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SUMARIO

MORAES, CARINA MARTINS, Universidade Federal de Pelotas, fevereiro de
2005. CARACTERIZAGCAO FENOTIPICA E ESTIMATIVA DA REATIVIDADE
CRUZADA DE CEPAS DE Streptococcus equi ISOLADAS DE EQUINOS DA
REGIAO SUL DO RIO GRANDE DO SUL. Orientador: Carlos Gil Turnes. Co-

orientadores: Carlos Eduardo Wayne Nogueira e Fabio Leivas Leite.

Streprococcus equi € o agente causador da Adenite equina, uma das mais
disseminadas e comuns enfermidades que acomete equinos. Essa doenca
altamente contagiosa apresenta como principais sinais clinicos febre e
linfoadenite com formagéo de abscessos na regido de garganta. Vacinas contra
a enfermidade tem sido usadas, mas nao conferem protecao eficiente contra o
agente. No presente trabalho foram caracterizadas 13 cepas de Streptococcus
equi isoladas de materiais provenientes de 35 equinos com manifestagdes
clinicas de Adenite Equina na regido sul do Rio Grande do Sul. Prepararam-se
vacinas monovalentes com as cepas de S. equi isoladas. Camundongos Balb/c
isogénicos foram vacinados com as vacinas produzidas e com duas vacinas
comerciais para garrotilho nos dias 0 e 14. Coletaram-se amostras de sangue
nos dias 0, 14, 28 e 56. Titularam-se anticorpos pelo teste de ELISA, e
estimaram-se os indices de reatividade cruzada. De 35 amostras coletadas, 13
foram de S. equi, das quais cinco produziram acido a partir de algum agucar,
comportando-se como cepas atipicas. Destas, quatro s6 fermentaram agucares
em meio enriquecido com soro equino inativado. Os IRC demonstraram que as
cepas de S. equi estudadas pertencem a um mesmo sorogrupo, entanto os
IRC das vacinas comerciais variaram de 23 a 46 com as cepas de campo,

demonstrando baixa reatividade.

Palavras-chave: Streptococcus equi, vacina, IRC.



SUMMARY

MORAES, CARINA MARTINS, Universidade Federal de Pelotas, February
2005. CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF CROSS REACTIVITY
OF STRAINS OF Streptococcus equi RECOVERED FROM HORSES IN
SOUTHERN RIO GRANDE DO SUL, BRAZIL. Advisor : Carlos Gil Turnes. Co-

advisors: Carlos Eduardo Wayne Nogueira e Fabio leivas Leite.

Streptococcus equi is the causative agent of strangles, one of the most
widespread and costly horse diseases. The disease is highly contagious, and
common symptoms are fever and lynphadenitis with abscesses in the neck
region. Vaccines against strangles have been used but do not confer efficient
protection against infection with Streptococcus equ i. In this paper, Strains of
Streptococcus equi recovered from thirty-five horses with clinical Strangles in
southern Rio Grande do Sul, Brazil, were characterized. Monovalent inactivated
vaccines were produced with the strains. Groups of isogenic Balb/c mice were
vaccinated on days 0 and 14 with the vaccines and with two commercial
vaccines for strangles. Blood samples were collected on days 0, 14, 28, 56 and
70. Antibodies were titrated through ELISA using homologous and heterologous
antigens, and Cross Reactivy Indices estimated. Thirteen strains of S. equi
were recovered from the thirty-five samples studied. Five of them produced acid
from some of the carbohydrates used, behaving as atypical strains. Four of
these only metabolised the carbohydrate when equine serum was added. Cross
Reactivity Indices showed that the strains studied belonged to the same
serogroup. Cross Reactivity Indices among the strains recovered and the
vaccines, on the contrary, varied from 23 to 46, showing very low reactivity

among them.

Key-words: Streptococcus equi, vaccine, CRI.



1. INTRODUGAO

O Brasil possui o terceiro maior rebanho equino do mundo, com um
plantel de 5,9 milhdes de animais, segundo numeros da Food and Agriculture
Organization (FAO) de 2002, ficando atras apenas da China (8,2 milhdes) e do
México (6,2 milhdes). No pais, a equinocultura é responsavel por 1,2 milhdo de
empregos, ocupando diretamente mais de 500 mil pessoas. O setor forma hoje,
uma importante cadeia do agronegocio, com forte interagdo dos setores ligados
ao lazer, cultura e turismo, sendo uma das cadeias produtivas que oferece
mais oportunidades de trabalho, conquistando posicdo de destaque na
economia nacional, embora o potencial econbmico da atividade seja pouco
conhecido. A capacidade dos criadores em produzirem animais de qualidade,
com visdo mercadoldgica, incrementa a perspectiva de crescimento desse
setor da pecuaria. Um exemplo é a exportagdo brasileira de equinos puro-
sangue arabe, que ocupa 2° lugar no mundo, perdendo apenas para 0s
Estados Unidos (CNA, 2003).

Em vista desta realidade, a prevencdo e diagnédstico das doengas
infecciosas nesses rebanhos tém crucial importancia. Os disturbios do aparelho
respiratorio ocupam o segundo lugar nas patologias dos equinos, atras dos
disturbios do sistema musculo esquelético, na limitagcdo do desenvolvimento
atlético. Ocorrem grandes perdas econbmicas quando os programas de

treinamento de equinos sao interrompidos em razao de enfermidades



respiratorias. Portanto, a deteccdo precoce de problemas respiratérios €
essencial para o rapido retorno dos animais a sua atividade, sendo, porém,
ainda mais importante na prevencido de complicacbes secundarias que podem
encerrar prematuramente a carreira do animal (AINSWORTH, 2000).

Dentre as afecgdes do trato respiratorio superior de cavalos, a Adenite
Equina, uma doenca bacteriana de alta morbidade, ¢ uma das mais
comumente enfrentadas pelos animais, principalmente nas regides mais frias
do pais, como o Rio Grande do Sul. Dados epidemiolégicos da enfermidade,
métodos padronizados eficazes para diagnostico e produtos eficientes para o
seu controle ndo estdo disponiveis no estado. Maiores estudos sobre esta
enfermidade s&o necessarios para que perdas importantes no setor sejam

evitadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Definigao da doenga

A Adenite Equiina, também conhecida como “garrotilho”, é uma
enfermidade bacteriana causada pelo Streptococcus equi, bactéria 3
hemolitica pertencente ao grupo C de Lancefield, que atinge o trato
respiratorio superior de eqliinos acometendo animais de todas as idades,
principalmente os jovens (SWEENEY, 1993; TIMONEY et al, 1997a). O termo
garrotilho foi estabelecido porque cavalos afetados e nao tratados pareciam
estar sendo estrangulados (garroteados), pois os linfonodos tornavam-se
aumentados, obstruindo a faringe (SWEENEY, 1993).

Esta enfermidade foi uma das primeiras moléstias equinas descritas em
publicagbes em veterinaria. Em 1664, Solleysell descreveu o garrotilho como
uma afecgdo que os cavalos jovens tinham que padecer para se proteger.
Convencido da natureza contagiosa da doenca, este autor recomendou o
isolamento dos animais afetados, tendo enfatizado que a fonte mais comum de
infeccdo para cavalos consistia nos baldes de agua que eram empregados
pelos animais infectados (SWEENEY, 1993).

A enfermidade acomete principalmente equideos, embora o agente ja



tenha sido também isolado de camelos (YIGEZU, 1997). Meningite causada
por S. equi subsp. zooepidemicus resultante de contato com cavalo é relatada
por DOWNAR et al. (2001), e varios autores identificaram fatores de viruléncia
de S. equi em humanos (BISNO et al, 1996; NICHOLSON et al, 2000). Existem
diferentes cepas do agente quanto a expressao de fatores de viruléncia, o que
influi diretamente na resposta imune e na severidade dos sinais clinicos.

