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Impacto potencial desta pesquisa

Impacto cientifico esperado: A caracteriza¢cdo molecular dos agentes infecciosos
aprimora o conhecimento sobre patégenos especificos e as coinfec¢des em
potros, contribuindo para estudos de estudo de etiologia, permitindo embasar

diagnostico e prevencao.

Impacto social: A pesquisa melhora a saude e o bem-estar de potros e outros
animais de criacdo ao identificar e monitorar agentes infecciosos especificos. A
prevengao e o controle das coinfec¢gdes minimizam o0s riscos de transmissao
zoonGtica, protegendo, assim, as comunidades que convivem com esses

animais.

Impacto econémico: Com o diagnéstico preciso dos agentes infecciosos
responsaveis pela diarreia em potros, a pesquisa contribui para a reducao de
gastos veterinarios e do uso excessivo de medicamentos, 0 que € benéfico
economicamente para produtores. Da mesma maneira, potros saudaveis tém
maior taxa de crescimento e produtividade, reduzindo perdas econdmicas

causadas pela mortalidade ou desenvolvimento insuficiente de animais.

Potential impact of this research

Expected Scientific Impact: The molecular characterization of infectious agents
enhances the understanding of specific pathogens and coinfections in foals,
contributing to etiological studies and providing a basis for accurate diagnosis

and effective prevention strategies.

Social Impact: This research improves the health and welfare of foals and other
livestock by identifying and monitoring specific infectious agents. The prevention
and control of coinfections reduce the risks of zoonotic transmission, thereby

protecting the communities that interact closely with these animals.

Economic Impact: By enabling accurate diagnosis of the infectious agents
responsible for diarrhea in foals, this research helps to reduce veterinary costs
and the overuse of medications, providing economic benefits to producers.
Healthy foals achieve higher growth rates and productivity, minimizing economic

losses due to mortality or suboptimal development.
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BASSO, R. M. Deteccao de patdégenos entéricos em potros com diarreia.
Botucatu — SP, 2025. 102p. Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu.

RESUMO

A etiologia da diarreia em potros é complexa, envolvendo uma ampla variedade
de causas néo infecciosas e infecciosas, principalmente bactérias, virus e
parasitas. Portanto, os objetivos gerais desse estudo foram identificar patégenos
entéricos envolvidos em monoinfec¢des e coinfecgbes em potros de até um ano,
com (n = 100) e sem diarreia (n = 100), além de caracterizagdo molecular em
isolados de Salmonella por sequenciamento completo do genoma (WGS).
Amostras fecais foram analisadas para isolamento de Clostridioides difficile e
Clostridium perfringens por cultura bacteriana e identificagdo das principais
toxinas, além da qPCR, para a detec¢do dos demais agentes: Salmonella spp.,
Rhodococcus equi, Lawsonia intracellularis, Neorickettsia risticii, Enterococcus
durans, Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp., rotavirus A e coronavirus.
Pelo menos um patodgeno entérico foi identificado em 85% dos potros com
diarreia e em 70% dos sem diarreia. A detecgdo de um ou mais patégeno foi
mais frequente no grupo com diarreia do que no grupo sem diarreia (P = 0,0079).
Salmonella spp., Clostridioides difficile e suas toxinas (TcdA e/ou TcdB) e
Cryptosporidium spp. apresentaram associacao significativa com a diarreia.
Dentre os isolados de Salmonella spp. (n = 23) recuperados de amostras fecais
de potros com diarreia (n = 16) e sem diarreia (n = 7) e submetidos ao WGS, 8
dos 9 isolados multirresistentes eram provenientes de potros com diarreia. A
identificacdo de hospedeiros de manutencdo e a inclusdo de patégenos
entéricos no diagndstico diferencial de diarreia em potros sdo cruciais para o

controle, prevencéao e melhor compreenséo da natureza multifatorial da doencga.

Palavras-chave: equinos, enterocolite, Salmonella, Clostridioides difficile,

Cryptosporidium.
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BASSO, R. M. Detection of enteric pathogens in foals with diarrhea. Botucatu
— SP, 2025. 103p. Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu.

ABSTRACT

The etiology of diarrhea in foals is complex, involving a wide range of non-
infectious and infectious causes, predominantly bacteria, viruses, and parasites.
Therefore, the main objectives of this study were to identify enteric pathogens
involved in mono-infections and co-infections in foals up to one year of age, with
(n = 100) and without diarrhea (n = 100), as well as to perform molecular
characterization of Salmonella isolates through whole-genome sequencing
(WGS). Fecal samples were analyzed for the isolation of Clostridioides difficile
and Clostridium perfringens by bacterial culture and identification of major toxins,
in addition to qPCR for the detection of other agents, including Salmonella spp.,
Rhodococcus equi, Lawsonia intracellularis, Neorickettsia risticii, Enterococcus
durans, Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp., rotavirus A and coronavirus.
At least one enteric pathogen was identified in 85% of foals with diarrhea and in
70% of those without diarrhea. The detection of one or more pathogens was
significantly more frequent in the diarrheic group compared to the non-diarrheic
group (P = 0.0079). Salmonella spp., Clostridioides difficile and its toxins (TcdA
and/or TcdB), and Cryptosporidium spp. were significantly associated with
diarrhea. Among the Salmonella spp. isolates (n = 23) recovered from fecal
samples of foals with (n = 16) and without diarrhea (n = 7) and subjected to WGS,
8 out of the 9 multidrug-resistant isolates originated from diarrheic foals. The
identification of maintenance hosts and the inclusion of enteric pathogens in the
differential diagnosis of diarrhea in foals are crucial for effective control,
prevention, and a better understanding of the multifactorial pathogenesis of the

disease.

