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ABSTRACT.- Girardini L.K., Gressler L.T., Costa M.M., Botton S.A., Pellegrini D.C.P. & Vargas
A.C. 2013. [Susceptibility profile of Brazilian Rhodococcus equi isolates to different
antimicrobial classes and the presence of vapA gene.] Perfil de suscetibilidade antimi-
crobiana e presenca do gene vapA em Rhodococcus equi de origem humana, ambiental e
equina. Pesquisa Veterindria Brasileira 33(6):735-740. Departamento de Medicina Veteri-
naria Preventiva, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria, Camobi,
Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail: agueda@ccr.ufsm.br

Rhodococcus equi is a facultative intracellular bacterium and etiological agent of rodo-
cocosis, an important disease that affects specially foals under six months old and leading
the death generally due to pulmonary lesions. R. equi also has zoonotic potential, and it
has emerged as an opportunistic pathogen in the world, specially infecting solid organ
transplant recipients and immunocompromised human patients, mainly those infected
by human immunodeficiency virus (HIV). Additionally, R. equi infections by healthy hosts
have been reported principally in children and elderly individuals. Studies have shown an
increasing level of resistance of isolates of R. equi against antibiotics commonly used to
treat affected animals and humans. The virulence of this agent is associated with a protein
located on a plasmid, designated vap4, it is essential for survival and replication of R. equi
within macrophages. The present study evaluated the susceptibility profile of R.equi isola-
tes from different sources against the antimicrobials most commonly used to treat animals
and humans, as well as the occurrence and association of vapA gene and the antimicrobial
multiple resistance index (AMRI). Sixty-seven Brazilian isolates of R. equi from different
sources were analyzed: 30 clinical samples of horses, seven of human and 30 of environ-
mental (six from soil and 24 from horse feces). To evaluate the susceptibility profile of
R. equi isolates, the Kirby Bauer method was performed by using 16 drugs of 11 distinct
antimicrobials classes. Additionally, those samples were also resistant to macrolides (azi-
thromycin 6.7%, erythromycin 6% and clarithromycin 3.3%) as well as rifamycin (13%).
All human and environmental samples were sensitive to macrolides and rifamycin. Howe-
ver, environmental isolates demonstrated high levels of resistance to penicillin and chlo-
ramphenicol. Similarly, human isolates had high level of resistance to ceftiofur, lincomycin
and sulfazotrim. AMRI in all R. equi isolates ranged 0 to 0.67, in clinical samples of horses
the AMRI mean value obtained was 0.19, in environmental was 0.14 and in human isolates
was 0.1. Despite of high sensitivity observed in most Brazilian R. equi isolates analyzed, it
was verified in clinical samples of horses different levels of resistance against all antibio-
tics commonly used in the treatment of rodococosis. In contrast, environmental isolates
not demonstrated any resistance against antimicrobials employed in equine rodococosis
therapy. In addition, in human isolates it was not observed resistance against drugs for
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restricted use in human rodococosis therapy. Based on the AMRI achieved in clinical hor-
se isolates, we highlight the importance of restrictive measures and more caution to use
antimicrobial drugs in R. equi infections to avoid increasing of new multidrug-resistant

strains.

INDEX TERMS: Rodococcosis, Rhodococcus equi, Equidae, bacterial resistance, AMRI.