A Adenite Equina se caracteriza por aumento de volume de linfonodos
da regido de garganta, descarga nasal purulenta, febre e tosse. Equinos de
todas as idades sao suscetiveis, embora a enfermidade seja mais comum em
animais com menos de cinco anos de idade e especialmente em potros
(AINSWORTH, 2000).

A doenga tem morbidade alta e baixa letalidade, o que tem grande
relevancia em locais com grandes concentragoes de eqiiinos. Os cavalos
acometidos por essa doenga apresentam, em consequéncia dos sinais
clinicos, perda de performance gerando gastos com tratamento e mao de
obra.

A transmissao da enfermidade se da de forma direta (contato de animais
doentes com animais suscetiveis) ou indireta (fémites). O contato direto inclui
cavalos que estdo incubando a doenga, os que ja estdo se recuperando da
enfermidade e portadores. Infecgcdo por contato indireto se da pelo uso
compartilhado de bucais e outros utensilios e pela contaminagao do ambiente,
como pastagens, aguadas e estabulos (PRESCOTT & WRIGTH, 2000).

As manifestagbes clinicas da doenga iniciam em geral apds duas
semanas da exposi¢do ao agente. Os animais demonstram os sinais clinicos
tipicos de um processo infeccioso generalizado (depresséo, inapeténcia, febre).
Nos casos tipicos de garrotilho passa-se a observar descarga nasal profusa,
tosse produtiva, dor a palpacéo da regido mandibular e aumento de volume de
linfonodos, principalmente submandibulares. Os animais adotam posi¢cédo de
pescoco estendido pela dor na regido da garganta (SWEENEY, 1993;
AINSWORTH, 2000) .

Com a progressédo da doenga, ha desenvolvimento de abscessos

principalmente dos linfonodos retrofaringeos e submandibulares, que causam



obstrucao local pela compressdao. Os abscessos fistulam em 7 a 14 dias,
liberando no ambiente pus contaminado com o agente. Em geral, apds ruptura
do abscesso, 0 animal se recupera rapidamente (KOWALSKI, 2000).

A enfermidade ocorre quando, apds contaminagao de forma direta ou
indireta, o S. equi invade a mucosa nasofaringea, fixando-se as células
epiteliais da mucosa nasal e bucal de equinos, causando uma faringite aguda e
rinite. Caso o hospedeiro n&o consiga conter este processo, o agente invade as
glandulas nasais e tecido linfatico faringeo (os linfonodos retrofaringeos e
submandibulares sdo os mais comumente afetados), ocasionando um processo
inflamatorio com liberagdo da secrecado nasal inicialmente serosa, passando a
mucopurulenta e a purulenta em alguns dias. Os linfonodos afetados
desenvolvem os abscessos que fistulizam e drenam para o exterior, para a
faringe ou para a bolsa gutural. Apés a drenagem, S. equi € liberado em
descargas nasais purulentas contaminando o ambiente por semanas
(KOWALSKI, 2000; PRESCOTT & WRIGTH, 2000).

Embora a patogenia da enfermidade seja conhecida, a regulacdo de
muitos eventos-chave deste processo, tais como a adesdo da bactéria, a
invasdo do epitélio do hospedeiro e a interagdo entre o microorganismo e
fagécitos, ndo sao ainda bem conhecidos (SLATER, 2003).

O agente se mantém na populagdo em animais portadores. Durante os
surtos de garrotilho alguns animais se convertem em portadores assintomaticos
do agente, sendo possivel isolar S. equi apdés o desaparecimento dos sinais
clinicos da doenca. Estes animais sao potenciais fontes de infec¢éo, podendo
disseminar o microorganismo por muitos meses (NEWTON et al, 1997). S. equi
pode permanecer viavel nas descargas purulentas por varias semanas ou
meses, e 0s estabulos permanecem contaminados por muito tempo se nao
forem cuidadosamente limpos e desinfetados. Vinte por cento dos animais que
estao convalescendo ou que aparentemente estdo recuperados, apresentam o
agente na secrecao nasal. Estresse, transporte, excesso de trabalho, infec¢des
virais e parasitoses, aumentam a suscetibilidade dos animais e podem
desencadear a enfermidade em animais com infecg&o latente (SCHILD, 2001).

Embora esta enfermidade se apresente geralmente na forma classica,



alguns cavalos, em especial os animais mais velhos, podem desenvolver uma
doenca mais branda sem abscedacdo ou com a formacado de abscessos de
menor tamanho. Isso em geral € o resultado de uma resposta imune parcial
gerada pela infecgado por S. equi, ou pela infecgdo por uma cepa de baixa
viruléncia (PESCOTT & WRIGHT, 2000).

Casos de morte por Adenite Equina estdo geralmente ligados a
complicagbes. Garrotilho bastardo, empiema da bolsa gutural, pneumonia
aspirativa e purpura hemorragica sdo as complicagdes mais comuns.

O garrotilho bastardo produze-se pela disseminagdo da infecgao
por S. equi a outros linfonodos, além dos submaxilares, submandibulares e
retrofaringeos. Embora os abscessos possam ocorrer em qualquer parte do
corpo, os locais mais comuns sao os pulmdes, mesentério, figado, baco, rins e
cérebro. A prevaléncia desta forma da enfermidade é baixa, mas quando
ocorre, é dificil estabelecer um tratamento bem sucedido e o animal acometido
pode morrer (SWEENEY, 1993). As causas desta forma da doenga ainda nao
sao adequadamente conhecidas, embora terapia antimicrobiana inadequada
durante a fase de expectoragao e fistulagdo de linfonodos possam contribuir
para sua ocorréncia (KOL et al., 2003). A ruptura desses abscessos pode
causar infecgdo generalizada, levando a morte.

Vaérios autores citam casos de adenite bastarda. KOL et al (2003)
relatam dois casos atipicos de garrotilho . Em um dos casos foi observado por
radiografia uma grande massa na regiao caudal ao coracao, de onde foi isolado
S. equi. No outro, os autores observaram a presenga de abscessos na regiao
mesentérica, de onde também isolaram o agente. Originalmente, a
denominacado de garrotilho bastardo se aplicava a uma linfoadenopatia néo
supurativa dos linfonodos retrofaringeos e submandibulares em cavalos velhos,
nao estando relacionada a metastases, e até hoje o termo gera controvérsias
entre os autores.

A purpura hemorragica € uma vasculite aguda imuno-mediada que
ocorre em geral em animais convalescentes de Adenite Equina. Este processo
se da pela precipitacdo de complexos imunes, formados por anticorpos do

animal e fragbes do agente, que se fixam em capilares e causam uma



inflamacado que determina o aparecimento de edema severo dos membros,
cabeca e outras partes do corpo. A purpura hemorragica pode produzir-se,
também, ap6ds a aplicacdo de vacinas. GALAN & TIMONEY (1985%5)
propuseram pela primeira vez, que a purpura hemorragica se tratava de uma
enfermidade mediada por imunocomplexos. PUSTERLA et al (2003) relatam
53 casos de purpura hemorragica em equinos, sendo 17 destes expostos ou
infectados com S. equi e cinco vacinados com proteina M.

O empiema das bolsas guturais pode ocorrer durante o curso clinico da
enfermidade ou no periodo de convalescenga. Os equinos possuem duas
bolsas guturais, que sao grandes sacos de mucosa com capacidade de 300
mL, localizados ventralmente ao diverticulo da tuba auditiva, situadas entre a
base do cranio e a faringe. Infec¢do persistente da bolsa gutural pode levar a
aspiracao de pus e, em alguns casos, a formagdo de um concremento sélido
chamado condréide. Animais com esse tipo de infecgdo persistente sao
portadores e constituem a maior fonte de disseminacdo do agente entre
animais suscetiveis (KOWALSKI, 2000).

O diagnéstico de Adenite Equina pode ser confirmado por isolamento do
microorganismo, através de pus coletado por suabe nasal ou por pungdo de
abscessos.

