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Resumo

Streptococcus equi subespécie equi (S. equi) é responsavel pela adenite equina, doenca infecto-contagiosa que
ocorre com elevadas prevaléncias em todo 0 mundo. Desde a primeira descricdo desta enfermidade ndo tem
sido possivel realizar o controle da mesma, o que pode ser explicado pela variabilidade nos genes de viruléncia.
Ao longo dos anos alguns estudos foram realizados para identificar os fatores de viruléncia envolvidos na
patogenia da enfermidade, no entanto, ainda existem algumas lacunas sobre a ocorréncia e mecanismos desses
genes na patogenia da doenca. Desta forma, objetiva-se com esta revisao discorrer sobre os principais fatores
de viruléncia de S. equi subespécie equi, 0s genes que participam na expressdo dos mesmos e avangos no
desenvolvimento de vacinas.
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Abstract

Streptococcus equi subspecies equi causes strangles, an infectious disease that occurs with a high prevalence
worldwide. Since the first description of this disease, it has not been possible to control it, which can be
explained by the variability of the virulence genes. Over the years, some studies have been carried out to
identify the virulence factors involved in the pathogenesis of the disease; however, there are still some gaps
regarding the occurrence and mechanisms of these genes. Therefore, the objective of this review is to discuss
the main virulence factors of S. equi subspecies equi, the genes that participate in their expression and advances
in the development of vaccines.
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Introducéo

A adenite equina € uma doenga infecto- cadeias ou agrupados em pares, anaerébio

contagiosa que afeta os equinos em todo o mundo
(Timoney, 2004; Stanchi et al., 2007; Libardoni et
al., 2016), é preocupante do ponto de vista da salde
animal por apresentar elevada prevaléncia e
ocasionar elevadas perdas econbmicas nos
rebanhos equinos (Harrington et al., 2002; Javed et
al., 2016).

Esta enfermidade € ocasionada por
Streptococcus equi subespécie equi (Streptococcus
equi), bactéria p hemolitica, pertence ao grupo C de
Lancefield (Mallicote, 2015), sendo observada ao
microscopio como coco Gram positivo formando

facultativo, mede de 0,5 a 2um de didmetro, ndo
forma esporos e é imovel (Stanchi et al., 2007;
Waller et al., 2014).

Considera-se que Streptococcus equi
subespécie equi evoluiu de Streptococcus equi
subespécie  zooepidemicus, devido a sua
semelhanca no genoma (Timoney, 2004; Waller et
al., 2014). No entanto, Holden et al. (2009) ao
sequenciar a cepa de S. equi Se4047 determinaram
que S. equi apresentava uma sequéncia mais longa
que S. zooepidemicus, iSsoO ocorreu porque S. equi
adquiriu varios elementos genéticos mdveis ou
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transposons, constituindo assim 16,4% do genoma
gue pode carregar determinantes de viruléncia que
estdo ausentes em S. zooepidemicus.

A patogenia de S. equi ndo estd bem
elucidada, embora alguns fatores de viruléncia ja
foram descritos, os quais séo dificeis de classificar
em categorias especificas porque a maioria
apresentam varias funcbes (Moraes et al., 2009),
mas Slater (2007) considera quatro grupos: parede
celular (peptidoglicano); céapsula de &cido
hialurénico; proteinas de superficie (proteinas de
unido a matriz extracelular; proteinas de unido ao
anticorpo, proteina M) e exotoxinas (hialuronidase,
estreptolisine, estreptoquinase e superantigenos),
sendo os mais importantes a capsula de &cido
hialurdnico e proteina M (Timoney, 2004).

Parede Celular e Capsula de Acido Hialurénico

Streptococcus  equi  apresenta  um
cromossomo circular completo de 2.253.793pb dos
quais 2.137 sdo sequéncias de codificacdo, o qual
foi determinado por Holden et al. (2009) a partir do
sequenciamento completo de Streptococcus equi
cepa 4047 (Se4047), a mesma codifica 29 proteinas
relacionadas com a parede celular, pelas
sequéncias de codificacdo srtA e srtC.

Streptococcus equi é capsulado o que da uma
aparéncia de gota de mel em &gar sangue
(Harrington et al., 2002). O &cido hialurénico é um
polissacarideo linear de alto peso molecular
composto por N-acetilglucosamina e &cido
glucurénico (Armstrong e Johns, 1997; Slater,
2007). A cépsula de &cido hialurdnico diminui a
atividade fagocitica dos neutréfilos e é necessaria
para a atividade das proteases, das toxinas e da
proteina SeM, este &cido protege a bactéria do
sistema imune do hospedeiro, impedindo que o
C3b seja depositado na superficie bacteriana,
interferindo na opsonizac¢do (Wibawan et al., 1999;
Timoney et al., 2006; Slater, 2007).