Keywords: horses, enterocolitis, Salmonella, Clostridioides difficile,

Cryptosporidium.
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1 Introducéo

A diarreia é a sindrome mais prevalente observada em potros jovens.
Durante os primeiros seis meses de vida, estima-se que mais da metade dos
potros apresentardo um ou mais episédios de diarreia (URQUHART, 1981), dos
quais 20% destes casos atribuidos a um agente infeccioso (MAGDESIAN et al.,
2005). A etiologia da diarreia infecciosa em potros neonatos € complexa
(MAGDESIAN et al., 2005; FREDERICK et al., 2009; SLOVIS et al., 2014) pois
compreende ampla gama de agentes infecciosos (MAGDESIAN et al., 2005;
OLIVER-SPINOSA et al., 2018), incluindo predominantemente bactérias, virus e
agentes parasitarios (SLOVIS et al., 2014). Identificar as possiveis causas e
estabelecer um diagndstico preciso sao aspectos essenciais na pratica clinica, a
fim de controlar a disseminagao e consequentemente prevenir surtos, quando
frente a agentes infecciosos, além de avaliar o grau de comprometimento
sistémico de cada animal, permitindo assim uma conduta terapéutica adequada
e individualizada (OLIVER-SPINOSA et al., 2018). Dentre as causas nao
infecciosas destacam-se: diarreia do cio do potro, intolerancia a lactose e a dieta,
sindrome de asfixia perinatal e ulceracdo gastroduodenal (MAGDESIAN et al.,
2005). Potros com enterite ou enterocolite podem apresentar diarreia
autolimitante ou desenvolver graus variados de endotoxemia que pode evoluir

para a sindrome da resposta inflamatoria sistémica (MAGDESIAN et al., 2005).

Muitos agentes infecciosos tém sido implicados como causas de diarreia
em potros. Agentes infecciosos mais comumente diagnosticados como causas
de diarreia em potros incluem Clostridium perfringens tipo A, Clostridioides
difficile, Salmonella enterica e rotavirus (LESTER et al., 2003; MAGDESIAN et
al., 2005; FREDERICK et al., 2009; MALLICOTE et al., 2012; OLIVO et al., 2016).
Outros agentes menos comumente associados a diarreia aguda em potros
incluem Strongyloides westeri (NETHERWOOD et al., 1996), coronavirus (GUY
et al., 2000), Rhodococcus equi (HINES et al., 2014), Enterococcus durans
(TZIPORI et al., 1984; WILLIAMS et al., 2022) e Bacteroides fragilis (MYERS et
al., 1987). As coinfecgdes ocorrem mais frequentemente nos potros diarreicos

em comparacao com potros saudaveis (SLOVIS et al., 2014; OLIVO et al., 2016).

A fase da vida em que a doenca se manifesta pode variar conforme o

agente etiolégico, refletindo as diferencas na patogénese e suscetibilidade do



hospedeiro em diferentes idades (URQUHART, 1981), porém, C. perfringens, C.
difficile, rotavirus e Cryptosporidium sdo os agentes que acometem 0s potros
nas primeiras semanas de vida (TILLOTSON et al., 2002; BAILEY et al., 2013;
HERNANDEZ et al, 2014; UZAL et al., 2022).

A diarreia destaca-se como problema recorrente no desenvolvimento de
potros, e muitas vezes faz-se desafiador o diagndéstico e implementacédo de
medidas profilaticas. Isso ocorre, em parte, porque diferentes agentes etioldgicos
podem produzir sinais clinicos semelhantes e alguns desses agentes podem
estar presentes no intestino de animais saudaveis, sem causar doenca. A grande
diversidade de patdégenos entéricos muitas vezes associados (quadros de
coinfeccdo), reforca a necessidade de incluir os principais enteropatégenos e
fatores de viruléncia no diagnostico diferencial de infec¢des entéricas neonatais.
Desta forma, este estudo foi idealizado visando identificar patégenos entéricos
envolvidos em mono e coinfec¢cdes em potros de até um ano de idade, com e
sem diarreia. Ademais, objetivou-se identificar genes de resisténcia, viruléncia e
estresse por meio de sequenciamento do genoma completo (WGS, do inglés
Whole-Genome Sequencing) nos isolados de Salmonella obtidos a partir das

mesmas amostras de fezes.



2 Revisao de literatura

A diarreia em potros é definida como o aumento na frequéncia de
defecagdo acompanhado por maior quantidade de &gua nas fezes
(CONSTABLE et al., 2017). Geralmente, ocorre nos primeiros seis meses de
vida e esta frequentemente associada a enterite, condicdo que pode levar a
sindrome da resposta inflamatdéria sistémica (SIRS) (MAGDESIAN et al., 2005).
Dependendo da etiologia, os casos podem ocorrer como surtos em grupos ou
afetar potros individualmente (URQUHART, 1981; WOHLFENDER et al., 2009).

Embora a morbidade possa ser alta, a mortalidade nos casos de diarreia
costuma ser baixa, exceto em casos nos quais a diarreia ndo é autolimitante ou
é grave (PALMER, 1985). Diarreia e célica, quando presentes, usualmente estédo
associados a colite e enterocolite do intestino delgado, célon, ceco ou a

combinacgao desses segmentos intestinais.

C. perfringens, C. difficile, rotavirus e Cryptosporidium spp. sdo os
principais agentes que acometem potros nas primeiras duas semanas de vida
(TILLOTSON et al.,, 2002; BAILEY et al., 2013; HERNANDEZ et al., 2014;
OLIVER-ESPINOSA et al., 2018; UZAL et al., 2022), porém cabe ressaltar que
a manifestacdo da doenca pode variar de acordo com o agente etiol6gico
(URQUHART, 1981). Diarreias sanguinolentas sdo esperadas nas enterites por
C. perfringens e C. difficile, diferente do que comumente € observado na forma
entérica da salmonelose onde os animais apresentam quadros de diarreia
aguosa volumosa e na criptosporidiose a diarreia é autolimitante na maioria dos
casos (HERNANDEZ et al., 2014; UZAL et al., 2015; OLIVER-ESPINOSA et al.,
2018; UZAL et al., 2022).