Técnicas de biologia molecular para identificagdo de varias espécies de
Streptococcus, dentre elas, a reagcdo de polimerase em cadeia (PCR), sao
bastante utilizadas por serem simples e rapidas. A técnica de PCR detecta o
agente vivo ou morto, podendo ser coletado da faringe ou bolsa gutural,
permitindo, quando associada a cultura bacteriana, a deteccéo de até 90% dos
portadores (HARRINGTON et al, 2002).

TIMONEY & ARTIUSHIN (1997) detectaram S. equi por PCR em suabes
e lavados nasais. AL-GHAMDI et al (2000) concluiram que uma sequéncia
repetitiva detectada por PCR é util para a tipificacdo desta bactéria. KAWATA
et al (2004) desenvolveram um procedimento que consiste de duas reagbes de
PCR, com uso de sete e oito primers simultaneamente, onde o tamanho de
cada amplicon indica uma espécie de Streptococcus.

Testes de ELISA também podem ser utilizados no diagndstico indireto



da enfermidade. Existe apenas um kit comercial em nivel mundial para o
diagndstico por ELISA (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine), que utiliza
como antigeno proteina M especifica de S. equi. O teste ndo distingue entre
resposta vacinal e infeccdo, mas a comparacdo dos titulos de anticorpos
fornece indicagao do status de exposigao ou infecgao ao agente. Os titulos sao
classificados como negativo (sem anticorpos para proteina M especifica de
S.equi, o que pode ocorrer em cavalos com exposigdo recente ao agente),
fraco positivo (baixo nivel de anticorpos), positivo moderado (anticorpos em
nivel intermediario, que pode ocorrer em cavalos com 2-3 semanas pos-
exposicao), forte positivo (anticorpos em altos niveis, que pode ocorrer em
animais com 4-12 semanas pos-infecgdo ou vacinados), e positivo muito forte
(ocorre geralmente em equinos com purpura hemorragica ou garrotilho
bastardo).

O garrotilho pode ser facilmente diagnosticado e tratado, mas sua
profilaxia torna-se complicada, porque as vacinas disponiveis no mercado sao
pouco eficazes, apenas reduzindo em cerca de 50% a severidade da doenca e
a morbidade durante os surtos. A doenga pode ocorrer em todas as épocas do
ano, mas as condi¢des climaticas de frio e umidade facilitam a sobrevivéncia
do agente e sua disseminag¢do, o que faz com que 0s animais que vivem nos
estados mais frios e umidos do pais, como o Rio Grande do Sul, estejam mais
propicios a infecgéao.

O tratamento da enfermidade é feito geralmente de acordo com o
estagio da doenga. Animais que apresentam sintomatologia de infecgao por
S. equi sem abscedacdo de linfonodos devem ser tratados com penicilina G.
Em casos onde ha formacdo do abscesso, a administracdo do antibidtico é
contra indicada porque retarda sua evolugdo. Nesses casos devem usar-se
substancias revulsivas para facilitar a formacédo do abscesso, para depois ser
lancetado e irrigado com solugdo de lodo a 2%. Animais expostos ao
microorganismo podem ser tratados com penicilina para prevenir a
enfermidade, enquanto o animal estiver exposto ao agente. As complicagdes
devem ser tratadas com terapia de suporte adequada e altos niveis de

antimicrobianos.



2.2 - Etiologia e caracteristicas do agente

Os Streptococcus sao bactérias Gram-positivas, catalase negativas, em
forma de cocos que se dividem em apenas um plano, que por nao se
separarem facilmente apds a divisdo tendem a formar cadeias. Constituem a
principal populagdo de microorganismos da cavidade oral, além de estarem
envolvidos em diversas doengas dos animais domésticos. Entre os sistemas de
nomenclatura desenvolvidos para esta espécie destacam-se aqueles baseados
nas caracteristicas da hemolise e dos antigenos de superficie (grupos
soroldgicos de Lancefield).

Os isolados equinos mais frequentes e importantes de estreptococos -
hemoliticos sdo S. equi subsp. zooepidemicus, S. equi subsp. equi e S.
dysgalactiae subsp. equisimilis. Dentre estes, 0 S. equi subsp. zooepidemicus é
0 microorganismo mais frequientemente isolado, mas o S. equi subsp. equi é o
patdgeno economicamente mais importante por causa da elevada
patogenicidade (KOWALSKI, 2000). Neste trabalho S. equi subsp. equi sera
denominado S. equi, S. equi subsp. zooepidemicus sera denominado
S. zooepidemicus e S. dysgalactiae subsp. equisimilis sera denominado
S. equisimilis , de acordo com nomenclatura citada por EUZEBY.

S. zooepidemicus produz coldnias mucdides, devido a capsula de acido
hialurénico sintetizada em Agar Sangue apés 18-24 horas de cultivo, com 1 a 3
mm de didmetro. A capsula ¢é frequentemente hidrolisada por uma
hialuronidase produzida pelo proprio microorganismo durante o cultivo, o que
resulta numa coldnia achatada, transparente e opaca. S. equi da mesma forma
produz um tipo mucoide de colbnia por causa da capsula de acido hialurénico,
caracterizadas por apresentar uma cor dourada cor-de-mel em agar sangue.

E necessario distinguir precisamente S. equi e S. zooepidemicus para
instaurar rapidamente o tratamento especifico antes que S. equi se dissemine
no lote de animais (KOWALSKI, 2000). A diferenciacdo laboratorial destas
bactérias € baseada na fermentagao de lactose, sorbitol e trealose. S. equi ndo

fermenta nenhum destes carboidratos, S.zooepidemicus fermenta lactose e
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sorbitol, e S. equisimilis, trealose (KUWAMOTO et al, 2001). Foram
encontradas, porém, cepas atipicas de S. equi fermentadoras de trealose,
sorbitol e/ou lactose (GRANT et al,1993), o que dificulta a caracterizagdo dos
agentes.

Devido a dificuldade de identificagdo, desenvolveram-se kits de
identificagdo em microplaca, para distinguir entre S. equi e outros
Streptococcus do grupo C de Lancefield (KUWAMOTO et al, 2001). Existe no
mercado um sistema de diferenciacdo dos Streptococcaceae e
microorganismos semelhantes conhecido como API 20 STREP, constituido por
20 testes bioquimicos com elevado poder discriminatério, que permite
diferenciar a maioria dos Streptococcus, Enterococcus e microorganismos
semelhantes mais comuns (BioMérieux Brasil S/A, S&o Paulo, SP).

Acreditava-se que isolados de S. equi eram sorologicamente e
geneticamente homogéneos, mas a existéncia de cepas diferentes foi relatada
por TIMONEY et al. (1984;1997).

Em uma revisdo sobre as bases moleculares da infecgdo por S. equi,
HARRINGTON et al. (2002) agruparam os fatores de viruléncia deste agente
em aqueles que promovem aderéncia bacteriana, os que contribuem na evasao
do sistema imune e os envolvidos na aquisicao de nutrientes. Embora seja
dificil enquadrar fatores em categorias especificas, ja que alguns deles tem
multipla funcédo. Fatores de viruléncia de S. equi incluem capsula de acido
hialurénico, hialuronidase, streptolisina O, streptoquinase, receptores para Fc
de IgG, peptidoglicano e proteina M antifagocitica (TIMONEY, 1993).
LANNERGARD (2003) descreveu um colageno moével da parede celular de S.
equi denominado CNE, como outro possivel fator de viruléncia. Foram também
identificadas em S. equi duas proteinas extracelulares que se ligam a
fibronectina, denominadas FNE (LINDMARK et al, 1996; LINDMARK et al,
2001) e SFS (LINDMARK et al, 1999). Essas proteinas sdo muito importantes
na viruléncia do agente, por estarem relacionadas a capacidade de aderéncia
do agente ao hospedeiro.