RESUMO.- Rhodococcus equi é um micro-organismo intra-
celular facultativo, agente etiol6gico da rodococose, uma
importante enfermidade que acomete principalmente po-
tros com menos de seis meses de idade, causando a mor-
te geralmente em decorréncia de lesdes pulmonares. Este
agente também tem potencial zoonoético e emergiu como
um patdgeno oportunista no mundo, acometendo humanos
imunocomprometidos, especialmente os transplantados e
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV).
Entretanto, infecgdes por R. equi em hospedeiros higidos
tem sido relatadas, principalmente em crianc¢as e idosos.
Estudos tem mostrado um nivel crescente na resisténcia
de isolados de R. equi em relagdo aos antimicrobianos co-
mumente utilizados no tratamento de animais e seres hu-
manos infectados por este agente. A viruléncia deste pode
estar associada a fatores como a capsula de polissacarideo,
fosfolipase C e a enzima colesterol oxidase (fator equi). No
entanto, uma proteina localizada em um plasmideo, desig-
nada vapA, é essencial para a sobrevivéncia e replicacdo do
agente em macrofagos. Com isso, os objetivos deste estudo
foram avaliar o perfil de suscetibilidade de isolados de R.
equi de diferentes fontes em relacdo aos antimicrobianos
mais comumente utilizados na terapéutica animal e huma-
na, bem como verificar a associacdo entre a presenca do
gene vapA e o indice de resisténcia multipla aos antimicro-
bianos (IRMA). Neste estudo, 67 isolados brasileiros de R.
qui de diferentes fontes foram analisados: 30 provenientes
de amostras clinicas de equinos, sete de humanos e 30 am-
bientais (seis do solo e 24 de fezes de equinos). Para avaliar
o perfil de suscetibilidade dos isolados utilizou-se o méto-
do de disco difusao, sendo testadas 16 drogas de diferentes
classes de antimicrobianos. As amostras clinicas de equinos
apresentaram as maiores taxas de resisténcia a penicilina
(86,7%) e lincomicina (30%). Além disso, foram também
resistentes a macrolideos (azitromicina a 6,7%, eritro-
micina a 6% e claritromicina a 3,3%) e rifamicina (13%).
Todas as amostras humanas e ambientais foram sensiveis
aos macrolideos e rifamicina. Contudo, isolados ambientais
demonstraram niveis elevados de resisténcia a penicilina e
cloranfenicol. Da mesma forma, os isolados humanos apre-
sentaram alto nivel de resisténcia ao ceftiofur, lincomicina e
sulfazotrim. O IRMA em todos os isolados de R. equi variou
de 0 a 0,67, tendo como valores médios 0,19 para as amos-
tras clinicas de equinos, 0,14 nas ambientais e em isolados
humanos foi de 0,1. Apesar da alta sensibilidade observada
nos isolados analisados, verificaram-se diferentes niveis de
resisténcia nas amostras clinicas de equinos. Em contraste,
os isolados ambientais ndo demonstraram resisténcia em
relacdo aos agentes antimicrobianos utilizados na terapia
da rodococose equina. Além disso, em isolados humanos
ndo se observou resisténcia contra a droga para uso restri-
to em terapia de humano. Com base no IRMA observado em
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isolados clinicos de equinos, destacamos a importancia de
medidas restritivas e mais cautela na utilizacdo de antimi-
crobianos em infec¢des causadas por R. equi para evitar o
aumento de novas cepas multirresistentes.

TERMOS DE INDEXAGAO: Rodococose, Rhodococcus equi, equi-
nos, resisténcia bacteriana, IRMA.

INTRODUCAO

Rhodococcus equi é um dos micro-organismos mais im-
portantes em afec¢des pulmonares de potros com idade
inferior a seis meses de idade (Linder 1997, Monego et al.
2009), normalmente relacionados a quadros de broncop-
neumonia piogranulomatosa cronica e enterite associada a
linfadenite (Prescott 1991). Além disso, tem sido conside-
rado um patdgeno oportunista emergente tanto para hu-
manos imunossuprimidos, quanto para individuos higidos,
especialmente criancas e idosos (Kedlaya et al. 2001).

Aviruléncia de R. equi esta associada a fatores como uma
capsula polissacaridica, e as enzimas fosfolipase C e coles-
terol oxidase (fator equi). Entretanto, a presenca da capsula
ndo é essencial para a sobrevivéncia do agente no ambiente
(Sydor et al. 2008) ao mesmo tempo que cepas avirulentas
podem secretar enzimas do “fator equi” (Pei et al. 2006). O
fator mais relevante associado a sua patogenicidade é uma
proteina codificada por um gene plasmidial denominada
vapA (“virulence associated protein”) (Takai et al. 1991,
Sekizaki et al. 1995). A expressdo da vapA é fundamental
para a prevencdo da acidificagcdo do fagossomo, o que fa-
vorece a sobrevivéncia e replicacdo do micro-organismo no
interior de macréfagos (Von Barden & Haas 2009).

