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Resumo

Introdugdo: a meningite bacteriana em equinos é uma enfermidade frequente em animais jovens. Streptococcus spp., Staphylococcus
aureus e Escherichia coli sdo as bactérias mais comumente isoladas nesses casos. Apesar da bactéria Providencia rettgeri ja ter sido
isolada em casos de meningite humana e de crocodilo, ndo ha relatos de seu isolamento em equinos. Objetivo: relatar o isolamento
e a identificagdo da bactéria P. rettgeri de um potro com sintomas neurolégicos e avaliar o perfil de sensibilidade a antibiéticos deste
isolado. Metodologia: o isolamento foi realizado a partir do liquido cefalorraquidiano do potro, por meio de cultivo em meio agar
chocolate. Apds isolamento, as colénias formadas foram identificadas por equipamento Biotyper, baseado em espectrometria de
massa. O perfil de sensibilidade foi definido por teste de difusdo em discos, seguindo metodologia relatada pelo CLSI M2-A8 em
2003, sendo a bactéria classificada como resistente, padrdo indeterminado ou sensivel aos antibiéticos, de acordo com o descrito
pelo EUCAST em 2021. Resultados: este é o primeiro relato do isolamento de P. rettgeri como agente etiolégico de meningite em
potro. Dos 15 antibidticos testados, a bactéria foi resistente a 9, sensivel a 5 e com padrdo indeterminado a 1 antibidtico. Conclusdo:
nossos resultados indicam que P. rettgeri deve ser considerada entre possiveis agentes etioldgicos de quadros neurolégicos em
equinos e que testes de sensibilidade a antibidtico sdo fundamentais, uma vez que essa bactéria ja apresenta resisténcia a diversos
antibidticos disponiveis comercialmente.
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Abstract

Introduction: Bacterial meningitis in horses is a frequent disease in young animals. Streptococcus spp., Staphylococcus aureus and
Escherichia coli are the most commonly isolated bacteria in these cases. Although Providencia rettgeri bacterium has already been
isolated in cases of human and crocodile meningitis, there are no reports of its isolation in cases of meningitis in horses. Objective: to
report isolation and identification of the P. rettgeri bacteria from a foal with neurological symptoms and to assess antibiotic sensitivity
profile in isolate of it. Methods: isolation was performed from the foal’s cerebrospinal fluid, through cultivation in chocolate agar
medium. After isolation, formed colonies were identified by Biotyper equipment, based on mass spectrometry. Sensitivity profile
was verified by disk diffusion test, according to methodology that was reported by CLSI M2-A8 in 2003, which classified bacteria as
resistant, indeterminate pattern or sensitive to antibiotics, as described by EUCAST in 2021. Results: this is the first report on isolation
of P. rettgeri as an etiologic agent of meningitis in foals. Among 15 antibiotics that were tested, results showed bacteria resistence
to 9 antibiotics, bacteria sensitivity to 5, but undetermined pattern to 1 antibiotic. Conclusion: results indicate that P. rettgeri shall
be considered among potential etiologic agents of neurological conditions in horses and that antibiotic sensitivity tests are essential,
since this type of bacterium is already resistant to several commercially available antibiotics.
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INTRODUCAO

A meningite de origem bacteriana em equinos é
mais frequente em animais jovens do que em adultos
(LAUGIER; TAPREST; FOUCHER, 2009). Usualmente, essa
doenca deriva de complicagdes oriundas de uma septice-
mia neonatal e estd associada a altas taxas de mortalidade
(KOTERBA; BREWER; TARPLEE, 1984).

Varios microrganismos ja foram encontrados cau-
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sando meningite em equinos, sendo Streptococcus spp.,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli as bactérias mais
comumente isoladas nessas infecgGes (FURR, 2015). No
entanto, existe uma diferenga entre agentes infecciosos
documentados nas infec¢gGes em potros e em cavalos.
Nos adultos, predominam as espécies estreptocdcicas,
ja em potros predominam as bactérias Gram-negativas,
pois estas estdo associadas aos agentes causadores de
septicemia neonatal, que resultam em meningites nesses
animais, sendo a E. coli a bactéria mais comum nessas
infeccdes de equinos jovens (VIU et al., 2012).