O diagnostico presuntivo baseia-se em dados clinicos, observacdes
macroscopicas e achados microscopicos, confirmado pela
identificacdo/deteccédo de agentes etiologicos especificos e/ou de suas toxinas
nas fezes ou conteudo intestinal (UZAL et al., 2022). Todavia, em certas
condicdes do trato intestinal, a causa néo é diagnosticada (UZAL & DIAB, 2015).
A deteccdo de um potro doente exige que 0s animais em contato ndo sejam
transferidos para outros locais, porque podem ser uma fonte de infeccéo
(DWYER et al., 2001).



A prevencao da diarreia infecciosa em potros deve focar em trés pilares
principais: reducdo da exposicdo a patdogenos, melhora da imunidade e
otimizacdo das préticas de manejo. A reducdo da exposi¢do pode ser alcan¢cada
por meio de desinfeccdo rigorosa, boas praticas de higiene, isolamento de
animais infectados e controle do ambiente. A melhora da imunidade inclui
estratégias como vacinacdo e o fornecimento adequado de colostro,
especialmente nas primeiras horas de vida. As praticas de manejo devem
priorizar a minimizagdo de fatores estressantes, tanto ambientais quanto
dietéticos (PALMER, 1985; DWYER et al., 2001).

O tratamento para diarreia em potros deve considerar os sinais clinicos
apresentados. A fluidoterapia, visando corrigir a desidratacéo e reposicédo de
perdas, é indicada, assim como a reposicao de bicarbonato, eletrolitos e glicose,
guando necessario. Em casos de septicemia, o uso de antibiéticos e anti-
inflamatorios é recomendado (OLIVER-ESPINOSA et al., 2018).

2.1 Salmonella spp.

Salmonelose é considerada uma infeccdo sistémica ou entérica causada
por bactérias do género Salmonella, que apresentam forma de bastonete. S&o
microrganismos gram-negativos e anaerobios facultativos. S. enterica subsp.
enterica compreende 1.450 sorovares e é responsavel por 99,5% das infeccbes

causadas em mamiferos (CHAN et al., 2003).

Em equinos, Salmonella spp. causa tiflocolite necrotizante em potros
associado a sinais clinicos de sepse (HERNANDEZ et al., 2014; MAGDESIAN
et al., 2005; UZAL et al., 2022). Porém, os sinais sdo diretamente relacionados
ao hospedeiro (estresse, estado imunoldgico, doencas entéricas concomitantes)
e aos fatores de patogenicidade da bactéria (sorovar ou dose infectante por
exemplo) (UZAL et al., 2022).

Os sinais clinicos, quando presentes, podem ser leves e inespecificos
como febre, fezes com alteragdo da consisténcia e hiporexia transitoria. Em
casos graves, 0s animais apresentam episodios de diarreia aquosa volumosa,

febre, hiporexia/anorexia e podem apresentar sinais de codlica. Desidratacao,



disturbios hidroeletroliticos e acido-base comumente sdo detectados nestes

casos, além da possivel evolucao para choque toxémico (UZAL et al., 2022).

Cavalos de qualquer idade podem ser afetados, embora as formas
entéricas de salmonelose sédo mais comuns em cavalos adultos. Potros e cavalos
jovens sdo mais propensos a desenvolver salmonelose sistémica do que animais
adultos, e podem ocorrer surtos (HERNANDEZ et al, 2014). As trés
apresentacoes possiveis de cavalos infectados por Salmonella spp. sdo animais
assintomaticos com eliminacao pelas fezes; cavalos diarreicos com eliminacéo
da bactéria pelas fezes; e cavalos nao diarreicos com eliminacéo pelas fezes
(OWEN et al., 1979; ROBERTS et al.,, 1982). Estudos destacam o papel da
Salmonella como um dos patégenos comuns associados a problemas
gastrintestinais em potros, particularmente aqueles com apresentacéo clinica de
diarreia (HARRIS et al., 2012; OLIVO et al., 2016).

A principal forma de transmissdo é a fecal-oral e ocorre
predominantemente por meio da ingestdo de racdo e agua contaminados por
fezes, ou devido ao contato direto com fezes, superficies, equipamentos e maos
contaminadas, pois a bactéria é comumente encontrada no ambiente
(HERNANDEZ et al., 2014; RUPLE-CZERNIAK et al., 2014). A doenca ocorre
especialmente em hospedeiros imunossuprimidos ou quando expostos a altas
cargas bacterianas (SPIER, 1993).

Fezes de animais clinicamente saudaveis podem ser uma fonte de
infeccéo, visto que os equinos podem ser carreadores da bactéria (SMITH et al.,
1981; ROBERTS & BOYLE, 1982; SPIER, 1993; TRAUB-DARGATZ et al., 2000;
HERNANDEZ et al., 2014). Porém, alguns estudos indicam que a eliminacéo
subclinica de Salmonella é pouco frequente (SLOVIS et al. 2014; STOUT et al.
2021; KOHNEN et al., 2023). Sumariamente, a detec¢cdo deste microrganismo
em cavalos sem sinais ou lesdes compativeis ndo confirma o diagndstico de
salmonelose (UZAL et al., 2022).

