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RESUMO

A criagdo de eqiiinos no Brasil é uma atividade de grande importancia econdémica, e devido
asuaintensificacdo, enfermidades respiratdrias como a adenite eqiiina também se exacerbam. Os
prejuizossaorelacionados areducao da performance, aos custos de tratamento e eventuais mortes.
A adenite eqiiina é uma enfermidade causada pelo Streptococcus equi subesp. equi, uma bactéria
beta-hemolitica, pertencente ao grupo C de Lancefield. Esta revisdo tem por objetivo relatar os
principais aspectos da enfermidade e caracteristicas fenotipicas emoleculares do agente e de outras
espécies relacionadas ao género Streptococcus, bem como relatar as técnicas descritas para o
diagndstico da adenite eqiiina.
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ABSTRACT

STRANGLES - CLINICAL ASPECTS, ETIOLOGICAL AGENT AND DIAGNOSTIC METHODS.
Horse raising in Brazil is of great economic importance, and due to intensification of this activity,
respiratory diseases such as strangles haveincreased. The damages involvereduced performance,
treatment costs and eventual deaths. Strangles is a disease caused by Streptococcus equisubsp.equi,
a beta-hemolytic bacteria, of the C Lancefield group. The aim of this review was to relate some
aspects of the disease and phenotipical and molecular features of the etiological agent and other
Streptococcus of the same group, as well as to describe techniques of strangles diagnosis.

KEY WORDS: Streptococcus equi, strangles, horses.

A criacao de eqiiinos no Brasil, com um plantel de
5,9 milhdes de animais (FAO, 2002), é uma atividade
em constante crescimento, que gera empregos erenda
para a populacdo. O elevado ntimero de animais,
associado anecessidade de producéo crescente, leva
a um aumento na ocorréncia de enfermidades e dos
prejuizos econémicos associados a atividade.

Dentre as enfermidades que afetam eqtiinos, o
segundo grupo com maior prevaléncia sdo as associ-
adas ao trato respiratério, como a adenite eqiiina,
responséavel por aproximadamente 30% das notifica-
¢oes de enfermidades em eqiiinos em todo o mundo
(CHANTER, 1997).

Adenite eqiiina, também conhecida como
garrotilho, é uma enfermidade infecto-contagiosa
aguda GcHiLp, 2001) causada pela bactéria b-
hemolitica Streptococcus equi subesp. equi do grupo C
de Lancefield. Também pertencem a esse grupo o S.
equi subesp. zooepidemicuse o S. dysgalactiaesubesp.
equisimilis, microrganismos relacionados genetica-
mente, porém com potencial patogénico muito dife-
renciado e freqiientemente isolados de amostras cli-

nicas como contaminantes secundérios (IIMONEY,
2004).

ADENITE EQUINA - ASPECTOS CLINICOS

A adenite eqiiina é caracterizada por inflamagdo
mucopurulenta do trato respiratério superior de
equiinos (WILKENs, 1994; ScHILD, 2001). Possui distri-
buigdo mundial e é responsavel por perdas econdmi-
cas importantes, considerando-se os custos com o
tratamento, medidas de controle e eventuais mortes
(WaLLACE et al., 1995). A infeccao é fatal em apenas
10% dos casos, eamorte ocorre por disseminagdo dos
abscessos ou por purpurahemorragica, causadapelo
acamulo de complexos formados por anticorposliga-
dos a proteina M (CHaNTER ¢t al., 2000).

O periodo de incubacao varia de 3 a 14 dias e os
animais apresentam febre, apatia, descarga nasal,
inicialmente mucosa progredindo para
mucopurulenta, tosse, anorexia, dificuldade de
degluticdo eedema mandibular, dificultando arespi-
racao (TIMONEY; MUKHTAR, 1993). O curso clinico é de
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2 a 4 semanas, com recuperacao espontanea da mai-
oria dos animais ap6s drenagem do contetido dos
abscessos (ScHILD, 2001). A transmissdo ocorre por
contato direto nasal ou oral, ou indireto, através de
aerossois, fomites contaminados e insetos (TIMONEY,
1993).

S. equi penetra pela boca ounarinas e a bactéria se
adereareceptoresespecificos das tonsilas elinfonodos
locais. Em poucas horas, o microrganismo atinge os
linfonodos regionais, onde se multiplica no meio
extracelular. O peptidoglicano da parede celular ati-
va o componente C3 do complemento que atrai
neutréfilos para o local. A acdo antifagocitica da
proteina M ocorre pelainibi¢do do fator H do comple-
mento e pelaligacdo com ofibrinogénio, oqueimpede
o reconhecimento da bactéria como estranha pelo
sistema imune do hospedeiro (TiMONEY, 1993).

