com 45,1 % a 27,8% do total de isolados de salmonelose em equinos
respectivamente (Martelli et al., 2019). Porém, entre os anos de 2015 a 2019, houve
queda da incidéncia nos equinos variando de 10,6% no ano de 2015 a 4,7% no ano de
2019 (APHA, 2020). No Brasil, este sorovar foi identificado em potro de um més de
idade que apresentava quadro de enterite (Ribeiro et al., 2010). S.I 1,4,5,12:i:- ¢ um
sorovar emergente que apresentou um aumento consideravel de casos em seres humanos
ao redor do mundo nos ultimos 10 anos, sendo frequentemente associado a infecgdes
alimentares na Europa, América do Norte, América do Sul e Oceania (Tavechio et al.,
2004; Naberhaus et al., 2019; Soyer et al., 2020). Constitui-se também como um
sorovar emergente e de elevada importancia em suinos, bovinos e aves (Tavechio et al.,
2004; Soyer et al., 2020).

O S. Newport foi o quinto (3,3%) sorovar mais isolado em nosso estudo.
Diversos estudos demonstram a presenca do sorovar S. Newport na espécie equina
(Castor et al., 1989; Singh et al., 2007; Singh et al., 2009; Dallap Schaer et al., 2010;
Cummings et al., 2016; Olivo et al., 2016; Haq et al., 2018; Leon et al., 2018; Martelli

et al., 2019). Nos Estados Unidos, o sorovar S. Newport caracteriza-se com um dos
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principais sorovares em equinos com 18,04% (Leon et al., 2018) e 27,3% de isolamento
(Cummings et al., 2016) e no Reino Unido foi responsavel por 9,5% dos isolamentos
em equinos no ano de 2019 (APHA, 2020). No Brasil, estudos apontam diferentes
indices de prevaléncia variando de 1,69% em carcagas de equinos (Hofer et al., 2000),
1,66% em potros sem diarreia (Olivo et al., 2016) e 33,3% em potros com enterite
(Ribeiro et al., 2010). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude ¢ um dos sorovares
mais prevalentes em seres humanos ao redor do mundo (Pan et al., 2018; Ferrari et al.,
2019).

O isolamento de Salmonella spp., em 9 animais sem diarreia, sendo um isolado
multirresistente, comprova a importancia dos animais portadores assintomaticos na
epidemiologia da doenga promovendo a manutencdo e disseminagdo da bactéria no
ambiente com caracteristicas de resisténcia. Grande parte dos haras amostrados nao
realizam o isolamento dos animais doentes, sendo assim, muitos dos animais
considerados sadios apresentavam contato com os animais doentes, fato que aumenta o
risco de disseminacdo do agente infeccioso na populagdo, podendo contribuir para a
presenca de isolados com caracteristicas de resisténcia nos animais sadios do estudo,
além de dificultar a implementacdo de praticas sanitarias adequadas de controle da
infeccao

De acordo com os nossos resultados, os antimicrobianos que apresentaram
menores indices de resisténcia foram amicacina, ceftiofur, ciprofloxacina, ceftriaxona,
aztreonam e imipenem. Porém, todos devem ter o seu uso limitado em virtude de serem
antimicrobianos de eleicdo no tratamento de infecgdes por salmonelose em seres
humanos (Cummings et al., 2016).

Preconiza-se a realizacdo de cultivo bacteriologico e perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos “in vitro” dos casos clinicos como forma de monitoramento das
caracteristicas epidemioldgicas da propriedade. A implementagdo frequente dessas
ferramentas de diagnostico fornecerdo informagdes importantes sobre a prevaléncia dos
principais patdégenos, bem como sobre o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos
local, norteando o clinico na escolha do melhor tratamento para o animal que apresente
sintomatologia clinica.

O desenvolvimento de métodos de teste rapidos e confidveis para S. enterica em
amostras fecais sdo considerados essenciais para facilitar a implementagdo de um
controle eficaz da infec¢do em populagdes de cavalos. Os animais podem ser infectados

por uma ampla gama de sorovares podendo a sua incidéncia variar ao longo do tempo e
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localizagad geografica. Sendo assim, ¢ importante garantir que o teste que estd sendo
empregado possa detectar um ampla variedade de sorovares.

O cultivo bacterioldgico enriquecido e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
sao atualmente os métodos de deteccdo mais empregados para a identificagao de
Salmonella spp. A amplificagdo do DNA utilizando a técnica de PCR ¢ uma ferramenta
de deteccdo rapida, de elevada sensibilidade capaz de detectar micro-organismos em
niveis abaixo dos detectados pelo cultivo, apresentando valor no caso de eliminagao das
bactérias em baixa concentragdo, nao viaveis ou quando o isolamento ¢ dificil (Cohen
et al., 1994).