Historicamente, a salmonelose em cavalos tem sido associada mais
comumente a Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium
(URQUHART 1981; VAN DUIJKEREN et al., 1995; UZAL & DIAB et al., 2015;
JUFFO et al., 2017), Newport (RIBEIRO et al., 2010; CUMMINGS et al., 2016),



Anatum (JUFFO et al., 2017) e Agona (SPIER, 1993; HERNANDEZ et al., 2014).
Porém, outros sorovares como Give, Infantis, Minnesota, Oranienburg (BRAGA
et al., 2023), também sdo associados ao desenvolvimento da doenca. A doenca
pode apresentar-se como casos esporadicos isolados ou como surtos (SPIER,
1993). Por outro lado, os sorovares mais comumente isolados em cavalos sem
sinais clinicos de salmonelose nos EUA foram Newport (PUSTERLA et al., 2010)
e Thompson (KOHNEN et al., 2023).

Varios sorovares foram descritos como causadores de surtos de diarreia
em cavalos, incluindo sorovar Infantis (TILLOTSON et al., 1997), Typhimurium
(SCHOTT et al., 2001), Newport (DALLAP SCHAER et al., 2010) e Oranienburg
(CUMMINGS et al., 2014). As infeccdes adquiridas em ambientes hospitalares
por Salmonella em cavalos ocorrem pela exposicdo a uma fonte comum (racao
contaminada) ou por contaminag¢do cruzada proveniente de animais doentes
(SPIER, 1993).

Os isolados multirresistentes (do inglés multidrug resistance, MDR) né&o
parecem ocorrer comumente na populacédo equina em geral (DARGATZ et al.,
2004; KOHNEN et al., 2023), embora tenham sido encontrados em 11% dos
isolados de cavalos internados em hospital universitario veterinario nos EUA
(LEON et al., 2018).

Antimicrobianos eficazes contra Salmonella spp. incluem cefalosporinas
de espectro estendido e ampicilina-sulbactam isoladamente ou em combinacéo
com antibiéticos da classe dos aminoglicosideos (gentamicina ou amicacina) ou
fluoroquinolonas (CORLEY et al., 2009). Portanto, quando detectada resisténcia
dos isolados as cefalosporinas, medicamentos de primeira escolha no
tratamento da salmonelose, torna-se uma preocupacao relevante no que diz
respeito a satude animal. Ainda, presenca de genes do grupo CMY (enzimas [3-
lactamases do tipo AmpC que hidrolisam cefalosporinas) em isolados de
Salmonella spp. isolados de cavalos hospitalizados ou clinicamente doentes
foram relatados anteriormente (GRAY et al., 2004; DIERIKX et al., 2012; LEON
et al., 2018; DOR et al., 2020).



2.2 Clostridioides difficile

Clostridioides difficile € um bacilo gram-positivo anaerébio formador de
esporos encontrado no trato gastrintestinal de cavalos e outros animais,
incluindo humanos (DIAB et al., 2016). Embora cause colite em equinos, C.
difficile também pode ser encontrado em individuos saudaveis, particularmente
em cavalos adultos tratados com antimicrobianos e potros. A diarreia € o
principal sinal clinico, acompanhado geralmente por febre, desconforto
abdominal, desidratacéo e/ou distensao abdominal (DIAB et al., 2013).

A taxa de potros saudaveis portadores € baixa, variando entre 0 e 3%,
engquanto em cavalos adultos saudaveis varia de 0 e 10% (WEESE et al., 2001;
BAVERUD et al., 2003). A simples exposi¢éo ao C. difficile raramente induz a
doenca (WEESE et al., 2014). Este fato pode ser observado no estudo de Weese
et al. (2021), no qual 31% dos potros que apresentaram sinais nao relacionados
a diarreia infecciosa em hospital de referéncia nos EUA foram positivos para C.
difficile pelo isolamento bacteriano, juntamente com outro estudo que relatou
maior prevaléncia de toxinas A e B em potros saudaveis (WILLIAMS et al., 2022).
Ao contrario, outro estudo ndo detectou as toxinas A e B em todos 0s potros ndo
diarreicos estudados (n = 76), porém quando comparados a técnica de
isolamento bacteriano, foi possivel isolar C. difficile em 2,6% desses mesmos
potros (SILVA et al., 2013).

O desenvolvimento da CDI (do inglés, C. difficile infection) envolve a
proliferacéo de C. difficile no trato intestinal e producéo de toxinas. A maioria dos
isolados carreiam genes que codificam a produgdo da toxina A (TcdA)
(enterotoxina) e toxina B (TcdB) (citotoxina) (WEESE et al., 2014). Isolados
produtores apenas de toxina B ja foram relatadas causando surto adquirido em
ambiente hospitalar em humanos (ALFA et al., 2000). Além das duas toxinas
bem descritas, uma terceira toxina denominada de toxina binaria (CDT) foi
descrita em C. difficile, poréem com fung¢&o ainda pouco conhecida (BRAUN et
al., 2000; BARBUT et al., 2005).

A prevaléncia de deteccdo da toxina A e/ou B em potros diarreicos em
estudos do Brasil variou de 0,8% (OLIVO et al., 2016) a 4,6% (SILVA et al.,
2013), enquanto no Canada foi de 16,7% (WEESE et al., 2001) e nos EUA de
5% (FREDERICK et al., 2009), 5,8% (SLOVIS et al., 2014) e 62,5%
(MAGDESIAN et al., 2022).



Em humanos, a terapia antimicrobiana e hospitalizacdo séo os principais
fatores de risco reconhecidos para o desenvolvimento da diarreia por C. difficile
(JAMAL et al., 2010). Este desequilibrio da microbiota gastrintestinal em equinos,
devido a terapia antimicrobiana, também foi descrito (BAVERUD et al. 1997).
Porém, outro estudo observou que ndo houve diferenca na incidéncia de terapia
antimicrobiana entre equinos que apresentaram diarreia associada a C. difficile
e ndo associada (WEESE et al., 2006).