Os operones denominados has codificam as
enzimas que estdo envolvidas na produgdo dos
precursores do &cido hialurénico as quais sdo
denominadas &cido hialurbnico sintetase, em
Streptococcus equi pode ser encontrado dois
operones hasA, hasB, hasC e hasC, gmlU, pgi
(Blank et al.,, 2008). A superexpressao dos
operones has aumenta a producdo de &cido
hialurbnico, mudangas em qualquer destes
operones produz a diminuicdo de &cido
hialurénico, portanto diminui a viruléncia da
bactéria, motivo pelo qual tem sido um objetivo de

estudo para a elaboracdo de vacinas (Anzai et al.,
1999; Timoney et al., 2004; Zakeri et al., 2017).

Existem enzimas que degradam o &cido
hialurénico facilitando assim a invasdo realizada
pela bactéria e a liberagdo das toxinas produzidas
por ela, uma vez que melhora a adesdo as células
do hospedeiro e a colonizagdo, estas sao
denominadas como hialuronato liasa (Hyl), que é
codificada por SEQ2045, sequéncia que Se4047
adquiriu de um profago, as proteinas SEQ2045 tém
triplice cadeia de B-hélice (Baker et al., 2002;
Smith et al., 2005; Lindsay et al., 2008; Holden et
al., 2009), sendo enzimas codificadas por um fago
gue possuem menor atividade, desta forma a
infeccdo por Streptococcus equi em alguns casos €
disseminada (Holden et al., 2009); porém, Hynes e
Walton (2000) indicaram que a Hyl pode ser um
dos componentes principais para a disseminacdo do
microrganismo a partir do sitio primario da
infeccdo. A diminuicdo na expressdo do gene Hyl
aumenta os niveis de 4&cido hialurénico e
consequentemente aumenta a resisténcia da
bactéria a fagocitose, por outro lado reduz a adesdo
bacteriana as células (Timoney et al., 2006; Holden
et al., 2009).

As lipoproteinas da parede celular sdo
importantes para a sobrevivéncia da bactéria e
estdo envolvidas na absor¢do de nutrientes, na
divisdo e maturacdo celular, e na adesdo as células
do hospedeiro; também intervém na viruléncia
bacteriana, na retencdo das proteinas externas e
acredita-se que tém um papel relevante nas
interacdes da bactéria com o hospedeiro. Destaca-
se a acdo de trés lipoproteinas de Streptococcus
equi, LppC (lipoproteina fosfatasse), MBL
(lipoproteinas de unido a metais) e HAP (proteina
associada ao hialuronato), entre 1% a 3% do
genoma da bactéria codifica lipoproteinas
(Hamilton et al.,, 2006; Babu et al., 2006;
Nakayama et al., 2012).

Pesquisas realizadas demonstram que o gene
mbl de Streptococcus equi codifica as MBL, tem
uma homologia de 72 a 92% com MtsA de
Streptococcus pyogenes, o qual é uma fase de
leitura aberta que codifica proteinas tipicas do
sistema transportador ABC (ATP binding
cassette). As proteinas que compreendem este
sistema transportador ABC sdo: proteina hidrofoga
de membrana, proteina de unido a nucleotideos e
lipoproteinas. Este sistema esta relacionado com a
absorcdo de nutrientes por parte da bactéria dentro
do hospedeiro e com a producéo de exotoxinas que
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interferem com a atividade dos leucdcitos
(Janulczyk et al., 1999; Harrington et al., 2000;
Slater, 2007).

Proteinas de Superficie

A superficie celular esta coberta por varias
proteinas, as quais sdo estruturas fibrilares e
considera-se que oferecem a capacidade de resistir
a fagocitose (Meehan et al., 2001; Slater, 2007). As
proteinas de superficie bacteriana inicialmente
interagem com o hospedeiro pela adesdo as células
do mesmo, produzindo a estimulacdo da resposta
imune iniciando a infeccdo (Tiouajni et al., 2014).
As moléculas da matriz extracelular sdo as adesinas
adequadas para as bactérias porque sdo abundantes
no hospedeiro, entre estas se destaca o fibrinogénio
e a fibronectina, as bactérias utilizam as proteinas
da unido a matriz extracelular denominadas
proteinas ligadoras do fibrinogénio (FgBP) e
proteinas ligadoras da fibronectina (FNE)
(Harrington et al., 2002).