N3o ha relatos do isolamento da bactéria Providencia
rettgeri a partir de meningite em equinos; no entanto,

413



414

Luiz Eduardo Lacerda, Ricardo Wagner Portela

este bacilo Gram-negativo ja foi isolado em casos de
meningite em humanos, apesar de serincomum (MAITI;
SINGH; PANDEY, 2013), e de meningite em crocodilos
recém-nascidos de agua salgada (Crocodylus porosus)
(LADDS; BRADLEY; HIRST, 1996). Em humanos, ja foi
relatada como responsavel por infec¢des do trato uri-
nario e por septicemia (CHO et al., 2010; KIM et al.,
2003). Em equinos, essa bactéria ja foi encontrada em
infeccGes de feridas (COCHRANE et al., 2009) e como
agente primario ndo convencional de diarreia em potros
(OLIVO etal., 2016).

As espécies de Providencia podem ser amplamente
resistentes a antibidticos, apresentando genes de resis-
téncia a diversos antibidticos (OLAITAN et al., 2016).
Stock e Wiedemann (1998) relataram a susceptibili-
dade natural aos antibidticos em cepas de P. rettgeri,
descrevendo resisténcia a tetraciclinas e fosfomicina
e apresentando mais susceptibilidade a quinolonas,
aminoglicosideos, fosfomicina e antibidticos beta-
-lactamicos, quando comparada a Providencia stuartii
(STOCK; WIEDEMANN, 1998). Maiti, Singh e Pandey
(2013) avaliaram a susceptibilidade a antibiéticos de P.
rettgeri presentes em trés casos de infec¢gbes incomuns
do sistema nervoso central em humanos, percebendo
gue as cepas isoladas apresentaram resisténcia a am-
picilina, ceftriaxona, cefotaxima e ceftazidima (cefalos-
porinas de terceira geragao), ciprofloxacino-ofloxacino
e piperacilina, no entanto, demonstraram sensibilidade
apenas ao imipenem (MAITI; SINGH; PANDEY, 2013).

Devido a extensa resisténcia natural a antibidticos
e ao isolamento recente de cepas multirresistentes de
P. rettgeri, atengao especial deve ser dada a escolha da
terapéutica de antibidticos para tratamento adequado
das infec¢Ges provocadas por elas. Assim, o objetivo
deste trabalho foi relatar o isolamento e a identificacdo
da bactéria P. rettgeri de um potro com sintomas neuro-
légicos e avaliar o perfil de sensibilidade a antibidticos
deste isolado.

METODOLOGIA

Avaliagdo clinica do animal

A avaliagdo clinica do potro foi realizada por uma
analise do historico do animal, anamnese e exame
clinico geral e especifico do sistema nervoso. O exame
especifico do sistema nervoso foi conduzido para se
detectar as alteragBes neuroldgicas, sendo avaliado o
comportamento, estado mental, postura, andadura,
propriocepgado, inspecdo geral para evidenciar possivel
assimetria, além da avaliacdo da funcdo dos nervos
cranianos, conforme descrito por Furr e Reed (2015).

Coleta do material clinico

Como se trata de uma afec¢do neuroldgica, o ma-
terial clinico coletado foi o liquido cefalorraquidiano
(LCR). A coleta foi realizada através da centese da cis-

terna cérebro-medular (espago atlanto-occipital), com o
animal sedado, em posi¢dao quadrupedal. A amostra foi
conservada sob refrigeracdo por 48 horas, até a anadlise
microbiolégica.

Isolamento do microrganismo

O isolamento do microrganismo foi realizado a par-
tir do LCR coletado do potro. Com uma alga calibrada
estéril de 10 ul, foi retirada uma aliquota do liquor e
realizado o esgotamento por estria em placa contendo
agar chocolate. A placa foiincubada a 37°C por 24 horas,
em condig¢Bes aerdbicas.