ANZAI et al (1999) descreveram a produgdo de uma importante

atividade mitogénica e pirogénica em isolados de S. equi da América do Norte,
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Japao e Irlanda, e sugeriram que proteinas analogas a exotoxinas pirogénicas
de S. pyogenes possam contribuir para a grande viruléncia de S. equi, ja que
estas ndo estdo presentes em S. zoopidemicus. ARTIUSHIN et al. (2002)
caracterizaram dois mitégenos pirogénicos, denominados SePE-H e SePE-l, e
testaram a imunogenicidade destas proteinas, confirmando que elas conferem
uma maior patogenicidade ao S. equi.

Diferentes niveis de patogenicidade em vivo e resisténcia a fagocitose
de cepas de S. equi com variados niveis de expressdo de capsula foi descrito
por ANZAI et al (1999). Neste trabalho foram comparadas trés cepas de S.
equi, uma nao capsulada, uma que produzia capsula de tamanho médio e uma
com capsula grande, comprovando que a cepa nao capsulada nao foi capaz de
resistir a fagocitose por neutréfilos eqlinos e ndo produziu doenga clinica,
enquanto as outras foram resistentes a fagocitose e produziram enfermidade
tipica.

Dentre os fatores de viruléncia, a proteina M tem especial importancia.
Esta é uma proteina de membrana que possui atividade antifagocitica e de
aderéncia, e esta presente em algumas cepas de Streptococcus (TIMONEY &
MUKHTAR, 1993). Foi caracterizada pela primeira vez por GALAN & TIMONEY
(1987), que clonaram seu gene estrutural e a expressaram em Escherichia coli.
GALAN & TIMONEY (1988) compararam isolados de S. equi dos Estados
Unidos da América e Europa isolados num periodo de 10 anos, e concluiram
que existe somente um tipo de proteina M especifica de S. equi denominada
SeM.

Segundo TIMONEY et al (1997), porém, S. equi possui genes que
codificam dois tipos de proteina M, uma prépria deste microorganismo (SeM), e
outra homodloga a proteina M SzP produzida por S. zooepidemicus (SzPSe).
SzP e SzpSe apresentam grande homologia (85% de identidade entre os
aminoacidos que as constituem), mas SeM e SzPSe tem uma relagao distante,
possuindo somente um peptideo sinal e a regido de ancoragem a parede
celular em comum. Neste trabalho, determinou-se a sequéncia de aminoacidos
da proteina SeM e comparou-se com a da proteina SzPSe, comprovando que

soros de camundongos imunizados com a proteina SzPSe ndo reagiram com a
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proteina SeM em testes de opsonizagao, indicando auséncia de imunidade
cruzada, o que tem relevancia na resposta imune contra uma ou outra proteina
M (HARRINGTON et al, 2002). A atividade antifagocitica da proteina M esta
associada com sua capacidade de inibir a deposicdo do componente C3b do
sistema complemento na superficie da bactéria, assim como de se ligar ao
fibrinogénio, inibindo a fagocitose (HARRINGTON et al, 2002).

CHANTER et al (2000) descreveram pela primeira vez uma proteina M
truncada em S. equi, resultante de dele¢cdes em diferentes porcdes entre a
sequéncia sinal e a regido repetitiva no gene da proteina M, equivalente a
aproximadamente 20% da proteina naturalmente expressada. Mesmo com a
por¢cao do gene deletada, a viruléncia da proteina € mantida. Comprovaram
que cerca de 80% dos animais portadores apresentaram agentes com esta

alteracao.

2.3 - Imunidade

Apo6s a recuperagcédo de um surto de garrotilho, aproximadamente 75%
dos animais infectados apresenta um periodo longo de resisténcia a infecgéao,
apesar de poderem ocorrer re-infecgdes tdo precocemente como 6 meses apos
o desaparecimento da doenga clinica (PRESCOTT & WRIGHT, 2000).

Os anticorpos de mucosa contra proteina M, que necessitam de estimulo
tépico, desaparecem mais precocemente que os circulantes. Estes anticorpos
podem evitar a aderéncia do microorganismo a mucosa, e seus baixos niveis
fazem com que o sistema imunoldgico tenha uma resposta ineficiente contra o
agente. O leite das éguas que se recuperam de garrotilho contem IgG e IgA
contra a proteina M, ainda que o nivel de anticorpos dependa da
imunocompeténcia da égua.

SHEORAN et al (1997) concluiram que embora as vacinas induzam
respostas sorolégicas qualitativa e quantitativamente similares a aquelas
encontradas em animais convalescentes, ndo ha indugdo de resposta de

mucosa adequada.
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2.4 - Vacinas

A Adenite Equina ndo é eficientemente controlada nas propriedades
mediante um programa de vacinagao. Ha diversas vacinas atualmente em uso
que incluem bacterinas ou vacinas com componentes da proteina M.
Entretanto, as vacinas disponiveis sao pouco eficientes (TIMONEY, 1993), ja
que nao mais que 50% dos animais vacinados ficam imunes. Mesmo a
imunizacdo ndo induzindo resisténcia populacional aceitavel, os animais
imunizados respondem muito mais rapido e com niveis mais altos de
anticorpos circulantes do que de anticorpos de mucosa (SWEENEY, 1993;
KOWALSKI, 2000; PRESCOTT & WRIGTH, 2000).

A incapacidade das vacinas em impedir totalmente a ocorréncia de
garrotiiho pode se dar, em parte, devido a inadequada estimulagdo ou
persisténcia dos anticorpos bactericidas no soro, ou porque a protegao nos
equinos ndo seja mediada por anticorpos bactericidas séricos, mas por
anticorpos nasofaringeos produzidos localmente (SWEENEY, 1993).

Em nivel mundial existem varias vacinas contra Adenite Equina, com
diferentes formulagdes e vias de administracdo. As bacterinas sao geralmente
formuladas com um adjuvante como hidroxido de aluminio (Equibac Il, Fort
Dodge Animal Health, USA). As vacinas de proteina M sdo preparadas por
extragdo com acido quente (Strepvax, Boehringer Ingelheim, Alemanha) ou
com tratamento de células integras de S. equi por uma mutanolisina, enzima
hidrolitica da parede celular (Strepguard, Bayer Corporation, Alemanha). A
empresa australiana CSL Ltd. Produz uma vacina com extrato de células de
S. equi (Equivac S), apresentada também associada a toxdide teténico
(Equivac 2 in 1).

Em 1998 foi langada ao mercado mundial a primeira vacina de aplicagao
intranasal contra o garrotilho contendo uma cepa de S. equi replicante
atenuada (Pinnacle I.N, Fort Dodge Animal Health, USA). O produto teria a
vantagem de nao produzir os efeitos colaterais causados pela administracdo de
vacinas por via intramuscular ou subcutdanea. Embora trabalhos ressaltem a

eficiéncia desta vacina (JACOBS et al, 2000), atualmente algumas publica¢des
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relatam reagdes adversas com este imunogeno (HERBERT, 2001).

Recentemente, foi lancada a primeira vacina britanica contra Adenite
Equina (Equilis StrepE, Intervet, UK), constituida por uma cepa mutante por
delecdo, de S. equi. Segundo os fabricantes a nova vacina protege cerca de
75% dos vacinados e é aplicada na submucosa.

Independentemente do produto, s&o necessarias no minimo trés
injecbes de vacina de proteina M para o desenvolvimento de imunidade
adequada. Embora a administracdo intramuscular de vacinas de proteina M
reduza a incidéncia e a severidade dos sinais clinicos de garrotilho, sua
aplicagcao pode provocar altas taxas de reacdo local, incluindo abscedagao
(HARRINGTON et al, 2002).

