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INTRODUCAO

O Brasil possui o terceiro maior rebanho eqiino do mundo, com um plantel de
8,3 milhbes de equideos (IBGE,2007). O trato respiratorio € o segundo sistema
organico com maior prevaléncia de alteracdes clinicas em equinos, sendo a Adenite
responsavel por aproximadamente 30% das enfermidades relatadas em cavalos em
todo o mundo (CHANTER, 1997).

A Adenite Equina possui distribuicdo mundial e € responsavel por perdas
econdmicas importantes, considerando-se 0s custos com o tratamento, medidas de
controle e eventuais mortes (WALLACE et al., 1995). A doenca tem alta morbidade
e baixa letalidade, o que tem grande relevancia em locais com grandes
concentragOes de equinos (MORAES, 2005).

O Garrotilho, como também é conhecido, caracteriza-se por uma doenca
infecciosa a qual acomete cavalos, burros e mulas. E considerada uma das mais
importantes doencas respiratorias dos cavalos, a sua transmissao acontece pela via
oro - nasal por contato direto ou indireto. Na auséncia de doenca clinica, a
persisténcia do agente pode ser mantida por portadores assintomaticos ou
“silenciosos” (NEWTON, 2000). O padrdo de manutencdo dessa bactéria nos
cavalos sdo as bolsas guturais. Reconhecer e detectar essa categoria de
transmissdo é fundamental para o sucesso na eliminacéo dessa doenca (TIMONEY,
2005).

O agente etiologico € uma bactéria beta-hemolitica, o Streptococcus
equi subespécie. equi (S. equi) do grupo C de Lancefield, sdo Gram-positivas,
catalase negativas (MORAES, 2005).

Segundo HARRINGTON 2002, é caracterizada clinicamente por
linfoadenopatia, depressédo, perda de apetite, pirexia, descarga nasal purulenta e
dispnéia, e cursa com 2 a 3 semanas até a resolucdo.O agente se mantém na
populacdo em animais portadores. Durante os surtos de garrotilho alguns animais se
convertem em portadores assintomaticos do agente, sendo possivel isolar S. equi
apos o desaparecimento dos sinais clinicos da doenca. Estes animais sao
potenciais fontes de infeccdo, podendo disseminar o microrganismo por muitos
meses (NEWTON et al, 1997).



Também pertencem a esse grupo o S. equi subesp. zooepidemicus (S.
zooepidemicus) e o S. dysgalactiae subesp. equisimilis (S. equisimilis),
microrganismos relacionados geneticamente, porém com potencial patogénico muito
diferenciado e freqientemente isolados de amostras clinicas como contaminantes
secundarios (TIMONEY, 2005)

A diferenciacdo laboratorial destas bactérias € baseada na fermentacdo de
lactose, sorbitol e trealose. S. equi ndo fermenta nenhum destes carboidratos, S.
zooepidemicus fermenta lactose e 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 caracterizacao
dos agentes. (MORAES, 2005)

Este trabalho objetiva em isolar e caracterizar as subespécies de
Streptococcus equi a partir de lavados de bolsa gutural em equinos, podendo assim,
sugerir que sao portadores de Adenite Equina.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo utilizou 10 equinos de ambos os sexos, a idade variando
entre 5 e 26 anos, de racas diferentes, sendo 3 PSI, 3 Crioulos e 4 SRD com
historico de adenite clinica de no maximo 10 meses e no minimo 2 meses antes da
realizacdo do aspirado de bolsa gutural. As coletas foram realizadas na regido de
Bagé-RS por sondagem guiada por endoscopia em sistema fechado, o liquido
aspirado da bolsa gutural foi armazenado em tubos estéreis contendo meio de
transporte e as amostras foram congeladas. Posteriormente estas amostras foram
enviadas ao Centro de Biotecnologia-UFPel, para o laboratério de Bacteriologia.

Em laboratorio, os aspirados de bolsa gutural foram homogeneizados, entao,
coletou-se por uma pipeta calibrada a 20uL de cada amostra separadamente, para
serem semeadas em Agar Sangue eqiiino a 8% e incubadas a 37°C por um periodo
de 48 horas para andlise. As amostras que apresentaram crescimento bacteriano
com coldnias compativeis a Streptococcus beta-hemoliticos foram submetidas a
provas de Catalase e coloracao de Gram. Dentre essas, as Gram positivas, catalase
negativas foram semeadas em meio Brain Heart Infusion (BHI) acrescentado 10%
de Peptona e incubados a 37°C por 24 horas para as provas de fermentacéo de
acucares.