As FgBP participam na agdo antifagocitica
limitando a deposicdo do C3b na superficie
bacteriana, portanto inibem a opsonizacao, a fase
de leitura aberta fbp codifica 534 aminoacidos das
proteinas ligadoras do fibrinogénio, e tem uma
estrutura e sequéncia similar as proteinas da parede
celular de outros estreptococos (Meehan et al.,
1998; Meehan et al., 2000; Meehan et al., 2001).
Meehan et al. (2000) comprovaram que as FgBP
além de se ligar ao fibrinogénio, também s&o
capazes de se ligar as 1gG do equino por um
mecanismo ndo imune, pela regido FC (fragment
crystallizable region) dos anticorpos (Slater, 2007),
o0 que foi corroborado por Lewis et al. (2008) ao
demonstrarem que as FgBP de S. equi ligam-se as
1gG4 e 19gG7 do equino.

A proteina M (SEM) ¢é a principal FgBP e
um dos principais fatores de viruléncia de S. equi
associado a capsula de acido hialurdnico, sendo a
proteina SEM similar a FgBP (Meehan et al., 1998;
Timoney, 2004). Boschwitz e Timoney (1994)
sugerem que a proteina M aumenta a capacidade de
S. equi de sobreviver no interior dos macrofagos,
devido a atividade antifagocitica produzida por esta
proteina, e propdem que a mesma é capaz de
bloquear a deposicdo do C3 pela ligagdo com as
proteinas plasmaticas. A resposta imune do animal
é produzida pela presenca da proteina M, e tem sido
a estrutura alvo para a producdo de vacinas (Flock
et al., 2006)

S. equi tem pelo menos trés genes que
codificam as proteinas ligadoras da fibronectina

que se encontra no locus genético FCT
(fibronectina e proteinas de unido ao colageno e
antigeno T) (Bessen e Kalia, 2002; Tiouajni et al.,
2014), as principais sdo FNE e SFS (Lidén et al.,
2006; Holden et al., 2009). A sequéncia SEQ0375
(fne) codifica as FNE que séo capazes de se ligarem
ndo unicamente a fibronectina, mas também ao
colageno, melhorando assim o potencial de S. equi
de produzir a infeccdo (Lindmark et al., 2001;
Holden et al., 2009).

O gene fne apresenta uma delecdo em uma
base na metade do gene expressando-se somente
um segmento do mesmo pela formacdo de um
cédon de parada na fase de leitura aberta
(Harrington et al., 2000), esta delecéo é conservada
em todos os isolados S. equi analisados, resultando
na perda da &ncora de superficie LPXTG e leva a
producdo de um produto secretado, o FNE, que
liga-se a fibronectina e colageno o que provoca um
incremento na viruléncia de S. equi (Lindmark et
al., 2001; Holden et al., 2009). O gene sfs codifica
a proteina de 40kda SFS que difere da sequéncia de
aminoacidos de FNE (Lindmark e Guss, 1999),
SFS é uma proteina de ligacdo da fibronectina de
cepas patogénicas de S. equi, e pode inibir a ligacao
da fibronectina com o colageno, uma vez que as
ligacGes de SFS e do colageno sdo similares
(Lindmark e Guss, 1999; Ma et al., 2015).

Exotoxinas

S. equi produz varias exotoxinas que
interferem com a atividade leucocitica do equino,
além da nutri¢do bacteriana, entre as toxinas que S.
equi produzem encontra-se a hialuronidase,
estreptolisina, estreptogquinase, superantigenos
(Slater, 2007; Holden et al., 2009).

As  estreptolisinas S sdo  toxinas
extracelulares citoliticas, que produzem a lises dos
PMN (polimorfonucleares) e dos macréfagos
mediante agdo toxica sobre as membranas
mitocondriais, além desta atividade antifagocitica,
também estdo envolvidas na nutricdo bacteriana a
partir da produgdo de nutrientes elaborados pela
lise celular e capacidade B-hemolitica (Flanagan et
al., 1998; Harrington et al., 2002; Slater, 2007). De
acordo com o estudo de Waller et al. (2011) a
estreptolisina é codificada por SagA na cepa 4047
de S. equi, o qual Humar et al. (2002) afirmam que
€ um operon de nove genes similar ao dos
estreptococos do grupo A.

A estreptoquinase é um ativador do
plasmindgeno, isto é, transforma plasminogénio
em plasmina, o que permite atravessar as
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membranas e contribui com a invasdo do
microrganismo nas células do hospedeiro,
sugerindo que a regido skc codifica a producdo de
estreptoquinase e difere geneticamente das
proteinas elaboradas pelo ser humano (Tewodros et
al., 1996; Malke et al., 2000).

As exotoxinas pirogénicas ou
superantigenos associados aos fagos de S. equi sdo
quatro: Seel, SeeH, Seel e SeeM, e sdo codificadas
pelos genes seel, seeH, seeL e seeM, que
encontram-se nos profagos ¢SEQ3 (seelL e seeM) e
@SEQ4 (seel e seeH), seel, seeH, seelL e seeM tém
uma homologia de 96% a 99% com 0s genes
codificadores de superantigenos produzidos por S.
pyogenes (Holden et al., 2009).

