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TITULACAO DE ANTICORPOS ANTI-Rhodococcus equi EM EGUAS
PRENHAS E POTROS

RESUMO

A transferéncia de imunidade passiva, através da ingestdo do colostro é um fator de
grande importancia para a sobrevivéncia de potros neonatos. O colostro € rico em
imunoglobulinas, que constitui para esses animais a Unica fonte de protecao contra os
agentes infecciosos durante o periodo neonatal, fase em que 0s animais apresentam
maior susceptibilidade as doencas. Dentre estas, destaca-se a infeccdo ocasionada
pelo Rhodococcus equi, responsavel por elevadas taxas de mortalidade e grandes
perdas econOmicas. A infeccdo possui distribuicdo mundial e causa pneumonia
supurativa e enterite associada a linfadenite em potros com menos de seis meses de
idade. Apesar da sua grande importancia no Brasil, a rodococose ainda é pouco
estudada em nossas condigdes. O objetivo deste estudo foi comparar a resposta imune
humoral entre éguas das racas Brasileiro de Hipismo (BH) e Bretd previamente
imunizadas para R. equi, e avaliar o efeito da imunoprofilaxia ativa materna na
transferéncia de anticorpos especificos protetores, via colostro, para neonatos equinos,
utilizando na deteccdo de anticorpos o ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA teste),
comparando dois diferentes antigenos (APTX e comercial). Os resultados
demonstraram que ocorreu aumento na titulagdo de anticorpos anti-Rhodococcus equi
nos grupos de éguas apos a vacinacdo e transferéncia de anticorpos através do
colostro para os potros neonatos. Nao houve efeito da raga na producao de anticorpos.
O antigeno comercial detectou titulos de anticorpos maiores e mais persistentes do que
o antigeno APTX. O ELISA teste demonstrou sensibilidade na detec¢cdo de anticorpos
anti-R. equi.

Palavras chave: equino, pneumonia, enterite, Rhodococcus equi.



ANTIBODIES TITULATION TO Rhodococcus equi PREGNANT MARES AND FOALS

ABSTRACT

The passive immunity transfer through colostrum is very important to new-born foals
survival. The colostrum is immunoglobulin full, wich is responsable to protect against
infectious agents during new-born period, stage that animals present higher
susceptibility to diseases. Among these, the infection caused by Rhodococcus equi has
the great importance, responsable for large economics damage and high mortality rates
in animals illness. The infection has a world-wide distribuition and it causes suppurative
pneumonia and enterits associated to limphadenitis in foals under 6 months old.
Although its great importance in Brazil, this disease is not well studied. The aims of this
study was to compare the humoral immune respost between the breeds “Brasileiro de
hipismo” (BH) and Breton, previously vaccinated against Rhodococcus equi, and to
evaluate the matern immunoprofilaxy effect in the specific antibodies transfer through
colostrum to new-born foals, using the Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA-
test) comparing two differents antigens (“APTX” and comercial’). The results
demonstrated that there were an increase in mares antibodies after vaccination and also
antibodies transfer through colostrum to new-born foals. There was no breed effect in
the antibodies production. The Comercial antigen demonstrated antibodies titulation
higher and more persistents than APTX antigen. The ELISA-test demonstrated sensible
R. equi antibodies determination.

Key words: pneumonia, enteritis, Rhodococcus equi, foal.



l. INTRODUCAO

O Rhodococcus equi (R. equi), € um constituinte natural da flora microbiana
intestinal dos equinos, podendo, em condi¢cdes especiais, se tornar um patdégeno
importante, sendo responsavel pelo desenvolvimento de pneumonia abscedante e/ou
enterite em potros nos primeiros seis meses de vida.

A infeccao é considerada oportunista em potros, ocorrendo no periodo em que
a imunidade adquirida pelo colostro esta diminuida e o sistema imunoldgico do recém-
nascido ainda ndo esta totalmente maduro. A importancia desta afeccdo reside,
principalmente, nos elevados prejuizos econdmicos acarretados pela perda de animais
relacionada a alta taxa de mortalidade e ao custo, duracdo e pouca eficiéncia do
tratamento.