Outros fatores como estreptolisina e
estreptoquinase contribuem para a formacdo dos
abscessos. A medida que estes progridem, ha forma-
¢do de edema submandibular devido a obstrugao do
fluxo de fluidolinfatico. O processo de destruicaode
fagécitos atrai outras células inflamatérias que
fagocitam algumas bactérias e sdo destruidas por
outras, levando a formacgao de pus em um processo
continuo que pode ter varias resolugdes (Brooks etal.,
2000).

Na maioria dos casos da enfermidade o animal
apresenta apenas aumento dos linfonodos, com for-
magdo de abscessos e rdpida resolugdo sem auxilio
terapéutico. Aproximadamente 20% dos eqtiinos afe-
tados permanecem portadores cronicos, disseminan-
do o agente por varios meses ou anos, servindo como
uma importante fonte de infeccdao na populagao
(NEwTON et al., 2000).

A disseminacdo do agente via linfatica ou
hemat6gena podelevar a formagdo de abscessos bas-
tardos em cavidades (abdominal e toracica), poden-
do, em casos menos freqiientes, atingir o cérebro
(Raposrirs et al., 2002). Casos de abscessos bastardos
na cavidade toracica de um ponei, e cavidade abdo-
minal de um potro foram relatados por KoL et al.,
(2003). A causa da disseminagdo do agente ainda é
desconhecida, entretanto suspeita-se que a inade-
quada antibioticoterapia em eqiiinos com secrecao
nasal e aumento de volume nos linfonodos pode
contribuir para a ocorréncia desses casos (KoL ef al.,
2003). Os sinais clinicos apresentados pelos animais
com abscessos bastardos variam de acordo com o
tamanho e localizacdo dos abscessos. O agente pode
ainda atingir valvulas cardiacas, cérebro, olhos, arti-
culagdes e bainhas tendinosas (RaposTits et al., 2002).

Quadros de purpurahemorragica témsido descri-
tos em eqiiinos com exposigdo prévia aS. equi subesp.
equi que apresentavam altos titulos de anticorpos
contra a proteina M. Os eqiiinos com purpura apre-

sentam infartos na musculatura esquelética, pele,
trato gastrointestinal, pancreas e pulmao. Lesoes
histolégicas como vasculite leucocitoclastica e necrose
aguda coagulativa sdo descritas para estes casos
(KAESE et al., 2005).

Além de casos de adenite bastarda e purpura
hemorragica, os eqiiinos afetados podem desenvol-
ver complicacdes mais brandas e ndo fatais, tais
como miocardites, celulite purulenta, hemiplegia
laringea e empiema de bolsas guturais (PRESCOTT;
WRriGHT, 2000).

Aproximadamente 75% dos eqiiinos desenvol-
vem soélida e duradouraimunidade ao S. equi subesp.
equi que parece ser mediada por IgG eIgA produzidas
namucosalocal. O colostro de éguas que se recupera-
ram da doenga contém IgG e IgA, fornecendo assim
protecdo aos potros até o periodo de desmame. Acre-
dita-se que a proteina M seja o principal antigeno
protetor de S. equi (Jacoss et al., 2000).

O diagnéstico é geralmente realizado de acordo
com os sinais clinicos e também pela demonstracao
do agente em esfregacos de exsudato nasal ou pus. A
confirmacao é feita pelo isolamento de S. equisubesp.
equi a partir do material proveniente das lesdes ou
orgaos afetados (ScHiLp, 2001).

Otratamento éindicadonos casosem que o animal
apresenta sinais sistémicos de infeccao como febre,
depressdo e alteracdes no hemograma. O S. equi
subesp. equi é sensivel a penicilina, cloranfenicol,
eritromicina, tetraciclina e lincomicina. O tratamento
deveserrealizado de5-10dias, com penicilina (18.000
a 22.000 UI/kg) ou trimetoprim associado a
sulfametoxazol (20 mg/kg) (Prescort; WRIGHT, 2000).

Vacinas utilizadas para adenite eqtiiina sdo cons-
tituidas de proteina M e témsido associadas areagdes
adversas como edema e aumento de volume dos
linfonodos regionais em 72% dos casos. As vacinas
inativadas geralmente ndo resultam em uma comple-
ta protegdo pornaolevaremaum estimulo antigénico
eficiente para a formacdo de imunidade na
nasofaringe (Prescott; WRIGHT, 2000).