O C. difficile é caracterizado em ribotipos, classificacdo essa baseada em
variacdes no gene do RNA ribossémico (rRNA) da bactéria, diferenciando cepas
epidemiologicamente ndo relacionadas (GURTLER et al.,, 1991). O ribotipo
toxigénico 078 (A*B*CDT™") foi o mais frequentemente isolado em potros sem
diarreia infecciosa atendidos em unidade intensiva nos EUA, seguido por outros
oito ribotipos predominantemente toxigénicos (WEESE et al., 2021). Em geral,
isolados encontrados em cavalos sdo 0os mesmos encontrados em humanos,

demonstrando potencial de transmissao interespécies (ARROYO et al., 2005).

2.3 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens € um bacilo gram-positivo, anaerdbio, formador de
esporos, encontrado nas fezes de varias espécies domésticas, bem como no
ambiente (SIQUEIRA et al., 2012; WEESE et al., 2014). Essa espécie de bactéria
é dividida em sete tipos (de A a G), com base em seis principais genes de toxinas
(ROOD et al., 2018).

Em cavalos adultos C. perfringens dificilmente foi encontrado nas fezes
em estudo nos EUA, ao contrario de potros saudaveis, no qual a prevaléncia
pode chegar a 90% nos trés primeiros dias de vida (TILLOTSON et al., 2002).
Neste mesmo estudo, potros sem diarreia apresentaram maior excrecao
detectavel de C. perfringens quando comparados a potros doentes, concluindo-
se, portanto, que a bactéria pertence a microbiota de potros neonatos
(TILLOTSON et al., 2002).

O significado clinico dos isolados do tipo A no conteudo intestinal de
cavalos saudaveis dificulta a associacao entre esta bactéria e o aparecimento de
doenca entérica (SILVA et al., 2013; STOUT et al., 2021; MAGDESIAN et al.,
2022; UZAL et al.,, 2022). A razdo pela qual alguns cavalos desenvolvem

doengas, enquanto outros sdo simplesmente colonizados, provavelmente
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envolve a combinacdo de fatores do hospedeiro e bacterianos, incluindo a
producdo de toxina beta-2 ou enterotoxina (CPE) por certos isolados, e néo
devido a patogenicidade inerente a isolados do tipo A. Fatores que modifiquem
a microbiota intestinal, como o tratamento antimicrobiano, representa provavel
fator de risco para o desenvolvimento da doenca em cavalos adultos e potros
(WEESE, 2014).

C. perfringens tipo A e C sdo mais frequentemente recuperados de potros
com diarreia hemorragica (TRAUB-DARGATZ et al., 1993; JONES, 2000). No
entanto, C. perfringens tipo A também tem sido associada a enterocolite em
cavalos adultos (TRAUB-DARGATZ et al.,, 1993; HERHOLZ et al., 1999).
Estudos ja observaram frequéncias maiores de C. perfringens tipo A em potros
com diarreia quando comparado a potros saudaveis (SILVA et al., 2013; OLIVO
et al., 2016).

C. perfringens tipo A, produtor da toxina NetF (com acao necrotizante), foi
associado a enterocolite necrotizante com alta mortalidade em potros neonatos,
nos primeiros cinco dias de vida (GOHARI et al., 2016; UZAL et al., 2022). No
entanto, foram isolados de potros neonatais saudaveis (FINLEY et al., 2016),
nao vitimando todos os potros (MAGDESIAN et al., 2022). A detec¢cdo do gene
NetF em isolados de C. perfringens, obtidos de animais com diarreia sugere
potencial destes isolados na doenga, embora nédo seja definitivo (UZAL et al.,
2022). O gene da enterotoxina (cpe), associado ao gene NetF, frequentemente
coexiste em isolados de C. perfringens positivos para netF (MEHDIZADEH
GOHARI et al, 2020). Uma inconsisténcia entre a cultura de C. perfringens e a
deteccdo do gene da toxina foi relatada anteriormente em amostras fecais de
potros com diarreia (FREDERICK et al., 2009).

Isolados do tipo C tém sido associados a enterocolite em cavalos, com
doenca particularmente grave em potros (WEESE et al., 2014). Estes isolados
estdo associados a alta mortalidade na maioria dos casos em que sé&o
recuperados, devido ao inicio agudo dos sinais clinicos, com diarreia
(tipicamente hemorragica), cdlica e desidratacdo, e evolugéo rapida para obito.
Séao produtoras de toxina alfa (cpa) e toxina beta (cpb) e ndo sdo comumente

isolados de fezes de potros normais (UZAL et al., 2022).
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2.4 Rhodococcus equi

Rhodococcus equi é uma bactéria pleomorfica (comumente observada
como cocobacilo) gram-positiva, pertencente a ordem Actinomycetales,
encontrada no solo e nas fezes de herbivoros (PRESCOTT, 1987; HINES et al.,
2014). Esta associado principalmente ao desenvolvimento de pneumonia
piogranulomatosa e enterite ulcerativa em potros, com idade variando de 3
semanas a 6 meses (HINES et al., 2014; TAKAI et al., 1995).

Equinos adultos raramente desenvolvem a doenca; e da mesma maneira
gue em humanos, esta associado a imunossupressao (HINES et al., 2014). O
acometimento do trato respiratério ocorre com maior frequéncia, embora outros
sistemas também possam ser afetados, independentemente ou associado as
lesdes pulmonares (HINES et al., 2014).

No estudo de Zink et al. (1986), aproximadamente 50% dos potros com
broncopneumonia causada por R. equi também apresentavam lesdes intestinais,
e mais 4% deles apresentavam lesdes intestinais sem pneumonia. Dos potros
com lesBes intestinais, apenas 38% apresentavam algum historico ou sinal
clinico relacionado a doenca intestinal (célica ou diarreia).