No Brasil, embora a rodococose seja considerada uma das doencas mais
severas da equideocultura, existem poucos estudos desenvolvidos em nossas
condi¢cdes, enfocando a prevencdo dessa enfermidade em neonatos equinos.
Entretanto, algumas solu¢des tém sido tentadas por pesquisadores buscando prevenir
possiveis falhas na transmissao passiva de imunoglobulinas e também no sentido de
estimular as imunidades passiva e/ou ativa contra o R. equi.

Concomitantemente, na ansia de encontrar solugbes para o problema téo
grave, criadores de equinos e veterinarios de campo tém utilizado todos os recursos
disponiveis na tentativa de encontrar solu¢des praticas para uma situacdo considerada
critica. Além de mudancgas nas praticas de manejo e adequacdes sanitarias de pastos
e instalacdes, tém-se buscado recursos, que mesmo nao encontrando respaldo na
literatura cientifica, oferecem, ao menos, algumas solucfes para esses criadores e
seus animais.

Dentre as inumeras alternativas colocadas, a vacinacdo das éguas no final da
gestacao tem ganhado corpo tornando-se prética corriqueira entre os grandes haras
gue véem nela a melhor solugéo para o combate a rodococose. Embora, a vacinacao

contra R. equi ndo seja feita de forma sistematica no Brasil, um niamero consideravel



de propriedades utiizam uma vacina produzida na Argentina, denominada
comercialmente de Rhodovac®.

Existe uma grande polémica quanto a importancia real do uso da vacina na
prevencdo da doenca. O grupo composto pelos defensores é constituido principalmente
por aqueles que adotaram a pratica rotineira da vacinacao, alguns a pelo menos trés
anos, e tem conseguido controlar satisfatoriamente a afec¢éo. Do outro lado, encontra-
se 0 grupo constituido pelos cépticos e alguns pesquisadores que nao conseguiram
comprovar cientificamente a sua eficiéncia imunologica.

Considerando-se a importancia da doenca e a falta de comprovacédo da
eficiéncia da vacinacao, este trabalho se propds:

1. Avaliar a cinética da resposta de anticorpos (classe IgG) anti Rhodococcus
equi em éguas Brasileiro de Hipismo (BH) e Bretés, prenhes e vacinadas,
comparando o efeito da raga nesta resposta,

2. Avaliar o efeito da imunizagdo materna na transferéncia de anticorpos
protetores em neonatos equinos, comparando a resposta entre 0s potros
gue receberam colostro de éguas BH e Bretas;

3. Avaliar e comparar a reatividade de dois antigenos (APTX e comercial) no
teste ELISA indireto.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A primeira descri¢cdo de isolamento da bactéria, inicialmente denominada de
Corynebacterium equi, foi feita por Magnusson em 1923, na Suécia (MARTENS et al.,
1989b). Estudos sobre a classificacdo de espécies, realizados em meados da década
de setenta, visando a sistematizacdo de agentes infecciosos com caracteristicas
morfologicas e bioquimicas semelhantes, propuseram a criacdo de um novo género,
denominado Rhodococcus, que passou a englobar dez novas espécies (Bousfield e
Goodfellow, 1976; Goodfellow e Alderson, 1977; citados por BARTON e HUGHES,
1980). Desta maneira, o Corynebacterium equi passou a ser denominado, desde entao,
de Rhodococcus equi (BARTON e HUGHES, 1980).

O género Rhodococcus, pertencente ao grupo dos Actinomicetos
Nocardiformes, abrange bactérias gram positivas de morfologia variavel agrupadas

primariamente com base na composicao da parede celular (FINNERTY, 1992).

2.2 Caracteristicas

O Rhodococcus equi € uma bactéria Gram-positiva, filamentosa, pleomorfica,
qgue ndo forma esporos, ndo apresenta motilidade, ndo fermenta carboidrato e € 4cido
resistente (JONES et al., 1997). E um microorganismo aerobico obrigatério, mas pode
crescer em atmosfera contendo até 40% de dioxido de carbono. Cresce na faixa de
temperatura de 5 a 42°C com ponto 6timo em torno de 30°C (BARTON e HUGHES,
1980).