Tendo em vista que a imunidade local é a mais
importante para a protecdo contra o agente, uma
vacina atenuada de S. equi, apresenta resultados
melhores que os obtidos com vacinas inativadas de
aplicacdo intramuscular (Prescotrt; WRIGHT, 2000;
WAaLKER; TiIMONEY, 2002). A vacinagao intranasal de
uma mistura de proteina M ligada a uma toxina
colérica foi testada por SHEORAN et al. (2002), resultan-
do na indugdo de resposta especifica de anticorpos
IgGnosoroelgA namucosa. Entretanto, osresultados
de protecdo clinica ndo foram satisfatérios. Estudos
tém utilizado a proteina HAP (proteina associada ao
hialuronato), apresentando resultados satisfatérios
experimentalmente (CHANTER et al., 1999; HARRINGTON
et al., 2002).
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Frock et al. (2004) avaliaram a eficacia de uma
vacina recombinante contendo partes das proteinas
FNZ (proteina ligante de fibronectina), SFS (proteina
ligante de fibronectina secretada) e EAG (proteina
ligante de a2 macroglobulina, albumina e
imunoglobulina G). A vacina apresentou taxas
satisfatorias de IgA de mucosa, e IgG de soro quando
administrada via intranasal e subcutanea.

Streptococcu equi subesp. equi - caracteristicas do
agente

Streptococcus equi subesp. equi, € uma bactéria b-
hemolitica pertencente ao grupo C de Lancefield,
responsavel pelos casos de adenite eqiiina. E
fenotipicamente e geneticamente relacionado com S.
equisubesp. zooepidemicus, sendo até 1984 considera-
dos espécies distintas. Entretanto, ap6s estudos de
homologia de DNA, demonstrou-se sua semelhanca
genética e as espécies foram reclassificadas como S.
equi subesp. equi e S. equi subesp. zooepidemicus
(Fackram, 2002; EuzEsy, 2005). A anélise das regides
intergénicas do generRNA entre 165-23Ssugeremque
0 S. equi subesp.equi seja um biovar originado do S.equi
subesp. zooepidemicus (CHANTER et al., 1997; FAckLAM,
2002; TiMONEY, 2004).

S. equi subesp. equi afeta somente membros da
familia Equidae, e ndo existemrelatos de infecgdes em
humanos até o momento. Por este fato, a distribuigédo
do agente e da enfermidade esta relacionada a distri-
bui¢do da populagdo eqiiina (ITMONEY; MUKHTAR,
1993). Além dos casos tipicos de adenite, foram rela-
tados casos de encefalites em eqiiinos causadas por
infecgdes disseminadas de S. equi subesp. equi
(GOEHRING et al., 2005).

Esse agente possui fatores de viruléncia que auxi-
liamna patogenia daenfermidade, comoacéapsulade
dcido hialurénico, hialuronidase, estreptolisinas,
estreptoquinases e a proteina M antifagocitica
(HARRINGTON et al., 2002).

A capsuladeacidohialurdnicoéum polimerode
alta massa molecular, formado por residuos de N-
acetilglucosamina e 4cido glicurénico, conferem o
aspecto mucoso as colénias produtoras dessa estru-
tura, e um maior potencial de viruléncia a isolados
que a produzem (ItMoNEY, 1993; TimMoNEy, 2004).
Culturasjovens deS. equi subesp. equi tém uma maior
quantidade de capsula e sdo mais virulentas que
culturas velhas, nas quais acdpsulanao esta presen-
te em grandes quantidades, demonstrando o poten-
cial virulento dessa estrutura (Anzar et al., 1999;
HARRINGTON et al., 2002). A hialuronidase é uma
enzima com aproximadamente 55 kDa de massa
molecular, comatividadena penetracdonasmucosas
do hospedeiro e difusdo tecidual (HARRINGTON et al.,
2002)

A proteina M antifagocitica é umamoléculaacido-
resistente com aspecto de fimbria que se projeta a
partir da parede celular bacteriana. A estreptolisina
O, produzida por agentes dos grupos A, C e G de
Lancefield, é uma proteina de 53 kDa altamente
antigénica (TiMONEY, 1993). A ligacdo da estreptolisina
Onoseritrécitoslevaaformacao de porosnamembra-
na, produzindo lise osmoética celular (FLaNaGAN et al.,
1998; TiMONEY, 2004). A estreptoquinase produzida
pelo S. equisubesp. equi interage com o plasminogénio
eqiiino para formar plasmina ativa, que hidrolisa
fibrina. A acdo de lise da fibrina auxilia a dissemina-
¢do e invasdo tecidual pelo agente (TiMONEY, 2004).