A prevaléncia da doenca clinica varia amplamente entre fazendas e no
decorrer dos anos. Em muitos haras a doenca ndo € reconhecida, devido a
patogenia da doenca ser primariamente crénica, com rapida agudizacao do
quadro, enguanto em outras propriedades se apresenta com casos esporadicos
ou de forma endémica. Nestas Ultimas, a taxa de prevaléncia pode variar de 13%
a 25% (HINES et al., 2014).

Em alguns casos da doenca, pode haver infeccdo simultanea com
diferentes isolados (HINES et al., 2014). Dentre os isolados ja identificados de
R. equi, existem os virulentos e avirulentos. Isolados virulentos sao
caracterizados por sua capacidade de sobreviver e se replicar dentro dos
macréfagos, devido a presenca de plasmideos virulentos (GIGUERE et al., 1999;
JAIN et al., 2003). Alguns destes detém plasmideos que séo capazes de codificar
proteinas associadas a viruléncia, pertencentes ao grupo Vap (do inglés
virulence-associated protein), porém apenas a proteina VapA demonstrou
desempenhar papel na viruléncia, possibilitando sua replicacdo dentro de
macrofagos (HONDALUS, 1997). Atualmente sdo conhecidos trés tipos
virulentos: pVAPA, pVAPB e pVAPN, que sao eliminados principalmente nas
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fezes de cavalos (potros), suinos e bovinos/pequenos ruminantes,
respectivamente (LETEK et al., 2008; VALERO-RELLO et al., 2015).

Fazendas endémicas apresentam maior proporc¢éo de R. equi virulento do
que aquelas sem a doenca (TAKAI et al., 1991; TAKAI et al., 1995). Ha relatos
no Brasil de potros mantidos em haras (OLIVO et al., 2016) e potros doentes
provenientes de fazendas endémicas apresentando plasmideos virulentos
(RIBEIRO et al, 2005).

A colonizagdo do intestino é discutivel em adultos que apresentam a
bactéria nas fezes, pois 0s animais domeésticos entram em contato com o
organismo por ingestado e inalacdo, ocorrendo a posterior eliminacéo pelas fezes
(HINES et al., 2014). Porém, outros autores acreditam que isolados avirulentos
de R. equi pertencem a microbiota de cavalos (UZAL et al., 2022). A eliminac&o
de isolados virulentos pelas fezes contribui para a contaminacdo do meio
ambiente em fazendas, contribuindo para a contaminacdo dos potros por
ingestéo e inalacdo (UZAL et al., 2022), sendo a ultima considerada como a
principal rota de infecgdo (HINES et al., 2014). Embora a ingestéo seja uma via
comum de exposicdo, na maioria dos casos nao resulta em doenca clinica,
sugerindo que as lesdes intestinais provavelmente ndo sdo precursoras da
doenca pulmonar em potros naturalmente infectados (PRESCOTT et al., 1980;
JOHNSON et al.,, 1983). Potros com pneumonia causada por R. equi,
frequentemente engolem escarro contaminado com numero grande de cepas
virulentas, resultando em eliminacdo de uma grande quantidade pelas fezes,
contribuindo assim para a contaminagdo ambiental significativa (HINES et al.,
2014).

2.5 Enterococcus spp.

Enterococcus spp. sao bactérias gram-positivas, com a forma de diplococos,
comensais da microbiota intestinal de humanos e animais (VU & CARVALHO,
2011). No entanto, também foram implicadas em surtos de diarreia em ratos
(HOOVER et al., 1985), bezerros (ROGERS et al., 1992), leitdes (CHEON et al.,
1996; YAEGER et al., 2002) e caes (COLLINS et al., 1988).

Enterococcus durans foi encontrado em fezes, cavidades nasais e pele de

cavalos saudaveis na Coreia (KIM et al., 2016). Relato recente associou E.
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durans a diarreia em potros neonatos (WILLIAMS et al., 2022), bem como a
infeccbes umbilicais e do trato urinario inferior (WILLIS et al., 2019). Foi relatado
aumento na prevaléncia, nas ultimas trés décadas, de enterococos associados
a sepse em potros (THEELEN et al., 2014). Bactérias do género Enterococcus
foram isoladas em equinos que apresentavam infeccdes de cascos juntamente
com outras do trato intestinal como Lactobacillus spp. e bactérias do solo
(PELLETIER et al., 2022).

Tzipori et al. (1984) isolaram a bactéria (anteriormente conhecida como
Streptococcus durans) de potro com diarreia, seguido de inoculacdo em outro
potro e desenvolvimento de diarreia. No estudo de Williams et al. (2022), a
frequéncia de potros infectados com E. durans (detectado por cultura bacteriana)
foi maior em animais com diarreia (71%) em comparacdo aos animais sem
diarreia (0%), demonstrando que o patdégeno esta associado ao quadro clinico
de diarreia em potros de até 10 dias de idade. No mesmo estudo, a bactéria foi
detectada em 29% das éguas matrizes dos potros diarreicos.

A resisténcia antimicrobiana ja foi descrita em enterococos isolados de
cavalos na Coreia, com aproximadamente 3% dos isolados de Enterococcus
faecalis considerados multirresistentes (KIM et al., 2016) e em isolados
coletados de amostras fecais de cavalos saudaveis em Portugal (MOURA et al.,
2013). Isolados de E. durans resistentes a vancomicina foram encontrados em
cavalos adultos em Portugal, sugerindo que o trato intestinal de cavalos pode
servir como potencial reservatério para enterococos contendo o gene vanA
(MOURA et al., 2010). Além disso, a crescente prevaléncia de Enterococcus spp.
€ preocupante, pois estes microrganismos também podem atuar como doadores
de genes de resisténcia antimicrobiana para outras bactérias (THEELEN et al.,
2013).