A proteina M 58 KDa tem sido identificada como o principal antigeno
especifico e de protegao contra S. equi. Esse antigeno ndao mostra variagao, o
que leva a acreditar que a baixa eficacia das vacinas que contém essa proteina
se da pelo modo de sua apresentagcdo ao sistema imune de cavalos
(SHEORAN et al, 1997). Com o propésito de melhorar a resposta imune as
vacinas, realizaram-se varios trabalhos. NALLY et al (2001) comunicaram que
o uso de sucrose acetato isobutirato (SAIB) como veiculo para vacina
intranasal a base de proteina M aumenta a resposta imune. SHEORAN et al
(2002) utilizaram toxina colérica na constru¢do de uma vacina intranasal, visto
que esta toxina € um potente imunégeno ao nivel de mucosa. Os autores
concluiram que esta construgdo € imunogénica, mas os anticorpos produzidos
contra o agente ndo protegem contra a enfermidade.

Por ter propriedades antifagociticas, a capsula de S. equi também foi
estudada para construgao de vacinas. CHANTER et al (1999) identificaram em
S. equi e S. zooepidemicus uma proteina associada ao hialuronato (HAP),
anteriormente identificada em S. equisimilis, como um imundégeno capaz de
interferir na estrutura da capsula, e utilizaram esta proteina para proteger
contra desafio experimental em camundongos, observando uma reducéo dos
sinais clinicos em camundongos desafiados com S. equi. WALKER &
TIMONEY (2002) induziram uma mutagao especifica do gene da hialuronidase

sintetase em uma cepa virulenta nao encapsulada, que tem sido usada como
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vacina intranasal (cepa Pinnacle) para abolir permanentemente a capsula e
fornecer um marcador genético facilmente reconhecivel. FLOCK et al (2004)
avaliaram antigenos extracelulares do agente (FNZ, EAG e SFS) como
componentes de vacina contra garrotilho, usando como modelo biolégico
camundongos e concluiram que esses antigenos sio candidatos promissores
para uma vacina eficaz contra a enfermidade.

Até o momento, trés laboratorios brasileiros fabricam vacinas contra a
Adenite Equina. Uma das vacinas contém amostras de S. equi, S. pyogenes,
Micrococcus pyogenes e Pasteurella multocida (Laboratério Prado S/A,
Curitiba, PR). Essa vacina, aplicada por via subcuténea, é indicada como
curativa e preventiva da enfermidade, e veicula antibiéticos. Outro laboratério
(Hertape Ltda, Juatuba, MG) fabrica uma vacina indicada apenas na prevengao
do garrotilho, administrada por via intramuscular, composta por uma suspensao
de S. equi em soro fisiolégico inativada por calor. Um terceiro laboratério
(Leivas Leite S/A, Pelotas, RS) produz uma vacina indicada para imunizagao
ativa, constituida por cultivos totais de S. equi inativados por formol, para
aplicagao subcutanea (ANDREI, 1999).

2.5 - Importancia e atuais linhas de pesquisa

No estado do Rio Grande do Sul encontram-se haras de grande
importancia para a criagdo de equinos em nivel nacional, localizados
principalmente no municipio de Bagé. A producdo de animais de alto padrao
zootécnico por estes estabelecimentos faz com que enfermidades como a
Adenite Equina devam ser controladas, facilitando assim a producédo de
equinos e sua comercializagdo. Somente através do conhecimento do gendtipo
e fenotipo das cepas existentes na regido sera possivel a produgéo de vacinas
eficazes.

Um maior entendimento sobre a base molecular e viruléncia do agente
sao os objetivos principais dos atuais estudos sobre Adenite Equina. Além
disso o controle de animais portadores, o diagndstico eficiente para detecgéo

destes animais e produgéo de novas vacinas, também sao alvo de pesquisa.
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Varios trabalhos foram desenvolvidos buscando novas tecnologias para
o controle e diagnostico da Adenite Equina. MAY et al (2004) desenvolveram
um sistema de mutagéao in vivo por transposon himar 1, que teve por objetivos
criar um procedimento de mutacdo de S. equi e a criacdo de uma biblioteca
genbmica de mutantes. KARLSTROM et al (2004) construiram uma biblioteca
genbmica através do uso sequéncias sinais para identificagdo de proteinas
extracelulares de S. equi. Neste mesmo trabalho e pela mesma técnica os
autores caracterizaram uma proteina semelhante ao colageno denominada
SclC, similar a outras duas proteinas ja identificadas em S. pyogenes.

Pesquisa envolvendo técnicas avangadas de biologia molecular
serao possivelmente o caminho para resolucdo de problemas e melhor

compreensao dos eventos envolvidos na patogenia da Adenite Equina.

3. Hipotese

Cepas de Streptococcus equi causadoras de Adenite Equina clinica na
regidao sul do Rio Grande do Sul sdo antigenicamente homogéneas, induzem

niveis de anticorpos diferentes e possuem reatividade cruzada.

4. Objetivos

- Caracterizar fenotipicamente cepas de Streptococcus equi isoladas de
equinos com enfermidade clinica na regidao sul do Rio Grande do Sul.

- Avaliar a produgdo de anticorpos contra as diferentes cepas de
Streptococcus equi isoladas na regiao.

- Determinar os indices de Reatividade Cruzada de cepas de campo isoladas
na regiao.

- Estimar a relagdo antigénica das cepas de campo com duas vacinas

comerciais.



5. Caracterizagao fenotipica e estimativa da reatividade cruzada de cepas
de Streptococcus equi isoladas de equinos da regidao Sul do Rio Grande
do Sul

Resumo

Caracterizaram-se 13 cepas de Streptococcus equi isoladas de materiais
provenientes de 35 equinos com manifestagdes clinicas de Adenite Equina na
regido sul do Rio Grande do Sul. Coletaram-se suabes nasais para cultura
bacterioléogica e isolamento bacteriano. Os microorganismos com
caracteristicas compativeis com Streptococcus equi foram classificados por
testes de produgao de acidos de agucares com e sem adigdo de soro equino
inativado para enriquecimento do meio, e a caracterizagéo foi confirmada pelo
kit APl 20 STREP (BioMérieux Brasil S/A). Prepararam-se vacinas
monovalentes com as cepas de S. equi. Camundongos Balb/c isogénicos foram
vacinados com as vacinas produzidas e com duas vacinas comerciais para
garrotilho nos dias 0 e 14. Coletaram-se amostras de sangue nos dias 0, 14, 28
e 56. Titularam-se anticorpos pelo teste de ELISA, e estimaram-se os indices
de reatividade cruzada. De 35 amostras coletadas, 13 foram de S. equi, das
quais cinco produziram acido a partir de algum agucar, comportando-se como
cepas atipicas. Destas, quatro sé fermentaram acucares em meio enriquecido
com soro equino inativado. Os IRC demonstraram que as cepas de S. equi
estudadas pertencem a um mesmo sorogrupo, entanto os IRC das vacinas
comerciais variaram de 23 a 46 com as cepas de campo, demonstrando baixa

reatividade.

Palavras-chave: Streptococcus equi, vacina, IRC, caracterizagao.
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INTRODUGAO

A Adenite Equina (também conhecida como “garrotilho”), é uma
enfermidade bacteriana contagiosa, causada por Streptococcus equi,
microorganismo [ hemolitico do grupo C de Lancefield, que atinge o trato
respiratério superior de equinos acometendo animais de todas as idades,
principalmente os jovens entre um e cinco anos de idade (TIMONEY et al.,1997).
Caracteriza-se por apresentar secregdo mucopurulenta das vias aéreas
superiores e linfadenite com formagao de abscessos (SWEENEY, 1993).

A doenga tem baixa letalidade, porém sua morbidade € alta, o que tem
grande relevancia no que diz respeito a locais com grandes concentragdes de
equinos. Os cavalos doentes apresentam perda de performance e geram gastos
com tratamento e mao de obra.