0 tratamento das infec¢des por R. equi é realizado com
antimicrobianos lipofilicos durante um periodo prolonga-
do (Prescott 1991), utilizando-se a combinag¢do de macro-
lideos como a eritromicina associados a rifampicina (Gi-
guére & Prescott 1997). No entanto, o surgimento de cepas
resistentes tem sido relatado nas ultimas décadas (Nord-
man & Ronco 1992, Takai et al. 1997, Asoh et al. 2003, Niwa
et al. 2006, Buckley et al. 2007, Venner et al. 2012) Desse
modo, este estudo teve como objetivos avaliar o perfil de
suscetibilidade de isolados de R. equi de diferentes origens
frente aos principais antimicrobianos utilizados no trata-
mento de animais e humanos e verificar a associacdo entre
a presenca do gene vapA e o indice de resisténcia multipla
aos antimicrobianos (IRMA).

MATERIAL E METODOS

Sessenta e sete cepas brasileiras de Rhodococcus equi, isoladas en-
tre os 1993 e 2008 foram estudadas, sendo 30 amostras clinicas
de equinos provenientes de diversos tecidos (fragmentos de pul-
mao, linfonodos e glandula mamaria), secre¢des (lavado traqueal,
liquidos abdominal e sinovial, abscessos subcutaneo e inguinal)
e fezes coletadas diretamente da ampola retal de um animal com
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diarréia; sete amostras de humanos oriundas de pacientes higidos
do Rio Grande do Sul e de casos clinicos de pacientes do estado do
Rio de Janeiro; além de 30 amostras ambientais provenientes de
solo e fezes. Os isolados foram previamente classificados em gé-
nero e espécie de acordo com caracteristicas fenotipicas (Lazzari
etal. 1997, Monego et al. 2009). Todos os isolados de R. equi per-
maneceram armazenados liofilizados a -20°C até a realizacdo dos
testes laboratoriais. Para confirmagdo da identidade dos isolados,
bem como classificacdo em relagdo a presenca do gene de virulén-
cia vapA, realizou-se a técnica de PCR, utilizando-se como contro-
le positivo uma cepa previamente sequenciada, segundo técnica
descrita por Monego et al. (2009).

A avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana in vitro foi reali-
zada pelo método Kirby Bauer modificado (CLSI 2003, CLSI 2008).
Testaram-se as seguintes classes e respectivos antimicrobianos:
macrolideos - azitromicina (15pg), claritromicina (15ug) e eritro-
micina (15pg); aminoglicosideos - gentamicina (10pg); quinolo-
nas - ciprofloxacina (5ug); propanodiol- cloranfenicol (30pg); lin-
cosamidas - lincomicina (2pg); oxazolidinonas - linezolida (30png);
glicopeptideos - vancomicina (30pg); beta-lactamicos- penicilina
(10 UI), imipenem (10pg) e ceftiofur (30ug); polimixinas - polimi-
xina B (300 UI); rifamicinas - rifampicina (5pg); sulfamidas - sul-
fazotrim (25ug) e tetraciclinas - tetraciclina (30pg).

O indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRMA)
foi calculado conforme a metodologia descrita por Krumper-
man (1983), sendo determinado pela relacdo entre o nimero de
classes antimicrobianas para as quais a amostra é resistente e o
numero total de diferentes classes antimicrobianas testadas. Pos-
teriormente, calculou-se o valor médio do IRMA em funcdo das
diferentes origens dos isolados (clinica de equinos, ambiental, hu-
mana). Sugere-se que valores acima de 0,2 sdo considerados indi-
cadores da presenca de genes de resisténcia aos antimicrobianos,
adotando-se, portanto este padrdo (Krumperman 1983).

Os dados foram analisados pelo teste t ao nivel de significancia
de 5%, no programa estatistico SPSS para Windows verséo 18.0,
a fim de avaliar estatisticamente a relagdo entre os isolados com e
sem a presenca de vapA quanto ao IRMA apresentado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria dos isolados brasileiros de Rhodococcus equi es-
tudados apresentaram perfil de suscetibilidade frente aos
diferentes antimicrobianos testados. Em relagdo ao teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos, foi possivel observar,
em 100% das amostras analisadas (n=67), sensibilidade ao
imipenem e gentamicina. Entretanto, os aminoglicosideos
apresentam baixa penetracdo nos macréfagos ou neutroéfi-
los; além de ser relatada a ocorréncia de efeitos adversos,
como a nefrotoxicidade, o que restringe sua aplicacdo em
equinos (Guardabassi et al. 2008).