O gene de invasdo A (/nvA), tem se tornado o mais frequentemente utilizado
desde a sua descoberta (Rahn et al., 1992; Stone et al., 1994; Gentry-Weekes et al.,
2002; Arnolde et al., 2004; Mainar-Jaime et al., 2008; Pusterla et al., 2010; Wilkins et
al., 2010; Ekiri et al., 2016). Para o gene invA, através de analises de bioinformatica foi
identificado apenas um micro-organismo com a mesma sequéncia de alinhamento
Photobacterium profundum (bactéria gram-negativa encontrada em ambientes
marinhos), sendo este, considerado um primer especifico para Salmonella spp. (Ekiri et
al., 2016). Este gene esta localizado da ilha de patogenicidade tipo-1 sendo responsavel
pela codificacdo de proteinas que sdo componentes do sistema de secrecdo tipo III,
importante para o processo de invasdo epitelial. Sendo assim, isolados de Salmonella
spp. que ndo possuem o gene invA, sao incapazes de invadir cultura de cé€lulas epiteliais
(Fortes et al., 2012). A PCR baseada na detec¢do do gene inv4 ¢ considerada uma
técnica de elevada sensibilidade e especificidade para o diagndstico de salmonelose em
amostras apds o enriquecimento seletivo (Rahn et al., 1992; Schrank et al., 2001;
Malorny et al., 2003; Pusterla et al., 2010).

Destaca-se o fato do presente trabalho ser o primeiro no pais a utilizar a técnica
de biologia molecular para a detec¢ao de Sa/monella spp. em amostras fecais de potros.

Nao foi identificado aumento na detec¢do de animais positivos nas técnicas de
qPCR SYBR® e qPCR Tagman® utilizando um periodo de pré-enriquecimento em
tetrationato comparado aos testes de qPCR SYBR® e gPCR Tagman® com a extragio
direto das fezes. Demonstrando a eficacia e aplicabilidade da qPCR pelos métodos de
corante fluorescente (SYBR®™ Green) e sonda especifica (Tagman®) para o gene inv4
sem a etapa de pré-enriquecimento em tetrationato, como ferramenta de diagndstico de

Salmonella spp. em amostras clinicas, trazendo como grande vantagem a rapidez nos
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resultados e a elevada sensibilidade e especificidade na detec¢do do agente com a
extracdo do material genético diretamente das fezes de animais clinicamente doentes.

A necessidade do pré-enriquecimento, limita a utilizagdo da PCR como um teste
rapido para detec¢do de Salmonella spp. nas fezes (Sibley et al., 2003; Bohaychuk et al.,
2007; Mainar-Jaime et al., 2008). A precocidade de deteccdo de animais eliminadores,
especialmente em hospitais, centros de treinamento e reproducdo ¢ importante para a
rapida implementaciao de medidas de controle a fim de reduzir o risco de surtos (Smith,
1981; Palmer e Benson, 1984; Spier, 1993; Smith, 2008). Além disso, especialmente em
potros, a rapidez nos resultados ¢ muito importante pois nesta categoria a
implementagdo de terapia assertiva de forma precoce ¢ imperativo, trazendo maiores
indices de sobrevivéncia aos animais.

Estudo que avaliou a efetividade do diagnostico de Salmonella spp. em amostras
fecais seriadas de animais hospitalizados com e sem sinais clinicas de diarreia pela
técnica de qPCR para o gene inv4, evidenciou que a técnica pode ser utilizada em
animais com ou sem sinais clinicas de doen¢a gastrintestinal, podendo ser empregada
como ferramenta de triagem em animais com sinais clinicos de diarreia. Porém, os
animais com resultados positivos na qPCR devem ter cultivos seriados de fezes
realizadas a fim de reduzir os resultados falso-positivos, além da obtencdo de dados
adicionais como teste de susceptibilidade aos antimicrobianos “in vitro” e
sorotipificagdo (Ekiri et al., 2016). Outro estudo que comparou os resultados de qPCR
ao cultivo, identificou que a qPCR neste estudo performou de maneira similar ao cultivo
podendo ser considerada uma ferramenta ttil em substitui¢do ao cultivo para a triagem
de grande nimero de amostras, particularmente quando a prevaléncia de Salmonella
spp. ¢ baixa. Porém, o cultivo bacterioldégico de amostras com resultados positivos de
gPCR sempre deve ser realizado (Wilkins et al., 2010).