Identificagdo do microrganismo por MALDI TOF

As colbnias obtidas no dgar chocolate tiveram iden-
tificagdo realizada em equipamento Biotyper (Bruker
Daltonics, Billerica, MA), baseado em MALDI TOF MS.
Apds cultivo em agar BHI (infusdo de cérebro e coragdo)
por 24 horas a 37°C, uma col6nia isolada foi aplicada em
um pogo da placa de ago alvo MALDI Biotyper. Adicionou-
-se ao pogo 1 pl de acido férmico (70%) e 1 pl de matriz
MALDI-TOF MS (composta por uma solugdo saturada
de acido a-ciano-4-hidroxicinamico), deixando-se secar
em temperatura ambiente (ASSIS et al., 2017; RIFICI et
al., 2020).

Para analise, usou-se um espectrometro de massa
FlexControl MicroFlex LT (Bruker Daltonics), equipado
com um laser de nitrogénio de 20 Hz. Os espectros foram
analisados usando o software Bruker Biotyper 3.0 e a
biblioteca versdo 3.3.1.0 (4.613 entradas). Antes que as
medi¢des da amostra fossem registradas, o espectrome-
tro foi calibrado usando-se um padrao de teste bacteria-
no (E. coli DH5 alfa). Pontuagdes de corte recomendadas
pelo fabricante foram usadas para identificagdo, com
pontuagdes >2.000, indicando identificagdo em nivel de
espécie, enquanto pontuagdes >1,700 e <2.000 indicam
identificagdo em nivel de género e pontuag¢des <1.700
ndo indicam uma identificagdo confidvel (ASSIS et al.,
2017; RIFICI et al., 2020).

Perfil de sensibilidade a antimicrobianos

O perfil de sensibilidade foi definido através de teste
de difusdo em discos, seguindo metodologia adaptada
do CLSI M2-A8 (2003) realizada em duplicata. Utilizaram-
-se discos disponiveis comercialmente, cada um im-
pregnado com um antibidtico, sendo entdo testados 15
antimicrobianos: amicacina (AMI 30 — marca: Sensifar),
ampicilina (AMP 10 — Bio-Rad), aztreonam (ATM 30 —
Laborclin), bacitracina (BAC 10 — Sensifar), cefalotina
(CFL 30 - Sensifar), ceftriaxona (CRO 30 — Laborclin),
ciprofloxacino (CIP 05 — Sensifar), cloranfenicol (CLO 30—
Sensifar), doxiciclina (DOX 30 — Sensidisc), enrofloxacina
(ENO 05 - Sensidisc), gentamicina (GEN 10 — Sensifar),
neomicina (NEO 30 - Sensifar), nitrofurantoina (NIT 300
— Sensifar), norfloxacino (NOR 10 — Sensifar) e sulfazo-
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trim (SUT 25 — Laborclin). Esses foram escolhidos por
serem antibidticos de amplo espectro ou de espectro
reduzido para bactérias Gram-negativas e que podem
ser utilizados para tratamento de meningite.

Para o teste de difusdo em discos, a bactéria foi
inicialmente cultivada em agar BHI (infusdo de cérebro
e coragdo) a 37°C por 24 horas. Apds esse periodo, foi
realizada a preparag¢do do inéculo, retirando-se colonias
da placa e adicionando-as em 5 mL de soro fisioldgico
estéril, até a solugdo atingir uma turbidez 6ptica com-
pardvel a da solucdo padrdo 0,5 da escala McFarland.

O indculo foi entdo semeado na superficie de agar
Mueller-Hinton (Acumedia) com um swab estéril, cobrin-
do toda a superficie da placa. Apds cinco minutos, tempo
para a absorgdo do indculo, foram adicionados, com o
auxilio de uma pinga estéril, os discos impregnados com
os antibidticos. As placas foram invertidas 15 minutos
apos a colocagdo dos discos e incubadas a 37°C por 24
horas, em estufa microbiolégica.