A enfermidade é facilmente diagnosticada e tratada clinicamente, mas sua
profilaxia se torna complicada, pois vacinas disponiveis no mercado ndo sao
plenamente eficazes para impedir a ocorréncia da doencga, apenas reduzindo em
cerca de 50% sua severidade e a morbidade durante os surtos (KOWALSKI,
2000). O garrotilho pode ocorrer em todas as épocas do ano, mas as condigdes
climaticas de frio e umidade faciltam a sobrevivéncia do agente e sua
disseminagao, o que faz com que os animais que vivem nos estados mais frios e
umidos do pais, como o Rio Grande do Sul, estejam mais propicios a infecgao.

Outros estreptococos B-hemoliticos isolados frequentemente de equinos
sdo Streptococcus equi subsp. zooepidemicus e Streptococcus dysgalactiae
subsp. equisimilis (KOWALSKI, 2000). Essas duas bactérias podem ser isoladas
de amostras de doenca clinica em cavalos, ou associadas a S. equi em lesdes de
garrotilho, considerando-se patdégenos secundarios. A distingdo entre esses
microorganismos somente pela caracteristica de suas colbnias se torna dificil
(KUWAMOTO, 2001).

A identificacdo dessas trés bactérias é tradicionalmente feita com base na
fermentacdo de lactose, sorbitol e trealose. S. equi ndo fermenta nenhum destes

agucares, S. zooepidemicus fermenta lactose e sorbitol, e S. equisimilis trealose
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(KUWAMOTO, 2001). Foram detectadas, porém, cepas atipicas de S. equi que
fermentam acucares (GRANT, 1993), o que dificulta ainda mais caracterizagao
dos agentes da enfermidade.

Fatores de viruléncia de S. equi incluem capsula de acido hialurénico,
hialuronidase, streptolisina O, streptoquinase, receptores para Fc de IgG,
peptidoglicano e proteina M antifagocitica (HARRINGTON, 2002). Dentre estes
fatores, a proteina M, caracterizada pela primeira vez por GALAN & TIMONEY
(1987), tem especial importancia, ja que € uma proteina de membrana que possui
atividade antifagocitica e de aderéncia, e esta presente em algumas cepas de
Streptococcus (TIMONEY & MUKHTAR, 1993).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar cepas de Streptococcus isoladas
de equinos com enfermidade clinica na regido sul do Rio Grande do Sul, avaliar a

producao de anticorpos, e estimar os indices de reatividade cruzada entre elas.

MATERIAL E METODOS

1. Exame de animais com suspeita clinica de Adenite Eqiina e

coleta de material

Animais com suspeita clinica de garrotilho foram examinados e amostras
de secregado nasal foram coletadas por meio de suabe estéril para isolamento
bacteriologico. Os animais apresentavam producao abundante de secrecao

nasal e tosse.

2. Caracterizagao de cepas de Streptococcus equi

As amostras foram semeadas em agar sangue desfibrinado de ovino a
10% e as placas incubadas a 37°C por 48 horas. Registraram-se as
caracteristicas das colénias e da hemdlise, e realizou-se bacterioscopia de
cultivos corados pelo Gram, e o teste de catalase em lamina utilizando agua
oxigenada com 10 vol. As col6nias constituidas por cocos Gram positivos,

catalase negativos, foram multiplicadas em agar sangue. Estas culturas foram
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suspensas em solugao salina na concentragao equivalente ao tubo 5 da escala
de Mac Farland, e ap6s utilizadas para realizagao de testes bioquimicos.

Cada isolado foi semeado em trealose, sorbitol e lactose, sem e com
adicdo de 10% de soro equino estéril inativado a 60°C por 50 min, e
identificado pelo kit APl 20 STREP (BioMérieux Brasil S/A, Sao Paulo, SP), de
acordo com as instrugcbes do fabricante. Determinou-se a fermentacdo de
acgucares apos 48 horas de incubacao, e a do APl 20 STREP as 4 e 24 horas
de cultura.

O kit APl 20 STREP utiliza como indicadores taxondmicos os testes
Voges proskauer, acido piravico, esculina, acido piroglutdmico, a e
galactosidase, B giucuronisidase, fosfatase alcalina, Leucina amino peptidase,
arginina, além das provas de fermentacdo de acucares (Ribose, arabinose,
manitol, sorbitol, lactose,trealose, inulina, rafinose e amido).

Considerou-se cepas de S. equi, aquelas que concordaram com as

caracteristicas enunciadas pelo API 20 STREP.

3. Producgao de vacinas de Streptococcus equi

Prepararam-se vacinas com 10 cepas isoladas de animais com Adenite
Equlina. Para isso, as cepas de S. equi foram cultivadas em meio Infusdo de
cérebro e coracao (BHI) acrescido de 1% de peptona, a 37°C durante a noite.
Ap0s, as culturas foram centrifugadas, e os precipitados suspendidos em salina
estéril e titulados mediante a técnica de diluigbes seriadas e plaqueamento em
agar sangue.

Para a elaboragao das vacinas, 5ml de salina estéril contendo 2,5 x 108
UFC de culturas de cada cepa, foram adicionadas de formol na concentragao
de 1:5000 e incubadas durante 24 horas a 37°C. Por ultimo incorporou-se

hidréxido de aluminio a 10% como adjuvante.

4. Imunizagao de camundongos

Fémeas Balb-c isogénicas divididas aleatoriamente em 13 grupos de
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quatro animais foram utilizados no experimento. Cada grupo foi inoculado por
via subcutanea com 1/20 da dose para cavalos indicada por fabricantes de
vacinas comerciais (CFR 9, 1996) de uma das vacina elaboradas, nos dias O e
14 do experimento. Dois grupos foram vacinados com vacinas comerciais
seguindo o mesmo protocolo utilizado nos outros grupos, e um grupo
permaneceu como controle. Coletou-se sangue nos dias 0, 14, 28, 56 e 70 para
obtencao de soro e posterior titulagdo de anticorpos.

As vacinas utilizadas sdao comunicadas na Tabela 1

Tabela 1 - Vacinas testadas

Grupo Vacinas
Cepa 2
Cepa7
Cepa 25
Cepa 30
Cepa 32
Cepa 26
Cepa 8
Cepa 35
Cepa 14
Cepa 29
11 Vacina comercial A
12 Vacina comercial B

S©OONOUAWN=

5. Titulagao de anticorpos

a) Preparagao do antigeno

Cepas de S. equi utilizadas na elaboragao das vacinas foram semeadas
em agar sangue desfibrinado de ovino a 10% e incubadas a 37°C durante a
noite. O cultivo das placas foi transferido para recipientes contendo 50 ml de
Infusdo de cérebro e coragao (BHI) acrescido de 1% de peptona, e cultivado a
37°C durante a noite. A cultura foi centrifugada e o precipitado ressuspendido
em salina estéril. A concentragdo bacteriana foi determinada mediante a

técnica de diluigdes seriadas em salina estéril a 0,9% e plaqueamento em agar
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sangue . Cultivos contendo 2,5 x 108 UFC, correspondente a absorbancia 1,5 a
480 nm, inativado por formol na concentracdo de 1:5000 a 37° C, durante 24
horas foi suspendido em tampao carbonato-bicarbonato e foram utilizados
como antigeno.