O peptidoglicano que forma a parede celular tem
atividade pirégena pela inducdo de citocinas
pirogénicas como interleucina 6 e o fator de necrose
tumoral de leucécitos, sendo o responsavel pelos
sinais de hipertermia observados em animais com
sinais clinicos de adenite eqiiina. (TIMONEY, 1993).

A enzima superéxido dismutase (SOD), que con-
verte anions superéxido em peréxido de hidrogénio
e dgua, foi identificada em S. equi. Esse processo de
detoxificacdo contribui para a habilidade do micror-
ganismo em sobreviver dentro de células fagociticas
(Povarr et al., 1998).

A aquisicdo de nutrientes por S. equi é realizada
por um conjunto de enzimas como as fosfatases aci-
das, que hidrolisam fosfomonoésteres em pH 4cido, e
outras enzimas extracelulares, capazes de degradar
diferentes substratos como fibrinogénio, gelatina e
caseina. Além das enzimas, S. equi apresenta um
sistema de transportadores ABC (ATP-biding cassete)
que sdo sistemas de busca de nutrientes para a bacté-
ria (HARRINGTON et al., 2002).

Outros agentes pertencentes ao grrupo C de
Lancefield

Streptococcus equi subesp. zooepidemicus

S. equisubesp.zooepidemicus é umimportante agen-
te zoonético para humanos que sdo eventualmente
infectados através do contato com eqiiinos portado-
res (I''mMoNEy, 2004). Esse agente é freqiientemente
isolado de eqiiinos saudaveis, causando pneumoni-
as e outras enfermidades leves do trato respiratério
superior (WELsH, 1984; KowatLski, 2000). O agenteja foi
isolado de suinos e macacos na Indonésia causando
poliartrite, broncopneumonia, pleurite, epicardite,
endocardite e meningite (SOEDARMANTO et al., 1996;
SaLasia et al., 2004) e também da nasofaringe de came-
lossaudéveis e enfermosno Kenya e Somalia (YouNaN
et al., 2005).

Este agente também esta associado & formacao de
abscessos pulmonares (Lavole ef al., 1994) e pode
ainda serisolado de animais com pleuropneumonia,
endometrite, septicemia neonatal e mastite (RapostiTs
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et al.,2002). Ja foram relatados casos em humanos de
sepse multifocal, artrite séptica, endocardite (EE;
DyYER, 2004) e meningite estreptocécica (DowNaret al.,
2001) e surtos de glomerulonefrite (NicHOLSON ef al.,
2000), todos associados ao contato com eqiiinos.

Streptococcus dysgalactiae subesp. equisimilis

Streptococcus dysgalactiae subesp. equisimilis é um
agente beta hemolitico pertencente ao grupo C de
Lancefield, porém com baixahomologia de DNA com
as espécies S. equi subesp. equi e S. equi subesp.
zooepidemicus. Sao habitantes normais da pele e su-
perficies mucosas. Podem ser isolados de placentas
de fetos abortados e mais raramente de abscessos em
linfonodos. Esse agente jé foi envolvido em casos de
mortalidade de peixes no Japao (Nomotoet al., 2004),
edefaringite aguda em criancas nos EUA (Bisnoetal.,
1996; Zaouriset al.,2004). Também foiidentificado em
suinos abatidos com endocardite, linfadenite e
poliartrite (Kawara et al., 2003).

Streptococcus equi subesp. ruminatorum

Foi descrito em 2004, isolado de casos de mastite
em pequenos ruminantes. O agente foi classificadono
grupo Cde Lancefield eapresentou98% de homologia
de rRNA 16S com Streptococcus equi subesp. equi, sen-
do classificado como Streptococcus equi subesp.
ruminatorum (FERNANDEZ et al., 2004).

Métodos descritos para a identificacio de
Streptococcus equi

Agentes pertencentes ao mesmo grupo C de
Lancefield, como S. equi subesp. zooepidemicus sdo
freqiientemente isolados de amostras clinicas como
contaminantes secundarios decasos deadeniteeqiiina
sendo, portanto, necessario que se faca a correta dife-
renciacado entre essas subespécies. Para esta diferen-
ciacdo, podem ser utilizadas técnicas baseadas em
caracteristicas fenotipicas dos agentes ou técnicas
moleculares, baseadas em caracteristicas de DNA
dos agentes.