Apds aincubacdo, mediram-se os diametros dos ha-
los de inibicdo e o tamanho foi comparado aos padrées
descritos no EUCAST (2021), sendo entdo a bactéria
classificada em resistente ao antibidtico (quando ha uma
grande probabilidade de falha terapéutica, mesmo quan-
do hd aumento da exposi¢do), indeterminado (quando
ha uma alta probabilidade de sucesso terapéutico pelo
aumento da exposicdo ao agente, seja pelo ajuste do
regime de dosagem ou da concentragao no local da in-
feccdo) ou sensivel (quando ha uma alta probabilidade
de sucesso terapéutico, usando um regime de dosagem
padrdo do agente).

Os antibioticos cefalotina, bacitracina, doxiciclina e
enrofloxacina ndo apresentam pontos de corte padrdo
estabelecidos pela EUCAST (2021); assim, para cefalo-
tina e bacitracina, a ndo formacdo de halo de inibicdo
caracterizou a bactéria como resistente. Em relagdo a
doxiciclina e a enrofloxacina, o tamanho do halo foi
comparado com padrao estabelecido pelo CLSI (2020).

RESULTADOS

A partir do liquido cefalorraquidiano do potro apre-
sentando meningite e sintomas neuroldgicos, isolou-se
apenas uma cepa bacteriana. Ela apresentava bom cres-
cimento em agar chocolate, apds 24 horas de cultivo em
37°C, em condigBes aerdbicas, apresentando-se como
colénias médias, branco-acinzentadas, com aspecto
mucoide e brilhoso, com bordas irregulares (Figura 1).
Apds coloragdo de Gram, observaram-se bastonetes
Gram-negativos isolados e/ou aos pares. Por Biotyper,
a bactéria isolada foi identificada como Providencia
rettgeri. A identificacdo realizada caracterizou-se por
um alto grau de certeza de identificagdo de espécie e
pela auséncia de contaminantes.
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Figura 1 - Providencia rettgeri em dgar chocolate apds 24 horas
de cultivo a 37°C em condigbes aerobicas.

Fonte: Dados da pesquisa.

Apds o teste de difusdo em disco, realizado em
duplicata e seguindo as recomendac¢des da CLSI M2-A8
(2003), e com andlise dos resultados seguindo o descrito
pela EUCAST (2021) e pelo CLSI (2020), para a doxiciclina
e enrofloxacina, identificou-se, de forma qualitativa,
qgue dentre os 15 antibidticos testados, a cepa estudada
é resistente a 9 antibidticos, sensivel a 5 e tem padrado
indeterminado a 1 antibidtico, o aztreonam (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultado do teste de difusGo em discos, em duplicata
(placas A e B), para avaliagio da sensibilidade de Providencia
rettgeri a antibidticos.

Ponto de corte do

LD diametro de halo

Antibidtico de halo Resultado
- (mm) pela
EUCAST, 2021

Amicacina (A)28,(B)30  Sensivel (S) >18 (R) <18*
Ampicilina Sem halo Resistente (S)>14 (R) <14°
Aztreonam (A) 23, (B) 23 Indeterminado  (S) 2 26 (1) 25-21 (R) <21
Bacitracina Sem halo Resistente Sem dados ?
Cefalotina Sem halo Resistente Sem dados *
Ceftriaxona Sem halo Resistente (S) = 25 (1) 24-22 (R) <22
Ciprofloxacina  (A) 35, (B) 33 Sensivel (S)=25(1) 24-22 (R) <22
Cloranfenicol Sem halo Resistente (S)>17 (R) <17°®
Doxiciclina (A) 10, (B) 10 Resistente (S) > 14 (R) <14 *¢
Enrofloxacina (A) 22, (B) 22 Resistente (S) 223 (R) <23 b¢
Gentamicina (A) 25, (B) 22 Sensivel (S)217 (R) <17°¢
Neomicina (A) 14, (B) 13 Sensivel (S)>12 (R)<12°¢
Nitrofurantoina Sem halo Resistente (S)211(R)<11°¢
Norfloxacina (A) 30, (B) 31 Sensivel (S)>22 (R)<22°¢
Sulfazotrim Sem halo Resistente (S)>14 (1) 14-11 (R) < 11

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: S—Sensivel. R — Resistente. “— Sem ponto de corte estabelecido
pela EUCAST (2021). ® — Ponto de corte estabelecido pelo CLSI (2020). < —
Sem ponto de corte estabelecido pela EUCAST (2021) para classificagéo
como Indeterminado.