No presente estudo, assim como relatados em outros trabalhos, houve maior
niimero dos resultados positivos pela gPCR SYBR® e qPCR Tagman®, com ou sem
enriquecimento em tetrationado, em relagao ao cultivo (Carli et al, 2001; Schrank et al.,
2001; Sibley et al., 2003; Arnold et al., 2004; Malorny e Hoorfar, 2005; Ward et al.,
2005; Bohaychuk et al., 2007; Mainar-Jaime et al., 2008; Lin et al., 2011; Gal-Mor,
2019). O cultivo bacteriologico identificou 15% (n=30) de animais positivos, a qPCR
SYBR® com tetrationato apresentou 22,5% (n=45) de animais positivos, qPCR Tagman®

com tetrationato 22% (n=44), qPCR SYBR® sem combinagdo ao meio de

157



4730
4731
4732
4733
4734
4735
4736
4737
4738
4739
4740
4741
4742
4743
4744
4745
4746
4747
4748
4749
4750
4751
4752
4753
4754
4755
4756
4757
4758
4759
4760
4761
4762
4763

enriquecimento seletivo identificou 24% (n=48) e a qPCR Tagman® sem
enriquecimento seletivo indicou 20% (n=40) de animais positivos.

O maior nimero de detec¢des das técnicas de qPCR em relagdo ao cultivo pode
ocorrer pela presenca de micro-organismos nao viaveis nas amostras analisadas
(Malorny e Hoorfar, 2005; Ward et al., 2005), testagem de uma amostra por animal
(Cohen et al., 1996; Kurowski et al., 2002), tratamento dos animais com
antibimicrobianos, presenca de animais portadores assintomaticos que podem apresentar
menores quantidades de bactérias eliminadas nas fezes (Kim et al. 2001; Ernst et al.
2004; Ward et al. 2005) e pela distribuigdo desigual das bactérias nas amostras (Ekiri et
al., 2010).

Em nosso estudo, houve a ocorréncia de resultados negativos na qPCR e
positivos no cultivo, o que ja foi descrito em outros estudos (Wilkins et al., 2010;
Mainar-Jaime et al., 2008; Ward et al., 2005; Chapman et al., 2006).

Estudo realizado para a identificacdo da eliminagdo de Salmonella spp. equinos
de corrida no estado americano de Louisiana revelou que seis animais positivos no
cultivo foram negativos na PCR, fato que o autor inferiu ser devido a um maior tempo
de congelamento que pode ter danificado o DNA das amostras, ou pela presenca de
inibidores residuais das amostras de fezes (Chapman, 2006).

Mainar-Jaime et al. (2008) identificaram uma amostra que foi cultivo positivo e
PCR negativo pertencente ao sorovar Mbandaka., resultado relacionado a presenga de
inibidores da PCR (Mainar-Jaime et al., 2008).

Wilkins et al. (2010) avaliaram duas populagdes de equinos e identificaram 21%
de animais positivos por cultivo bacterioldgico na populagdo 1 e 42% na populacdo 2. A
gPCR falhou em detectar trés (3 de 60 cultivos positivos) cultivos positivos na
populagdo 1 e, em quatro cultivos positivos (4 de 125 cultivos positivos) na populagao
2.

Ward et al. (2005) em um estudo realizado com 116 cavalos hospitalizados
revelou que dos 36 cultivos positivos com isolamento de Salmonella spp., 21 foram
positivos na PCR positivas e 15 foram negativos na PCR e, das 837 amostras nas quais
ndo houve isolamento de Salmonella spp., 573 (68%) obtiveram resultados negativos na
PCR (Ward et al., 2005).

Muitos fatores podem ser responsaveis por esses resultados. Os sorovares que
apresentaram resultado negativo na qPCR em nosso estudo foram S. Cerro, S. Give, S.

Minessota, S.I. 4,5,12:1:-, S. Anatum, S. Infantis, S. enterica subsp enterica 4,12:d:-, S.
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Oranienburg. Nosso estudo teve como referéncia a técnica de qPCR descrita por
Pusterla et al., (2010) cuja sensibilidade e especificidade foram testadas para os
sorovares S. Infantis, S. Braenderup, S. Oranienburg, S. Montevideo, S. Thompson, S.
Newport, S. Litchfield, S. Muenchen, S. Enteritidis, S. Anatum, S. Cannstat, S. Give, S.
New Brunswick, S. Brandenburg, S. Saintpaul, S. Mbandaka, S. Irumu, S.
Typhimurium.