Apenas oito cepas foram sensiveis a todos os antimi-
crobianos testados, sendo quatro ambientais, trés clinicas
e uma humana. Vinte e seis isolados de origem ambiental
(86,7%), 27 provenientes de equinos (84,4%) e cinco de
humanos (71,4%) demonstraram resisténcia a penicilina.
Como os perfis de multirresisténcia foram definidos a par-
tir dos resultados obtidos em um teste de suscetibilidade
fenotipico, considerou-se como multirresistente apenas os
isolados que apresentaram resisténcia a trés ou mais clas-
ses de antimicrobianos (Schwarz et al. 2010). Desse modo,
dos 30 isolados ambientais, 30 de equinos e sete de origem
humana analisados, nove, 13 e trés apresentaram perfil de
multirresisténcia, respectivamente. Os perfis multirresis-

Quadro 1. Perfis de multirresisténcia a antimicrobianos
apresentados pelos isolados de Rhodococcus equi de
origem ambiental, equinos e humanos no Brasil

Ne de
isolados

Perfis de multirresisténcia
aos antimicrobianos

Origem dos
isolados

Ambientais PEN/VAN/CLO/ERI/LIN/LIZ
PEN/CLO/LIN/SUT/POL B
PEN/CLO/SUT/POL B
PEN/TET/CLO/LIN
PEN/CLO/LIN

PEN/CLO/POL B

CTF/CIP/SUT
PEN/VAN/TET/CLA/ERI/LIN/RIF/LIZ/SUT
PEN/VAN/TET/CLO/CLA/ERI/LIN/RIF/LIZ
CTF/VAN/CLO/RIF/CIP/POL B
PEN/VAN/ERI/LIN/RIF/LIZ
PEN/TET/CLO/LIN/POL B
PEN/VAN/CLO/LIN/LIZ
PEN/TET/LIN/POL B
PEN/LIN/POL B

CLO/AZI/SUT

CTF/CLO/POL B

CTF/LIN/POL B

CTF/LIN/SUT
CTF/LIN/SUT/POL B
CTF/LIN/RIF

CTF/LIN/SUT

=

Equinos

Humanos

R R R R NR R RRRRRRRRRWRRRR

CTF = ceftiofur, PEN = penicilina, IMP = imipenem, GEN = gentamicina,
VAN = vancomicina, TET = tetraciclina, CLO = cloranfenicol, CLA = clari-
tromicina, ERI = eritromicina, AZI = azitromicina, LIN = lincomicina, RIF
= rifampicina, CIP = ciprofloxacina, LIZ = linezolida, SUT = sulfazotrin,
POL = Polimixina B.

téncia encontram-se discriminados no quadro 1. Quanto
aos farmacos ceftiofur e sulfazotrim foram observados me-
nores indices de sensibilidade nos isolados humanos. Ja os
isolados ambientais apresentaram menores indices de sen-
sibilidade frente ao cloranfenicol. Todavia, o perfil de sen-
sibilidade a vancomicina foi variavel quanto a origem dos
isolados; onde os isolados oriundos de humanos apresen-
taram 100% de sensibilidade, seguidos dos isolados am-
bientais (97%) e de equinos (84%). Da mesma forma, em
relagdo a polimixina B, isolados humanos apresentaram-se
100% sensiveis, enquanto os isolados clinicos de equinos e
ambientais apresentaram indices de 80% e 90% de sensi-
bilidade, respectivamente.