Nota: O teste foi conduzido de acordo com o recomendado pelo CLSI
(2003), e a avaliagéo dos dados foi realizada seguindo orientagdes da
EUCAST (2021) e do CLSI (2020).
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Dos 5 antibidticos para os quais o isolado de P. rettgeri
apresentou sensibilidade, 3 sdo da classe dos aminoglico-
sideos (amicacina, gentamicina e neomicina), 1 é da classe
das quinolonas (ciprofloxacino) e 1 é uma fluoroquinolona
(norfloxacino), sendo todos de largo espectro. A bactéria
apresentou resisténcia a ampicilina (beta-lactamico), a
bacitracina (polipeptidio), cefalotina e ceftriaxona (cefa-
losporinas de primeira e de terceira geragao, respectiva-
mente), cloranfenicol (anfenicol), doxiciclina (tetraciclina),
nitrofurantoina (nitrofurano), sulfazotrim (sulfanilamida)
e a enrofloxacina (fluoroquinolona).

DISCUSSAO

A bactéria Providencia rettgeri é considerada como
patogénica, com relato de infecgGes em humanos (prin-
cipalmente do trato urinario e casos de septicemia) e
animais. A meningite por esse microrganismo é incomum
(LADDS; BRADLEY; HIRST, 1996; MAITI; SINGH; PANDEY,
2013), sendo descrito seu isolamento apenas em huma-
nos e em crocodilos recém-nascidos. O presente estudo é
o primeiro relato desse tipo de infec¢do em equinos, o que
indica que a bactéria deve ser considerada entre possiveis
agentes etiolégicos de meningite nesses animais.

Por P. rettgeri ser uma bactéria Gram-negativa, é
muito possivel que a infecgdo neuroldgica tenha come-
¢ado com uma sepse, uma vez que, como esta descrito
na literatura, casos de meningite em potros causada por
bactérias Gram-negativas estdo usualmente associados a
septicemia neonatal (VIU et al., 2012). No entanto, como
nao foi realizada andlise microbioldgica do sangue, ndo se
tem evidéncias que confirmem essa hipdtese.

A cepa de P. rettgeri estudada apresentou sensibi-
lidade aos aminoglicosideos (amicacina, gentamicina e
neomicina), a quinolonas (ciprofloxacina) e a uma das
fluoroquinolonas (norfloxacina) testadas. Esse resultado
concorda com os de Stock e Wiedemann (1998), que
perceberam boa susceptibilidade natural da espécie a
essas classes de antibioticos.

No entanto, quando se fala em terapéutica contra a
meningite, ndo se deve observar apenas a sensibilidade do
microrganismo ao antibiético, mas também se este atinge
concentragdes antibacterianas no liquido cefalorraquidia-
no, pois nem todas as drogas antimicrobianas conseguem
ultrapassar a barreira hematoencefalica. A inflamagdo
meningea pode aumentar a proporgao de antibidtico
que pode cruzar essa barreira, mas isso é varidvel e pode
ndo ser adequado para resultar em eficdcia terapéutica.
Em muitos casos, pode ser indicada a terapia combinada
de antibidticos ou a injeg¢do direta de antimicrobiano no
liquido cefalorraquidiano (administragdo intratecal), de
forma combinada ou ndo (LACOMBE; FURR, 2015).