A diferenciacao fenotipicaentreassubespéciesde
S. equi é tradicionalmente baseada em testes de fer-
mentacao de agticares (Quinnet al., 1994; Kuwamotoet
al., 2001), entretanto, existem cepas de S. equi subesp.
equi atipicas que apresentam diferentes padrdes de
fermentacao detrealose, lactose ouambos, dificultan-
do ainda mais sua diferenciagdo fenotipica (GRANT ef
al., 1993). Ainda dentre as técnicas fenotipicas, exis-
tem kits comerciais de fermentagdo de agticares em
microplaca, como o API 20 STREP constituido por
testes bioquimicos com alto poder discriminatério
(Bio MERIEUX, 1997).

Devido aos problemas relacionados com a diferen-
ciacdo fenotipica destas subespécies, métodos

moleculares de caracteriza¢do sdo estudados constan-
temente. O teste de PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) baseado na seqiiéncia SeM é até 3 vezes
mais sensivel que a cultura (TIMONEY; ARTIUSHIN, 1997).

Recentemente foi descrito um PCR multiplex ba-
seado no gene sodA e exotoxinas SeeH e Seel para
diferenciacdo entre S. equisubesp. equi e S. equi subesp.
zooepidemicus. As seqiiéncias internas do gene sodA
nao sdo suficientes para a diferenciagdo entre as
subespécies, identificando apenas as espécies de
Streptococcus. Entretanto, os genes seeH e seel estdo
presentes apenas nos isolados de S. equi subesp. equi,
servindo como diferenciagdo. O uso dessa técnica
pode ser restrito a casos de mutagdes nos genes que
codificam as toxinas SeeH e Seel, levando a erros no
diagnoéstico (ALBER ef al., 2004).

A técnica de PCR tem especial importancia na
identificagdo de animais portadores assintoméaticos e
apresenta uma maior sensibilidade comparada ao
isolamento de material de bolsas guturais, com
deteccdo de 76% dos portadores enquanto a cultura
detecta 59% (NEwTON et al., 2000).

Seqiiéncias de rRNA 165 espécie-especifica sdo
utilizadas por diversos autores para muitas espécies
de Streptococcus (KawamMuraet al., 1995; ABDULMAW]OOD;
LAMMLER, 2000), entretanto as seqiiéncias de regices
internas do gene rRNA 16S de S. equi subesp. equi e S.
equi subesp. zooepidemicus sdo praticamente idénti-
cas, indicando que essa regido nao é suficiente para
identificacdo e diferenciacdo entre as espécies
(AspuLMAwjOOD; LAMMLER, 2000).

A utilizagdo de seqiiéncias baseadas na proteina
M-like foi descrita para diferenciacdo entre as
subespécies, entretanto cepas de S. equi subesp.
zooepidemicus possuem genes que codificam protei-
nas M-like com alto grau de homologia com as prote-
inas produzidas por S. equi subesp. equi, ndo sendo
portanto uma técnica confidvel paraa correta diferen-
ciagdo (TIMONEY; ARTIUSHIN, 1997)

Oseqiienciamento deregides intergénicas do gene
165-23Snem sempre é suficiente para a diferenciacao
entre as subespécies pela existéncia de poucasregices
dedivergéncia e com poucosnucleotideos (CHANTERet
al., 1997). Técnicas de andlise de polimorfismo de
DNA através de RAPD-PCR (DUARTE ef al., 2004) e
eletroforese em campo pulsado (PFGE) associada a
técnicas de RAPD (GoNzaLEz-REYetal., 2003) também
tém sido relatadas.

Além dos métodos citados, que nem sempre apre-
sentam um grau de diferenciacdo satisfatéria entre as
subespécies, aregido HSP60 é uma alternativaimpor-
tante e tem sido estudada (SiLva, 2005) para a carac-
terizacdo e diferenciacdo molecular de espécies
bacterianas com divergéncia genética recente (GoHet
al., 1996, WonG; CHow, 2002). Os genes que codificam
para a chaperonina HSP60 sdo extremamente con-
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servados entre as espécies bacterianas e podem ser
utilizados em estudos de evolugdo molecular e
taxonomia.
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