As amostras provenientes de equinos apresentaram
perfil de suscetibilidade a claritromicina, eritromicina e
azitromicina, com indices de resisténcia de apenas 3,3%,
6% e 6,7%, respectivamente. Entretanto, observou-se 13%
de resisténcia frente a rifampicina. Nas amostras humanas
e ambientais observou-se 100% de sensibilidade para os
antimicrobianos da classe dos macrolideos e a rifampici-
na (Fig.1). Os dados de sensibilidade a rifampicina diferem
dos encontrados em outro estudo (Nordmann et al. 1992),
no qual se observou a ocorréncia de resisténcia. No entan-
to, a alta sensibilidade encontrada neste trabalho pode es-
tar relacionada ao pequeno nimero de amostras humanas
avaliadas. Embora a maioria dos isolados brasileiros de
R. equi estudados apresentaram perfil de suscetibilidade
frente aos diferentes antimicrobianos testados, as amos-
tras clinicas de equinos revelaram um expressivo indice de
resisténcia a rifampicina e, em menor proporcio, a eritro-
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Fig.1. (A) Perfil de suscetibilidade de isolados de Rhodococcus equi

de amostras ambientais, (B) amostras clinicas de equinos e (C)
amostras humanas frente a 16 antimicrobianos, sendo CTF =
ceftiofur, PEN = penicilina, IMP = imipenem, GEN = gentami-
cina, VAN = vancomicina, TET = tetraciclina, CLO = cloranfeni-
col, CLA = claritromicina, ERI = eritromicina, AZI =azitromici-
na, LIN = lincomicina, RIF = rifampicina, CIP = ciprofloxacina,
LIZ = linezolida, SUT = sulfazotrin, POL = Polimixina B. IRMA =
Indice de Resisténcia Multipla aos Antimicrobianos.

micina. Estes dados indicam a possibilidade dos isolados
terem sofrido uma maior pressao de selecdo devido a uti-
lizacdo destes antimicrobianos (Guardabassi et al. 2008),
uma vez que, a partir da década de 1980 o tratamento
preconizado nos casos de rodococose equina passou a ser
a associacdo de rifampicina e eritromicina (Prescott & Ba-
ggot 1993).

Além disso, a eritromicina apresenta absorcdo variavel
quando administrada oralmente, o que pode comprometer
ainda mais a eficacia no tratamento de infec¢des causadas
por este agente (Jacks et al. 2003). O crescimento no nume-
ro de isolados apresentando resisténcia a rifampicina e eri-
tromicina foi descrito em um estudo com cepas de R. equi
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isoladas durante 10 anos, onde foi possivel verificar que
4% destas apresentaram resisténcia a estes antimicrobia-
nos (Giguére et al. 2010). Desta forma, ressalta-se a impor-
tancia de estudos que avaliem a acdo de diferentes agentes
antimicrobianos como alternativa em casos de resisténcia
a esses farmacos (Javsicas et al. 2010).

Indices expressivos de resisténcia a lincomicina foram
observados em isolados clinicos de equinos (30%) e hu-
manos (28%). Além disso, a utilizagdo de lincomicina em
equinos é restrita devido ao alto risco da ocorréncia de coli-
te fatal (Prescott 1991). Com excec¢do dos isolados ambien-
tais, ndo se observou resisténcia frente a ciprofloxacina. No
entanto, a utilizacdo deste fairmaco torna-se restrita devido
a possibilidade de ocorréncia de danos articulares associa-
dos ao uso de quinolonas em potros (Lopez et al. 2000)

Em relagdo a linezolida, os isolados clinicos de equinos
apresentaram 13,3% de resisténcia, enquanto os isolados
ambientais apenas 3% e as amostras humanas foram 100%
sensiveis. Conforme Bowersock et al. (2000) este fArmaco
apresenta bons resultados de sensibilidade e é considerado
eficiente no tratamento tanto de humanos quanto de ani-
mais. Todavia, as oxazolidinonas ndo devem ser emprega-
das na medicina veterinaria, resguardando-as para utiliza-
¢do na medicina humana (Bowersock et al. 2000).