Apesar de a cepa estudada ter sido sensivel aos
aminoglicosideos, eles ndo sao absorvidos por via oral,
devido a estrutura policatidnica altamente polar, e por
administracdo parenteral ndo atingem concentragdes
significativas no liquido cefalorraquidiano de equinos,

devido a sua fraca permeabilidade a barreira hematoen-
cefalica (DOWLING, 2004; SOUSA, 2006). Apenas se con-
segue atingir concentragdes eficazes desses antibioticos
no liquor, recorrendo-se a uma administragao intratecal
(com excec¢do da neomicina) (SOUSA, 2006). Além disso,
outro problema relacionado a essa classe de antibidticos
é a sua nefrotoxicidade potencial, fato ja relatado em
potros (RIVIERE et al., 1983). Esses aspectos dificultam
seu uso no tratamento da meningite, sendo pouco reco-
mendados para esse caso. Quinolonas e fluoquinolonas,
por sua vez, atravessaram a barreira hematoencefalica,
alcancando altas concentragGes no sistema nervosos
central, apds administracdo parenteral (COTTAGNOUD;
TAUBER, 2003; HASBUN; QUAGLIARELLO, 2000), sendo
excelente para o tratamento contra a cepa isolada no
presente estudo.

Segundo Stock e Wiedemann (1998), um isolado de P.
rettgeri estudado por eles apresentou sensibilidade natu-
ral ao aztreonam (beta-lactamico). Para a cepaisolada no
potro, esse antibidtico apresentou um padrao indetermi-
nado de sensibilidade, ou seja, existe alta probabilidade
de sucesso terapéutico, com o aumento da exposicdo a
ele, seja pelo ajuste do regime de dosagem ou da con-
centragdo no local da infec¢do. Assim, é provdvel que
com esse ajuste seja possivel utiliza-lo para o tratamento
de meningite causada pela cepa isolada do potro, sendo
uma alternativa ao uso dos aminoglicosideos (LENTNEK;
WILLIAMS, 1991; PAXSON; PARADIS, 2010).

Todos os antibidticos para os quais o isolado de P.
rettgeri apresentou sensibilidade sdo de largo espectro.
O uso de antibidticos de espectro amplo pode ser arris-
cado, pois pode favorecer a resisténcia a antimicrobianos,
se utilizados inadvertidamente e de maneira incorreta
(DORON; DAVIDSOM, 2011), podendo ser necessaria a
busca de um novo antimicrobiano para o tratamento
dessa bactéria daqui a alguns anos.

Dos antibidticos testados, a ceftriaxona, cloranfenicol,
enrofloxacina e sulfazotrim sdo altamente recomendados
para o tratamento de meningite bacteriana em equino
(FURR, 2015) e essa cepa bacteriana foi resistente a
todas. Sem o isolamento dessa bactéria e teste de sen-
sibilidade, o tratamento usual ndo seria efetivo contra
esse microrganismo.

CONCLUSAO

O encontro de P. rettgeri como causador de meningite
em equinos é importante, indicando que essa bactéria
deve ser considerada pela comunidade veterindria entre
possiveis agentes etioldgicos de quadros neurolégicos
desses animais. Nossos resultados indicam que amino-
glicosideos e quinolonas podem ser boas escolhas para
tratar infecgdes por P. rettgeri, mas, no caso de uma me-
ningite, o tratamento mais simples seria com quinolonas,
pois os aminoglicosideos ndo atingem boas concentragdes
no liquido cefalorraquidiano por via parenteral, sendo
necessaria a administragao intratecal.
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E recomendado que a escolha do antibacteriano para
tratamento adequado de meningite seja determinado por
cultura e teste de sensibilidade de uma amostra do liquido
cefalorraquidiano. Isto porque muitos microrganismos
podem ser responsaveis por meningite nos equinos, mas
também porque, mesmo sabendo dos efeitos bactericidas
dos aminoglicosideos e quinolonas sobre a P. rettgeri,
esta bactéria apresenta extensa resisténcia natural a
diversos antibidticos e, recentemente, tem sido descrito
o isolamento de cepas multirresistentes, existindo a pos-
sibilidade da cepa causadora da infeccdo ser resistente
aos antibiodticos dessas classes.
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