Segundo Timoney (1988), 0 R. equi € mais resistente ao calor que as bactérias
comuns, resistindo a valores de alcalinidade e acidez extremos e a dessecagéo. E
resistente também, & maioria dos desinfetantes quimicos e as condi¢cbes ambientais
adversas, como calor e frio (BURKS, 1996). Estas caracteristicas permitem a

viabilidade da bactéria por longos periodos no meio ambiente.



O microrganismo possui uma capsula lipopolissacaridica, a qual inibe a
fagocitose e o ajuda a aderir-se na superficie das células que mais tarde infecta
(KNIGHT, 1969; COSTERTON et al., 1978; WOOLCOCK e MUTIMER, 1978).

2.3 Habitat

Takai et al. (1986), demonstraram que o R. equi € encontrado no trato
digestério de herbivoros, sugerindo ser constituinte da microbiota intestinal
principalmente de equinos (WOOLCOCK et al.,, 1980; NAKAZAWA et al., 1983;
PRESCOTT et al, 1984; TAKAI e TSUBAKI, 1985). O patdgeno é eliminado pelas fezes
destes animais, e ao atingir o solo multiplica-se rapidamente. Sua eliminagéo ocorre a
partir do sétimo dia pds-infec¢éo persistindo por 30 dias (ANZAI et al., 1997). Hughes e
Sulaiman (1987), relataram que o seu crescimento apresenta consideravel incremento
em solos contendo fezes.

Takai et al. (1987), isolaram a bactéria em 80% das amostras de fezes coletadas
antes e apos o parto em éguas provenientes de propriedades com diversos niveis de
infeccdo. Nestas propriedades os autores também isolaram R. equi a partir do solo e do
ar das instalagcdes nos meses em que ocorrem 0s nascimentos de potros e observaram
um aumento do numero de bactérias isoladas em dias secos e ventosos.

Segundo Beech (1991), os potros podem excretar grande numero de
microorganismos durante suas primeiras oito semanas de vida, mas as condi¢cOes
anaerobicas inibem a multiplicacdo do patégeno. Takai et al. (1986), assinalaram que o
R. equi pode ser encontrado em fezes de potros durante a primeira semana de vida, e a
sua concentragcdo permanece alta durante as oito primeiras semanas. A presenca
dessa bactéria no trato gastro-intestinal foi considerada a principal fonte de estimulacéo
antigénica da resposta imune em potros (PRESCOTT et al., 1980; WILKS et al., 1982;
NAKAZAWA et al., 1983).

O estabelecimento da flora intestinal bacteriana nos potros ocorre no periodo do
nascimento até 122 semana de vida. Nesse periodo, o R. equi pode atingir
concentracgdes intestinais elevadas colocando em risco a saude dos animais. Apos a 12

@semana de vida ocorre o declinio da concentracéo intestinal da R. equi nos potros. A



capacidade de multiplicacdo dessas bactérias nos potros sugere o porqué da
permanéncia dessa enfermidade nas fazendas de reproducdo (PRESCOTT et al.,
1997).

Algumas teorias relacionam a diarréia observada em potros de duas a trés
semanas de idade, com uma reacado a colonizacdo do trato gastrointestinal pelo R. equi
(OGLESBY, 1998).

2.4 Epidemiologia

O R. equi € um microrganismo ubiquo, encontrado no solo de todos os
continentes, com excecdo da Antartica. Reconhecido como parasita intracelular
facultativo, esta associado a diferentes afec¢cdes nos animais, afetando bovinos,
ovinos, suinos, macacos, eqlinos, principalmente potros, e inclusive o homem
(LINDER, 1997).

O Rhodococcus equi é um dos patdgenos bacterianos mais importantes
causadores de pneumonia fatal em equinos jovens com idade entre um e quatro
meses. No Brasil, a rodococose é considerada uma das doengas mais severas na
criacéo de potros, mas raramente acomete cavalos adultos (BECU, 1999).

Segundo Jones et al. (1997), a morbidade pode atingir 20% e a mortalidade
80% entre 0os animais da criagdo com menos de seis meses. Em algumas propriedades
o R. equi ocorre esporadicamente e em outras a ocorréncia é endémica (TAKAI, 1997;
CARLTON e McGAVIN, 1988).

Esta infec¢do ndo atinge, simultaneamente, um nimero expressivo de animais
e em algumas propriedades acaba tornando-se uma doenga enzodtica (MARTENS et
al., 1988).