Com excecdo dos sorovares S. Anatum, S. Infantis e S. Oranienburg, os
sorovares S. Cerro, S. Minessota, S.1I. 4,5,12:1:- e S. enterica subsp enterica 4,12:d:- ndo
foram incluidos nas técnicas de padronizacdo de PCR também realizados em outros
estudos em equinos (Rahn et al., 1992; Cohen et al., 1994; Stone et al., 1994; Kwang et
al., 1996; Sibley et al., 200; Pusterla et al., 2010).

Cohen et al., (1994) em estudo em aves, relatou a PCR como sendo mais
sensivel que o cultivo na detec¢dao de Salmonella spp. em fezes. Salmonella spp. foi
detectada em até 1 ufc/g de fezes com a PCR e 10° ufc/g de fezes no cultivo
bacteriologico. Porém, este mesmo autor encontrou resultados diferentes quando
realizou o estudo em fezes de equinos utilizando os mesmos primers. A sensibilidade
analitica do cultivo bacterioldgico com enriquecimento seletivo foi similar (10? ufc de
Salmonella spp./g de fezes), mas a PCR somente detectou Salmonella spp. com 10° ufc
de Salmonella spp./g de fezes. Sendo assim, a sensibilidade analitica da PCR pode ser
variavel e as condi¢des experimentais podem alterar o resultado do ensaio.

Além disso, mutagdes bacterianas podem resultar em delegdo de segmentos
gendmicos, portanto a perda de alguns fatores de viruléncia, como o gene invA, pode
ndo ser um evento terminal para a invasdo bacteriana, porém a utilizagdo desse gene na
PCR pode nao detectar os mutantes invA de Salmonella spp. (Ginocchio et al., 1997;
Chapman, 2006).

Ja foi relatado que a PCR baseada no gene invA4 falhou em detectar pelo menos
trés sorovares S. Saintpaul, S. Litchfield e S. Senftenberg (Rahn et al., 1992; Malorny et
al., 2003). Perda de amplicons foi a justificativa dos nove resultados negativos na PCR
para os genes InvE e invA e positivos no cultivo bacteriologico de fezes (Gentry-Weeks
et al., 2002).

Sendo assim, os resultados podem ser em decorréncia da presencga de sorovares
em nosso estudo que ndo ndo foram incluidos nas técnicas de padronizagdo de PCR e
gqPCR para Salmonella spp. em equinos e que também poderiam apresentar

caracteristicas genéticas que impedissem a detec¢ao via qPCR baseado no gene invA.
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A precocidade da detec¢do por qPCR em uma amostra clinica quando
comparada ao cultivo, aliada a n3o necessidade de realizagdo da etapa de pré-
enriquecimento da amostra, viabiliza a utiliza¢do dos testes de qPCR como triagem em
animais que apresentam sintomatologia clinica de alteracdo gastrintestinal, o que ¢
muito importante em se tratando de potros com diarreia, cujo diagnostico e a instituicao
de terapia realizados de forma precoce melhoram o prognostico, € a implementagdo das
medidas de preventivas podem também ser instituidas de forma mais rapida e eficiente

(Smith, 1981; Palmer e Benson, 1984; Spier, 1993; Smith, 2008).

Limitacdes do estudo: Dentre as limitacdes encontradas para a condugdo do estudo
destacamos a utilizacdo de antimicrobianos nos animais em periodo anterir a coleta das
amostras para a realizagdo do teste de cultivo bacteriolégico. Dos animais que
apresentaram isolamento de Salmonella spp., 16 (53,33%) receberam tratamento com
antibioticoterapia. Dos 200 animais incluidos no estudo, 141 animais (70,5%) nao
estavam sob tratamento com antimicrobianos no momento da coleta da amostra e 59
animais (29,5%) estavam sob tratamento com antibioticoterapia no momento da coleta
das amostras, sendo todos classificados como doentes. Sendo assim, 59% dos animais
doentes ja haviam recebido antibioticoterapia em momentos anteriores a coleta da
amostra. Os principais antimicrobianos utilizados foram azitromicina em associa¢do a
rifampicina (n=15), sulfametoxazol + trimetoprima (n=13), metronidazol (n=12),
amicacina (n=11), ceftiofur (n=10), gentamicina (n=4), penicilina (n=2), florfenicol
(n=2), claritromicina (n=1 e oxitetraciclina (n=1). Outra limitacdo do estudo foi o
periodo de 11 meses de congelamento das amostras a -80 °C até a realizacdo das
técnicas de biologia molecular. O periodo prolongado de congelamento pode ter
influenciado a habilidade do meio de enriquecimento seletivo, tetrationato, em
promover a multiplicacdo e selecdo das bactérias, impedindo assim, a expressdao do

diferencial nos resultados dos testes de biologia molecular nos quais ele foi empregado.