Foram utilizados como antigenos para analise das vacinas comerciais a

prépria vacina concentrada duas vezes em tampéao carbonato-bicarbonato.

b) Teste de ELISA

Os anticorpos foram titulados mediante ELISA utilizando os antigeno
descritos em 5 a. Placas de poliestireno (Greiner Labortechnik, Alemanha)
foram sensibilizadas com o antigeno suspendido em tampao carbonato-
bicarbonato pH 9,6 durante a noite, em refrigeracao. Posteriormente as placas
foram lavadas 3 vezes com PBS-T (tamp&o salina fosfatada pH 7,6 contendo
Tween 20 a 0,05 %). Apds, pool dos soros de cada grupo obtido nas diferentes

coletas de sangue, diluido 1:50 em PBS-T, foram colocados na placa e

incubados a 37°C por 1,5 horas, e soro anti lg de camundongo conjugado com
peroxidase (Peroxidase conjugated rabbit anti mouse immunoglobulins, Dako
Co., California, USA), acrescentado. A reacao foi revelada usando Orto Fenil
Diamina (3,4 mg em 10 mL de tampé&o fosfato citrato) a qual foram adicionados
5 pL de agua oxigenada de 30 vol. A leitura da densidade dtica foi feita a 450
nm em leitor de ELISA (Dynatech MR 700, Alemanha), 10 min apds adicionar o

revelador.

c) indice de reatividade cruzada (IRC)

O indice de reatividade cruzada bilateral (Arrowsmith, 1977) foi utilizado
para estimar as relagdes antigénicas entre os isolados. O IRC foi determinado
pela seguinte equacgéao:

IRC =100 x Vrx '

onde r é obtido pelo quociente da DO (densidade o6tica) do soro A com
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antigeno B sobre a DO do soro A com antigeno A, e r' é obtido pelo quociente
da DO do soro B com antigeno A sobre a DO do soro B com antigeno B.
Isolados que apresentaram IRC > 70 foram colocados em um mesmo

SOorogrupo.

RESULTADOS

1. Animais com suspeita clinica de Adenite Equina

Foi possivel observar nos animais examinados neste trabalho todos os
sinais caracteristicos da enfermidade. Onze (31,4 %) apresentaram
abscedagao em outros linfonodos além dos da regido da garganta (Garrotilho
bastardo), e um (2,9 %) empiema da bolsa gutural. As informacgdes dos 35

equinos com diagndstico clinico de garrotilho estudados constam na tabela 2.

Tabela 2- Identificagdo dos animais com diagndstico clinico de Adenite Equina

PROPRIEDADE CATEGORIA N° LOCALIZACAO MATERIAL SINAIS

ANIMAIS COLETADO CLINICOS
A AJ 1 Laranjal/Pelotas S T, SN,A
B P- AJ 5 Passo do Salso/Pelotas S T, SNA E
C AJ 1 Passo do Salso/Pelotas S SN
D P-AJ 6 B. Sta. Barbara/Pelotas S SN,A
E AJ 1 Sitio Floresta/Pelotas S SN
F AJ 1 Interior Pelotas S SN
G AJ 8 Laranjal/Pelotas S SN,A
H AJ 1 Haras/Bagé S SN
| AJ 1 S&o Sepé S SN
J P 10 Haras/Bagé S/P SN, GB

P (Potro): animal de 12-20 meses de idade; AJ (Adulto jovem): animal de 5-10 anos de idade
SN: secrecgdo nasal; T: tosse; A: adenite; E: empiema de bolsa gutural; GB: garrotilho bastardo;
S: Swab nasal; S/P: Swab nasal e pus

2. Isolamento bacteriano

Das 35 amostras coletadas, 13 (37,14%) foram caracterizadas como S.
equi e 18 (51,42%) apresentaram flora polimicrobiana, ndo sendo possivel

isolar os estreptococos. De quatro amostras (11,42%) foram isolados cocos
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Gram positivos B hemoliticos, catalase negativos, que nao foi possivel
caracterizar pelo APl 20 STREP, sendo classificados como Streptococcus sp.
Na Tabela 3 comunicam-se os resultados dos testes de utilizacdo de
agucares com a adicdo de soro, referidos aos do APl 20 STREP. Das 13
amostras de S. equi isoladas, cinco (38,5%) fermentaram algum dos agucares,
e sendo que quatro delas s6 fermentaram os acucares quando foi adicionado

soro equino inativado.

Tabela 3 - Resultados dos testes bioquimicos de utilizacido de acucares e do
APl 20 STREP de 13 cepas de Streptococcus equi

AMOSTRA TREALOSE SORBITOL LACTOSE API| STREP,
CS SS CSs SS Cs SS % id.

2 - - - - - - S. equi, 99,9 %
7 - - - - - - S. equi, 99,9 %
8* + - - - + - S. equi, 99,9 %
10 - - - - - - S. equi, 99,6 %
14 R - - - - - S. equi, 99,9 %
24* + - + - - - S. equi, 99,6 %
25* + - - - - - S. equi, 99,6 %
26* - - - - + + S. equi, 99,6 %
28 - - - - - - S. equi, 99,9 %
29 - - - - - - S. equi, 99,9 %
30* + _ - - - - S. equi, 99,9 %
32 - - - - - - S. equi, 99,9 %
35 - - - - - - S. equi, 99,6 %

CS: Com soro; SS: Sem soro; %id: Percentual de identificagdo; +: producéo de acido; * Cepas
atipicas.

Recuperaram-se cepas tipicas e atipicas de S. equi nas propriedades D

e J, mas ndo nas restantes.

3. Resposta as vacinas

A Figura 1 mostra a variagao individual entre animais vacinados com o
mesmo antigeno. O resultado demonstra que a maior resposta foi obtida nos

animais do grupo 8.
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Figura 1- Variacdes individuais na resposta imune dos animais dos diferentes
grupos inoculados com vacinas de S. equi produzidas a partir de cepas de

campo no dia 56.

Cinco camundongos apresentaram lesdes de pele na por¢ao inferior do
corpo e membros na ocasido da aplicagao da segunda dose de vacina.

A figura 2 mostra o comportamento da resposta imune as diferentes
vacinas durante o periodo de observacdo. Pode observar-se que a
soroconversdo induzida pela vacina utilizada no grupo 6 foi trés vezes maior
que a dos demais grupos, no entanto, salvo trés vacinas que nao produziram
resposta (8, 9 e 10), as das outras vacinas seguiram uma tendéncia similar as

restantes .

o —— Grupo 1
w 10 P —=— Grupo 2
()
[t 8 | Grupo 3
9 8 Grupo 4
¢ = 6 —%— Grupo 5
2o 4- 1 4 | —Grupo6
S © - —— Grupo 7
‘é 2 & vt ——1 o —— Grupo 8
S 0 S S — Grupo 9
Dia0 Dia14 Dia28 Dia56 Dia70 _’_gxgg ](1)
Dias —— Grupo 12

Figura 2- Soroconversao dos diferentes grupos inoculados com vacinas de S.
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equi.

A Figura 2 mostra que a vacina comercial A (Grupo11) induziu
soroconversao no dia 56 menor do que sete das dez cepas de campo
estudadas, enquanto a vacina comercial B (Grupo 12) apresentou
soroconversao menor do que as induzidas por quatro delas.

Os grupos 3, 4 e 7 foram imunizados com cepas atipicas. Pode-se
observar através da figura 1 que o grupo 7 foi o grupo que apresentou menor

soroconversao dentre os imunizados com cepa de campo.

5.IRC

Os indices de Reatividade Cruzada (IRC) sdo comunicados na Tabela 5.
Sete cepas de campo apresentaram IRC>70 entre si. A cepa 1 apresentou
IRC<70 frente as cepas 7 e 10, entanto a cepa 3 apresentou IRC<70 com
quatro cepas, ainda que salvo com a cepa 9, os indices com as outras cepas

foram muito proximos.