Com relagdo ao IRMA observou-se indice acima de 0,2
em 26% dos isolados clinicos de equinos e 16% dos iso-
lados ambientais. Em isolados humanos ndo se observou
IRMA acima de 0,2, sendo encontrado o valor médio de 0,1.
As amostras ambientais obtiveram valor médio de IRMA
de 0,14, enquanto que nas amostras clinicas de equinos
o valor médio encontrado foi 0,19, variando de 0 a 0,67
(Fig.1). Elevados valores de IRMAs podem estar associa-
dos a falhas no tratamento de enfermidades em animais
e humanos (Mota et al. 2005). Os IRMASs observados nos
isolados clinicos de equinos apontam para um perfil de
multirresisténcia, diferentemente dos isolados ambientais,
reforcando as evidéncias de que insucessos no tratamento
contribuam para a selecdo de R. equi resistentes aos antimi-
crobianos preconizados no tratamento. O desenvolvimento
da resisténcia bacteriana tem sido atribuido em parte ao
uso de doses terapéuticas que frequentemente bloqueiam
o crescimento de células bacterianas suscetiveis. Em algu-
mas condi¢des, a concentragdo pode ser tdo baixa ao pon-
to de eliminar apenas um pequeno nimero de mutantes
resistentes a drogas na populacdo infectada, recebendo a
denominacdo de janela de selecdo de mutantes (mutant
selection window - MSW). O limite superior a MSW deno-
minado mutant prevention concentration (MPC) consiste na
concentragdo antimicrobiana capaz de inibir o crescimento
de subpopulacgdes resistentes aos antimicrobianos devido
amutacdo espontanea. Estudos indicam que concentragdes
de antimicrobianos acima da MPC como terapia podem re-
duzir a chance de surgimento de mutantes resistentes e
elevados niveis de resisténcia (Drlica 2003, Drlica & Zhao
2007).

Dentre todas as amostras avaliadas quanto a presenca
do gene vapA, somente as amostras clinicas provenientes
de equinos (n=30) apresentaram resultado positivo pela
técnica de PCR. A presenca do gene vapA nas amostras cli-
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nicas de equinos concordam com os dados encontrados
no estudo realizado por Ribeiro et al. (2005), refor¢cando
a importancia da vapA na patogénese das enfermidades
causadas por R. equi. A vapA é necessaria para o cresci-
mento bacteriano intracelular em macréfagos (Jain et al.
2003), mas, ndo ¢ suficiente para a viruléncia bacteriana.
Um estudo demonstrou que apds a cura de um plasmideo
derivado de isolado bacteriano virulento, este nao foi capaz
de restaurar a viruléncia em camundongos e potros, indi-
cando que genes determinantes de viruléncia além do vapA
podem residir em plasmideos (Ren & Prescott 2004). Em
média, as amostras com a presenca do gene vapA tiveram
maiores valores de IRMA (M=0,1867; EP=0,2871) quando
comparadas as amostras onde nao foi possivel detectar a
presenca deste mesmo gene (M=0,137; EP=0,01765). En-
tretanto, esta diferenga nao foi significativa em nivel de 5%
(p=0,131). Provavelmente os isolados clinicos positivos
para o gene vap4, estdo mais sujeitos a uma maior pres-
sdo de selecdo pela utilizagdo de antimicrobianos para tra-
tamento das afec¢des clinicas (Drlica 2003, Drlica & Zhao
2007). Nesse sentido, testes de suscetibilidade aos antimi-
crobianos devem ser empregados na pratica clinica e ro-
tina laboratorial, uma vez que fornecem subsidios para a
adocdo de medidas terapéuticas adequadas (Schwalbe et
al. 2007, Guardabassi et al. 2008).

Por fim, ressalta-se a necessidade da ado¢do de medi-
das restritivas e maior cautela no emprego destes fairmacos
na rotina terapéutica veterinaria das infecc¢ées por este pa-
togeno, a fim de evitar a emergéncia de novas cepas de R.
equi multirresistentes.

CONCLUSOES

O perfil de susceptibilidade dos isolados brasileiros de
Rhodococcus equi frente as diferentes classes de antimicro-
bianos analisadas evidencia alta sensibilidade da maioria
dos isolados testados.

As amostras clinicas de equinos apresentaram diferen-
tes graus de resisténcia as drogas utilizadas no tratamento
de rotina para rodococose equina.

As amostras clinicas de equinos apresentaram o gene
vapA e IRMA mais elevado quando comparadas as amos-
tras negativas para o mesmo gene.

Declaracgao de interesse.- Os autores relatam ndo haver nenhum conflito
de interesse e sdo os Unicos responsaveis pelo contetido e pela redagio
do trabalho.
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