7. CONCLUSAO

Nosso estudo confirmou a Salmonelose como um importante agente de diarreia

em potros jovens devendo ser incluido no diagnoéstico diferencial em animais de até 1

ano de idade que apresentem alteracdes gastrintestinais.
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A sorotipificagdo revelou 13 diferentes sorovares de Salmonella spp. Houve a
identificacdo de sorovares importantes em processos entéricos humanos como S.
Infantis, S. Newport, S. I 1,4,5,12:1:-. O estudo identificou sorovares ja descritos em
equinos como S§. Infantis S. Typhimurium monofasica S. I 1,4,[5],12:1:- S. Anatum S.
Oranienburg, S. Give, S. Newport S. Cerro. Por outro lado, houve a identificacao dos
sorovares S. enterica subsp enterica 4,12:d:-, S. enterica subsp. enterica S.1.09:-:1,5, S.
enterica subsp. diarizonae S. 11Ib 61:c:z35 e S. enterica subsp enterica 6,8:-:- que ndo
possuem descrigdo na espécie equina sendo mencionados pela primeira vez no contexto
da populagdo equina no Brasil e cuja patogenicidade nessa espécie ¢ desconhecida.

A realizacdo dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos utilizando 24
antimicrobianos indicados pelo CLSI humano e veterinario para Enterobactérias trouxe
as preciosas informagdes sobre os perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos dos
isolados de Salmonella spp. presentes na populagdo estudada. A andlise do perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos constatou multirresisténcia em 43,33% (n=13) dos
isolados. A analise genética identificou 10 isolados (33,3%) produtores de enzimas [3-
lactamases.

A existéncia de sorovares multirresistentes na populacdo equina estudada com
elevado potencial de transmissdo zoonotica, enfatiza a importancia da implementagao
de medidas de biosseguranga nas propriedades, especialmente pelas pessoas que lidam
diretamente com os animais, bem como a utiliza¢ao racional dos antimicrobianos nos
animais a fim de se diminuir a pressao de selecao. O fomento ao diagnoéstico clinico e
laboratorial das enfermidades deve ser realizado, e pela individualidade encontrada nos
isolados, o monitoramento do perfil de resisténcia aos antimicrobianos também deve ser
implementado a fim de que recomendagdes e tratamentos efetivos sejam instituidos nos
animais.

O cultivo bacterioldgico revelou 15% (n=30) de animais positivos. Houve maior
frequéncia de isolamento em animais com diarreia (21%) quando comparado aos
animais sem diarreia (9%). Em todas as técnicas de qPCR empregadas também ocorreu
maior deteccdo de animais positivos no grupo de animais com diarreia. Houve
superioridade dos resultados positivos pela qPCR em relagdo ao cultivo bacterioldgico.
O método de qPCR SYBR®™ com tetrationato apresentou 22,5% (n=45) de animais
positivos, qQPCR Tagman® com tetrationato identificou 22% de animais positivos
(n=44), gPCR SYBR® direto fezes 24% (n=48) de animais positivos e a gPCR Tagman®
direto fezes evidenciou 20% (n=40) de animais positivos. A qPCR SYBR® direto fezes
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foi a técnica que apresentou maior concordancia com os resultados obtidos no cultivo
bacteriologico e também foi a técnica que apresentou o menor nimero de resultados
negativos na qPCR e que foram positivos no cultivo bacteriologico.

Os resultados demonstraram a utilidade da técnica de qQPCR na detecgdo de
animais portadores ou em animais com sintomatologia clinica de diarreia utilizando
uma amostra por animal porém, devendo sempre ser associada ao cultivo bacteriologico
para obtencao do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos e sorotipificagao.

A precocidade da deteccdo por qPCR em uma amostra clinica por animal,
quando comparada ao cultivo bacteriologico, aliada a ndo necessidade de realizagdo da
etapa de pré-enriquecimento da amostra, viabiliza a utiliza¢do dos testes de qPCR como
triagem em animais que apresentam sintomatologia clinica de altera¢do gastrintestinal, o
que ¢ muito importante em se tratando de potros com diarreia cujo diagnostico e a
instituicdo de terapia realizados de forma precoce melhoram o progndstico, € a
implementagdo das medidas preventivas podem também ser instituidas de forma mais

rapida e eficiente.
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