Os superantigenos sdo moléculas imune
estimuladoras altamente potentes, induzem uma
proliferagdo linfocitica descontrolada e apresentam
atividades mitogénicas e pirogénicas (Paillot et al.,
2012; Commons et al., 2014). Holden et al. (2009)
demonstraram que os genes que codificam SeeM e
Seel. ndo sdo encontrados exclusivamente em
cepas de S. equi, também podem ser detectadas no
genoma de S. zooepidemicus, no entanto, 0s genes
que codificam Seel e SeeH sdo exclusivos de S.
equi, e por isso sdo utilizados para a diferenciacdo
molecular das espécies de Streptococcus equi
(Artiushin et al., 2002). Velineni et al. (2017)
identificaram o gene seel em isolados de S.
zooepidemicus, o0 que indica a similaridade
genbmica entre as duas espécies e a
impossibilidade de continuar usando o gene seel no
diagnostico molecular do Streptococcus equi
subspecies equi.

Avangos na Producéo de Vacinas

A prevencdo da Adenite Equina pode ser
realizada com a utilizacdo de vacinas. Atualmente
sdo comercializadas vacinas vivas modificadas
baseadas na proteina M, que foram elaboradas com
0 objetivo de estimular a imunidade humoral
(Waller et al., 2014) e produz uma boa resposta
imunoldgica nos trés meses pos-vacinacdo (Slater,
2007). Por outro lado, este tipo de vacinas
apresentaram algumas desvantagens, entre as quais
estdo os efeitos adversos como a apresentacao de
sinais clinicos, que pode ocorrer principalmente em
animais com idade inferior a um ano (Borst et al.,
2011; Cursons et al., 2015), reagdo inflamatoria
local e formacéo de abscessos no sitio de aplicagdo
quando a mesma € intramuscular (Timoney, 2004;
Boyle et al., 2018) e resultados falsos positivos nas

provas convencionais como ELISA, provas
microbioldgicas e PCR (Waller, 2013).

Timoney et al. (2007) concluiram que a
imunidade deve ser estimulada ao nivel das
mucosas nasofaringeas no momento da aplicacao,
porque foi demonstrado que 0S animais
convalescentes apresentam titulos altos de
anticorpos nas mucosas, em contrapartida a
titulacdo de anticorpos no soro foi baixa. Foram
realizados alguns estudos com a producdo de
vacinas sem a proteina M ou a cépsula de acido
hialurdnico, Flock et al. (2004) realizaram a
imunizacdo de camundongos com proteinas
recombinantes EAG (proteina de unido a globulina,
albumina e imunoglobulina G), SFS e FNZ, com o
veiculo EtxB, e concluiram que a combinacao entre
EAG e FNZ com EtxB pode ser adequada para a
elaboracdo de vacinas eficientes e indcuas. Em
outro estudo, Flock et al. (2006) utilizaram as
proteinas recombinantes EAG, CNE (proteina de
unido ao colageno), SclC (uma proteina similar ao
colageno) e FNBE (proteina de wunido a
fibronecina), e observaram que a sinergia entre
EAG e CNE produzem uma elevada imunidade em
camundongos em comparacdo com o resto das
proteinas utilizadas nesta investigacdo, enquanto a
FNBE néo estimulou imunidade alguma.

Robinson et al. (2015) produziram uma
vacina com a delecdo de seis genes entre 0s quais
estdo sagA, hasA e seM, e obtiveram um bom
resultado porque conseguiram eliminar a
caracteristica de resisténcia a fagocitose da
bactéria, e também em auséncia de sagA a mesma
ndo pode produzir SFS. Outras pesquisas nado
obtiveram bons resultados de prote¢do, porque ndo
produzem imunidade suficiente para poder resistir
a uma infeccdo natural, além de produzirem
reacdes adversas (Timoney e Mukhtar, 1993;
Timoney, 2004; Slater, 2007).

Na atualidade, uma nova vacina
recombinante foi testada com varias proteinas de S.
equi, e bons resultados foram obtidos com aumento
da eficacia da vacina frente & infeccdo natural e sem
efeitos adversos significativos. Entretanto, a
analise de custo-beneficio deve ser realizada e para
isso novas pesquisas devem ser conduzidas
(Robinson et al., 2018).

Considerac0es finais

Apesar dos avangos nas pesquisas com
genes de viruléncia de S. equi subespécie equi
ainda ndo € possivel elucidar todas as lacunas na
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patogénese da adenite equina. A realizagdo de
estudos sobre os fatores de viruléncia produzidos
por S. equi subsp. equi sdo importantes do ponto de
vista da satde animal e biotecnoldgico.
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