Com o desenvolvimento de técnicas de identificacdo avancadas, novas
cepas de enterococos foram identificadas. Destas, algumas possuem
propriedades benéficas e outras com fatores de viruléncia e/ou genes (como
resisténcia a antibioticos, proteinas de superficie, substancias de agregacéao,
entre outras), que levam ao desenvolvimento de enfermidades (LAUKOVA,

2024). Enterococcus mundtii, por exemplo, é estudada para uso como
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suplementos nutricionais, especialmente para animais de producédo, devido ao
seu carater probiético (FOCKOVA et al., 2022).

2.6 Lawsonia intracellularis

Lawsonia intracellularis € uma bactéria gram-negativa intracelular
obrigatoria, responsavel por causar a enteropatia proliferativa equina (EPE), que
afeta tipicamente potros desmamados de até um ano de idade, porém pode
acometer animais adultos (PAGE et al., 2014; MALLICOTE & SANCHEZ, 2014;
UZAL et al., 2022).

Os sinais clinicos mais comuns de EPE incluem letargia, anorexia, febre,
edema de membros e perda de peso. As fezes dos animais acometidos podem
variar de normais a diarreicas. A hipoproteinemia, em decorréncia da
hipoalbuminemia, é achado laboratorial consistente (FRAZER et al., 2008),
mesmo em potros sem diarreia e € causada provavelmente pela
hiporexia/anorexia, mé absorcao e/ou enteropatia com perda de proteinas (UZAL
etal., 2022). A transmissao ocorre devido a ingestdo de material fecal de animais
silvestres ou domésticos contaminados com a bactéria (DAUVILLIER et al.,
2006).

2.7 Neorickettsia risticii

A febre do Potomac (PHF, do inglés Potomac Horse Fever), também
conhecida como ehrlichiose monocitica equina, é causada pela bactéria
intracelular obrigatoria Neorickettsia risticii (previamente denominada Ehrlichia
risticii). Cavalos de todas as idades que, acidentalmente, ingerem metacercarias
(subclasse Digenea) que parasitam caracois e insetos aquaticos (HOLLAND et
al., 1985; COIMBRA et al., 2005) podem ser acometidos, levando a diarreia e
sinais clinicos inespecificos como febre, anorexia e depresséo (BERTIN et al.,
2013; UZAL et al., 2022).

A laminite é frequentemente relatada como complicagdo da PHF,
observada alguns dias apos o inicio dos sinais clinicos (BERTIN et al., 2013). De
forma sistémica, a doenca aguda pode ser potencialmente fatal quando evolui
para desidratacdo grave, embora alguns cavalos possam permanecer
assintoméaticos (HOLLAND et al., 1985; PALMER, 1993).
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Estudos recentes demonstraram que uma nova espécie, Neorickettsia
findlayensis, esta envolvida em casos de PHF no Canada (TEYMOURNEJAD et
al., 2020), mais especificamente nas provincias de Quebec e Alberta
(BUDACHETRI et al., 2022).

O inicio dos casos esta comumente associado a condi¢cfes climaticas,
ocorrendo tipicamente no verdo no hemisfério norte e sul (DUTRA et al., 2001;
PUSTERLA e MADIGAN, 2014). Esta bactéria ja foi relatada no Brasil (DUTRA
et al., 2001; COIMBRA et al., 2005; MARUTANI et al., 2019; PAULINO et al.,
2020), porém no estado de S&o Paulo, apenas um estudo relatou
soropositividade em cavalos, indicando a presenca da bactéria nesta regido
(MOREIRA et al., 2013). No entanto, a prevaléncia de N. risticii varia conforme a
regiao.

O diagnéstico por amplificacdo gendmica do DNA da N. risticii pela técnica
de PCR a partir de amostra de sangue € um método altamente sensivel e
especifico para diagnostico (BARLOUGH et al., 1997). O diagndstico a partir de
amostras de fezes utilizando a técnica de PCR também é possivel de ser
realizado (BERTIN et al., 2013; DURAN e MARQUES, 2016). O isolamento
bacteriano de Neorickettsia spp. é desafiador, apresentando baixa sensibilidade
e dificuldade de execucdo (TEYMOURNEJAD et al., 2020).

2.8 Giardia spp.

Giardia é um protozodrio causador de diarreia crénica, que compreende
pelo menos dez espécies (TAYLOR et al., 2015). Giardia duodenalis (ou
intestinalis) tem como hospedeiros humanos, animais domésticos e selvagens
(WALDEN et al., 2014; TAYLOR et al., 2015). Em equinos, Giardia spp. pode ser
encontradas tanto em animais saudaveis como diarreicos (XIAO et al.,1994;
WALDEN et al., 2014). No entanto, o papel em causar diarreia ainda nao foi
estabelecido (MAGDESIAN et al., 2005).

A infeccdo por Giardia foi descrita em todas as faixas etarias, embora as
taxas de infeccdo nos potros foram maiores, suspeitando-se das éguas
contaminadas como principais fontes de infec¢ao (XIAO et al.,1994).

Estudos com potros diarreicos em instituicdo de referéncia nos EUA
(FREDERICK et al., 2009) e no Brasil (OLIVO et al.,, 2016) demonstram a

presenca de oocistos em 1,3% e material genético de Giardia spp. em 1,8%,
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respectivamente. No estudo de Olivo et al. (2016), o niumero de potros saudaveis
com teste positivo para G. duodenalis também foi baixo (1,7%). Da mesma
maneira, estudo com cavalos utilizados para passeios e recreacao na Califérnia
revelou que nenhum dos cavalos estava eliminando oocistos de Giardia
(JOHNSON et al., 1997).

2.9 Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp. € o protozoario mais associado ao desenvolvimento
de diarreia em potros (NETHERWOOD et al., 1996; SLOVIS et al., 2010), porém
normalmente detectado juntamente com outros enteropatdgenos (SLOVIS et al.,
2014). A mesma espécie (C. parvum) que infecta bezerros, cavalos e humanos
é transmissivel de forma cruzada, considerado agente de carater zoondtico
(WALDEN et al., 2014).