Tabela 4 - IRC das cepas de campo de S. equi, e relagdo com as vacinas

comerciais

cepas 2 7 25 30 32 26 8 35 14 29 VCA VCB
2 100 93 75 111 80 83 67 77 76 61 44 27
7 100 83 88 103 75 83 75 71 113 4 32
25 100 76 69 67 74 66 61 98 40 31
30 100 96 104 120 105 94 134 43 33
32 100 88 123 90 99 92 39 23
26 100 116 72 224 87 34 35
8 100 117 115 131 46 40
35 100 100 103 30 29
14 100 97 41 27
29 100 33 43

VC A 100 83

VCB 100

VC A: Vacina comercial A; VC B: Vacina comercial B

As cepas utilizadas para fabricacdo de vacinas comerciais (11 e 12)
demonstraram IRC inferior a 70 com todas as cepas estudadas, mas nao entre

elas.
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Discussao

Foi possivel observar nos animais examinados neste trabalho todos os
sinais caracteristicos da enfermidade, desde os mais leves até empiema da
bolsa gutural. Embora estes animais apresentassem a doencga clinica, foi
possivel confirmar o diagnéstico por isolamento bacteriano em apenas 37,14%
dos casos, 0 que demonstra a dificuldade de se isolar o agente a partir de
materiais de campo. Esses dados confirmam a comunicagao pessoal de C. A.
M. Silva, citada por SCHILD (2001), que afirma que a enfermidade pode ser
confundida com outras doencas do trato respiratério de eqliinos e que muitas
vezes o diagndstico clinico é feito sem confirmacao laboratorial, razdo pela qual
€ dificil estimar a prevaléncia da doenga. Dos onze animais com Garrotilho
Bastardo, 10 eram potros pertencentes ao mesmo haras.

A identificacdo de S. equi depende da capacidade de produzir acido a
partir de acgucares, especialmente lactose, sorbitol e trealose. Resultados
negativo em todos eles confirmam a espécie deste microorganismo, ainda que
cepas atipicas podem produzir acido a partir de algum destes substratos
(Euszeby, 2004). S. zooepidemicus e S. equisimilis, outros dois Streptococcus
B hemoliticos frequentemente isolados de equinos, fermentam um ou mais
destes agucares, podendo induzir a caracterizagao incorreta quando nao se
utilizam outros testes discriminatérios (EUSZEBY, 2004). Na comparagdo com
o sistema APl 20 STREP, que incorpora outros indicadores taxondémicos,
comprovou-se que cinco das treze (38,5%) amostras de S. equi isoladas
produziram acido destes acgucares sendo duas acidificadoras de trealose, uma
de trealose e lactose, uma de trealose e sorbitol e uma de lactose. Cepas
atipicas foram descritas por GRANT et al. (1993) e KUWAMOTO et al. (2000).
GRANT et al. (1993) identificaram sete isolados atipicos de S. equi, cinco
fermentadores de trealose, um fermentador de lactose e um fermentador de
lactose e trealose, e alertaram para uma maior atengdo em termos a
identificacdo dos estreptococos isolados de equinos, visto que cepas atipicas
podem ser identificadas como S. zooepidemicus ou S. equisimilis, que sao
agentes menos virulentos e que respondem melhor ao tratamento que o S. equi

(BONNISTER et al, 1985). Estas cepas atipicas, quando analisadas em
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laboratdrio pelos padrées convencionais, se enquadram na classificagdo como
outro estreptococo do grupo C de Lancefield, que ndo S. equi.

Streptococcus sao bactérias com uma certa exigéncia de nutrientes para
seu crescimento. O uso de soro equino inativado para enriquecimento dos
meios de fermentacao de agucares para provas bioquimicas de identificacao de
estreptococos é preconizado por alguns autores (TIMONEY & MUKHATAR,
1993). Das cinco cepas atipicas isoladas em nosso trabalho, 30,8% soO
fermentaram os agucares quando o meio de cultivo foi enriquecido com soro
equino inativado, sugerindo que a adicdo do soro equino aos testes de
caracterizagcdo pode dar maior precisdo na caracterizacdo de S. equi. Em
nosso estudo comprovou-se que cepas tipicas e atipicas estavam presentes
em animais de duas propriedades, mas n&o nas doze restantes (Tabela 3).

Um dos principias problemas relacionados com o garrotilho é a limitada
protecao conferida pelas vacinas que estdo disponiveis no mercado. Vacinas
produzidas no Brasil utilizam a bactéria completa e, por tanto, qualquer
variagao entre cepas esta diretamente ligada a resposta vacinal.

O indice de reatividade cruzada (IRC) foi utilizado neste trabalho para
estimar as relagdes antigénicas entre as cepas recuperadas de animais com
manifestacdes clinicas de Garrotilho. Isolados com IRC>70 foram considerados
pertencentes ao mesmo sorogrupo. Este procedimento, que é rotineiramente
utilizado para estimar a reatividade cruzada dos virus da Febre Aftosa (FMDV)
(ARROWSMITH, 1977), também foi utilizado em trabalhos com Bordetella
bronchiseptica (OLIVEIRA & GIL-TURNES, 1988; MARTINS & GIL-TURNES,
1994) e Moraxella bovis (CONCEICAO et al., 2002).

No presente trabalho pode-se observar que s6 duas cepas
apresentaram IRC<70, a cepa 1 frente a outras duas, e a cepa 3 com outras
quatro. As restantes tiveram IRC>70 entre elas, sugerindo homogeneidade
antigénica. Por sua vez, os IRC das duas vacinas com as cepas de campo
variaram de 30 a 46 e de 23 a 43, respectivamente, sugerindo uma marcada
diferenga antigénica com as cepas de campo, mas nao entre elas, ja que o IRC
foi 83.

Os IRC das cepas estudados variaram de 61 a 224, indicando que
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mesmo as duas cepas com IRC<70 com as restantes, tinham um elevado
indice de reatividade cruzada. IRC maior que 100 significa que o titulo do soro
€ mais alto com antigeno heterélogo do que com o proprio antigeno,
possivelmente devido a diferencas na avidez dos soros, reportado por
MOREAU et al. (1977) com virus da Febre Aftosa e por MARTINS & GIL
TURNES (1994) com Bordetella bronchiseptica, e observado frequentemente
quando sao utilizados soros policlonais.

Os resultados de IRC das vacinas comerciais sugerem que as cepas
utilizadas nesses produtos nao induzem protecdo adequada frente a cepas de
campo presentes no Rio Grande do Sul, o que confirma as observagbes em
condigbes de campo.

Alguns dos camundongos utilizados neste trabalho apresentaram lesdes
de pele na parte inferior do corpo e membros 15 dias apds receberem a
segunda dose da vacina produzida a partir de cepas de campo. Na avaliagao
soroldgica individual utilizando soros coletados no 56° dia de experimento,
comprovou-se que estes animais apresentaram soroconversdes 1,5 e 2,5
vezes superiores, respectivamente, aquelas obtidas pelo animal que
apresentou menor soroconversao em seu grupo. Isto sugere que essas lesdes
podiam estar relacionadas a uma reagdo imunologica frente ao agente. Uma
das complicagdes da Adenite Equina relatada por varios autores € a purpura
hemorragica, um processo inflamatério imunomediado dos vasos, que ocorre
em média quatro semanas apds contato com S. equi. A enfermidade se
caracteriza por edema e lesbes de partes baixas do corpo e membros
(PRESCOTT & WRIGHT, 2000), sinais similares aos encontrados nos animais
de nosso trabalho.

Pode-se concluir neste trabalho que existem cepas atipicas
(fermentadoras de sorbitol, trealose ou lactose) e com diferengas soroldgicas
de S.equi dentre as encontradas no Rio Grande do Sul. A adicdo de soro
equino inativado no meio de cultura permite detectar cepas atipicas aqui
caracterizadas.

Conclui-se também que as cepas utilizadas para fabricagcao de vacinas

comerciais pertencem a sub grupos diferentes das cepas de campo da regiéo,
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apresentando baixo indice de reatividade cruzada para estas.
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CONCLUSOES

1. Existem cepas atipicas de S. equi fermentadoras de sorbitol, trealose ou
lactose no Rio Grande do Sul;

2. Existem cepas com diferengas sorologias dentre as encontradas no
estado;

3. A adicado de soro equino inativado ao meio de cultura permite detectar
cepas atipicas de S. equi.

4. As cepas utilizadas para fabricacdo de vacinas comerciais pertencem a
grupo sorolégico diferente das cepas de campo da regiao;

5. As vacinas comerciais testadas apresentam baixo indice de reatividade

cruzada para as cepas de campo isoladas.
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