Utilizando 10pL do cultivo submeteu-se aos testes de fermentacdo dos
acucares, Rafinose, Sorbitol, Salicilina, Trealose, Manitol e Lactose. A leitura foi
realizada apds 24h de estufa a 37°C .(BARROW & FELTHAN, 1993).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira andlise, 48h ap0s o repique em Agar Sangue, observou-se aspectos
de colbnia, como coloragao e tipo de hemolise, entdo as amostras foram submetidas
a coloracao de Gram e provas de Catalase, como podem ser observadas no quadro
1.



AMOSTRAS ASPECTO DE C GRAM
COLONIA
COR H
EQUI 1 Mel B - Cocos, G+
EQUI 2 Mel B - Cocos G+
EQUI 3 Mel B - Cocos G+
EQUI 4 Mel B - Cocos G+
EQUI 5 Cinza r + Cocos G+
EQUI 6 1% mel 1°B 1% - Cocos G+
2%branca 2%y 2%+ Cocos G+
EQUI 7 1% mel 1°B 1% - Cocos G+
2%cinza 22 2%+ Cocos G+
EQUI 8 Cinza y + Cocos G+
EQUI 9 1% mel 1% 1%+ Cocos G+
2%cinza 2%y 2%+ Cocos G+
EQUI 10 1% mel 1°B 1%+ Cocos G+
2%cinza 2%y 2%+ Cocos G+

QUADROL1.: Resultados da 1% analise
Onde: H: tipo de hemodlise C: prova da Catalase GRAM: coloracdo de Gram

As amostras dos equinos grifadas no quadro acima foram repicadas em BHI
acrescidos a 10% de Peptona para posteriormente serem testadas quanto a
caracteristicas bioguimicas, conforme se demonstra na Tabela 1.

Rafinose Sorbitol Salicilina Trealose Manitol Lactose
Equi 1 - + - - - -
Equi 2 - - - - - -
Equi 3 - - - - - +
Equi 4 - + - - - +
Equi 6 - - - - - +
Equi 7 - - - - - -
Média + - - - - + -

TABELAL: Resultados da fermentagéo de agucares

Das 10 amostras processadas em todas se obteve crescimento bacteriano,
sendo que 60% delas apresentaram colbnias de Streptococcus equi e 60%
crescimento de Staphylococcus sp. ao teste das cepas quanto a capacidade de
fermentacdo dos acucares com o fim de identificar bioquimicamente as subespécies
de Streptococcus equi. Entretanto, observou-se a caracterizacdo de cepas atipicas,
as quais 28,6% fermentaram Sorbitol, 42,8% fermentaram Lactose, sendo que o
restante dos agucares testados n&do demonstraram fermentagdo. Resultados
semelhantes a estes ja foram descritos por GRANT, 1993.

As subespécies de Streptococcus equi sao distinguidas em aquelas que
fermentam Trealose e Lactose, tipicas da subespécie zooepidemicus e as que
fermentam apenas Salicilina sédo identificadas como subespécie equi, embasados
nesses resultados pode-se acreditar que as cepas sao atipicas, por nao se
encaixarem em nenhum dos grupos. Além disso, cuidados devem ser tomados
durante a execucao da técnica devido ao perigo de contaminacdo das amostras, ja
gue € comum o isolamento de estreptococos beta-hemoliticos.



A identificacdo de portadores assintomaticos, tradicionalmente foi realizada
utilizando a cultura bacteriolégica, no entanto, cultivos de aspirados de bolsa gutural
podem dar resultados negativos. A técnica da Reacdo da Polimerase em Cadeia
(PCR), frequentemente utilizada na atualidade, detecta o agente vivo ou morto pela
amplificacdo do gene da proteina SeM, permitindo, quando associada a cultura
bacteriana, a deteccdo de até 90% dos portadores (HARRINGTON, 2002). O PCR
representaria uma técnica interessante a ser utilizada nessas amostras, uma vez
gue distinguiria a S. equi subespécie equi, e definiria os reais portadores, ja que a S.
equi subespecie zooepidemicus € isolada frequentemente, sendo que seu
isolamento ndo define um portador de Adenite.

CONCLUSAO
Considerando que todos os cavalos tinham um historico recente de Adenite
Eqlina, pode-se supor a possibilidade deles serem portadores e potenciais
disseminadores do agente no ambiente. Mas se faz necessario um estudo mais
aprofundado das cepas encontradas, ja que ndo se encontrou cepas tipicas de
Streptococcus equi subespécie equi.
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