A etiopatogenia do C. parvum como enteropatdgeno primario associado a
quadro gastroentérico em cavalos ndo é clara e pode ser considerado um
microrganismo oportunista. Porém, alguns estudos relacionam o patégeno com
o desenvolvimento de casos esporadicos (COLE et al., 1998) e surtos de diarreia
(GRINBERG et al., 2003). Outros revelarem maior prevaléncia no grupo de
potros diarreicos (27%) quando comparado a potros sadios (11%), embora em
associacao a outros enteropatdégenos (SLOVIS et al., 2014). Da mesma maneira,
estudo de prevaléncia de enteropatdgenos em potros saudaveis e potros
apresentando diarreia mantidos a campo no Brasil observou 3% e 5% de
positividade para C. parvum utilizando a técnica de nested PCR,
respectivamente (OLIVO et al., 2016). A qPCR aparenta ser mais sensivel que
as técnicas classicas de parasitologia no diagnéstico de Cryptosporidium spp.
(STOUT et al., 2021).

O grande numero de cavalos soropositivos e a eliminagéo de oocistos em
potros e cavalos sem sinais clinicos sugerem que a infec¢ao subclinica € comum
(WALDEN et al., 2014). Assim, cavalos clinicamente saudaveis podem ser
carreadores e disseminadores de C. parvum com o mesmo genaétipo causador
da doenca em humanos (CHALMERS et al., 2005). Aproximadamente 1% dos
cavalos saudaveis avaliados durante evento nos EUA foram positivos na PCR
em tempo real para o Cryptosporidium spp. (STOUT et al., 2021). Taxas de

infeccéo por Cryptosporidium spp. foram significativamente maiores nos equinos
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controles, que estavam em contato com equinos diarreicos, demonstrando a
relevancia dos portadores assintomaticos (NETHERWOOD et al., 1996).

2.10 Rotavirus

Dentre os patdégenos virais podemos destacar o Coronavirus e o0
Rotavirus, dos quais os rotavirus do grupo A mais associado a diarreia em potros
de até trés meses de idade (MAGDESIAN et al., 2005; FREDERICK et al., 2009;
MALLICOTE & SANCHEZ, 2014). O rotavirus equino é considerado agente
etiologico preocupante na diarreia em potros (PALMER, 1985), com altas taxas
de morbidade, porém com baixas taxas de mortalidade, devido a caracteristica
de doenca clinica geralmente autolimitante.

As complicagbes da diarreia, se nao tratadas, como a desidratagdo e o
desequilibrio hidroeletrolitico, podem elevar as taxas de mortalidade (BAILEY et
al., 2013). As manifestacfes clinicas variam de acordo com a idade do potro,
pois potros com menos de duas semanas de vida apresentam diarreia profusa e
aguosa acompanhada de anorexia e febre, enquanto em potros mais velhos, a
diarreia € branda e transitéria (UZAL et al., 2022). Equinos adultos expostos a
surtos de rotavirus geralmente apresentam soroconversao, indicando infeccéo
subclinica (HIGGINS et al., 1988).

Um novo rotavirus equino pertencente ao grupo B foi identificado como
agente etioldgico Unico em potros diarreicos. Os ruminantes seriam a possivel
fonte de infeccdo para os equinos, visto que ha 96% de identidade entre os
rotavirus dos diferentes grupos (UPRETY et al., 2021).

A doenca ocorre comumente de maneira endémica, com o inicio de
surtos, onde a fonte de infec¢do sdo animais adultos assintomaticos (MONINI et
al., 2011). Como observado no estudo de Harris et al. (2012), potros sem diarreia
podem transmitir rotavirus. Por outro lado, ha relatos demonstrando que o
rotavirus € o agente infeccioso mais frequentemente identificado nas fezes de
potros diarreicos tratados em hospitais veterinarios (FREDERICK et al., 2009) e

em populacdes de campo (SLOVIS et al., 2014).
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2.11 Coronavirus

O coronavirus equino (ECoV) pertence ao género Betacoronavirus junto
com outros coronavirus animais e humanos (HAAKE et al., 2020). Acomete
usualmente cavalos adultos (acima de cinco anos de idade) causando enterite
necrotizante. Os principais sinais clinicos sédo inapeténcia, letargia e febre (UZAL
et al., 2022), podendo evoluir, em poucos casos, para alteracdo da consisténcia
fecal (fezes amolecidas a diarreia aquosa) (OUE et al., 2011). A maioria das
infeccdes € autolimitante, necessitando somente de terapia suporte (PUSTERLA
et al., 2018).

Existem relatos de potros apresentando enterocolite devido infeccédo por
coronavirus (GUY et al., 2000; DAVIS et al., 2000), porém n&o houve deteccao
do ECoV em 307 amostras de fezes diarreicas de potros mantidos a campo no
Japao (NEMOTO et al., 2015). Esse resultado é semelhante aos encontrados
em potros diarreicos atendidos em hospital de referéncia dos EUA (1% de
positividade) (FREDERICK et al., 2009). Por outro lado, demais estudos
demonstraram que potros sem sinais de doencga gastrointestinal estavam
igualmente infectados com ECoV quando comparados aos potros com doenca
gastrointestinal, sugerindo baixa patogenicidade do virus nessa faixa etaria
(SLOVIS et al., 2014; OLIVO et al., 2016).

A associagcdo do virus com outros enteropatégenos aumenta a
probabilidade de ocorréncia de diarreia em potros (MAGDESIAN et al., 2022),
podendo indicar que infec¢cBes pré-existentes por coronavirus facilitam infec¢des

secundarias oportunistas (SLOVIS et al., 2014).
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