A diferenca de prevaléncia da doenca nas propriedades ndo esta diretamente
relacionada a concentragcdo de R. equi no solo, mas a quantidade de R. equi virulentos
(TAKAI et al., 1995a). A frequéncia dos plasmideos associados a viruléncia em R. equi
obtidos de potros com pneumonia foi significativamente maior do que nas amostras
isoladas do solo em propriedades positivas para a doenca (BEECH, 1991; MARTENS
et al., 2000).



Jubb e Kennedy (1993), sugeriram que a ocorréncia da rodococose estaria
associada com as diferencas de susceptibilidade do animal. A prevaléncia parece
aumentar em ambientes empoeirados e com clima seco. O niumero de R. equi que
pode ser isolado do ar nos estabulos é maior quando a temperatura, aridez e 0s ventos
aumentam, diminuindo nos dias chuvosos (TAKAI et al.,, 1991). Mesmo quando a
concentracdo desta bactéria no solo dos pastos esta elevada, potros que pastam
parecem correr menor risco do que agueles que vivem ao redor dos estabulos, onde ha

maior probabilidade de se encontrar um ambiente empoeirado (BEECH, 1991).

2.5 Fontes de infecgao

O solo foi apontado como a principal fonte de infeccdo em potros (Jubb e
Kennedy,1993). Outras fontes apontadas foram as fezes das éguas, assim como a sua
flora faringeana e uterina (TAKAI et al. 1987), alimentos e agua contaminados por
exsudato (BURROWS, 1968), Parascaris equorum, através da migracdo larvéria pelo
organismo desempenharia o papel de veiculador do agente (LANGENEGGER et al.,
1970). Martens et al. (1989a), sugeriram que a infec¢cao por R. equi poderia ocorrer de
forma secundéria a onfaloflebite.

Beech (1991), relatou que devido & multiplicacdo do R. equi nas fezes de cavalos
sadios, as fezes séo consideradas fonte inicial de exposi¢ao para potros jovens, uma
vez que para estes a coprofagia € tida como atitude comportamental rotineira, e
acredita-se que seja um processo fisiolégico responsavel pelo desenvolvimento da

microbiota cecal.

2.6 Transmisséao

Existe alguma controvérsia a respeito da transmissao deste patdgeno; se ocorre
por inalacdo (via aerdgena) ou ingestdo (via oral). Entretanto, a maioria dos autores
consultados relataram que a via mais comum é a aerdgena, especialmente durante a
época de seca, quando ha maior acumulo de poeira, facilitando a aspira¢do do agente
infectante (BLOOD e RADOSTIS, 1991; DAVIS et al., 1995; JONES et al., 1997; TAKAI,
1997; BECU, 1999; FAYET, 1999).



A ingestédo desses microrganismos é provavelmente a principal via de exposicéo
para os potros, mas acredita-se que raramente induza a doenca do trato respiratério
(MARTENS et al., 1989b; BEECH, 1991).

2.7 Periodo de incubacéao
O periodo de incubacdo da doenca € de 13 a 19 dias, sendo mais provavel a
ocorréncia da infeccao nas trés primeiras semanas de vida, em decorréncia da falha de

transferéncia de imunidade passiva (PEIRO et al., 2002).

2.8 Patogenia

Hietala e Ardans (1987), demonstraram que 0 R. equi € um agente intracelular
facultativo, capaz de sobreviver e multiplicar-se no interior de macréfagos alveolares do
hospedeiro e interfirir na fusdo fagossoma-lisossoma. A opsonizacdo da bactéria com
anticorpos contra componentes capsulares do R. equi aumenta essa fusdo, e a maior
eficiéncia em eliminar a bactéria no interior do macréfago alveolar.

A imunidade mediada por células parece ser importante na prevengdo ou na
eliminacdo de infec¢cbes causadas por R. equi (ELLENBERGER et al., 1984). Estudos
realizados em camundongos infectados com R. equi demostraram que as células Th-1,
uma subclasse de linfocitos TCD4+, sdo necessarias para o desenvolvimento de uma
resposta imune bem sucedida contra este patdgeno (HINES et al., 1997). Entre outros
fatores, as células Th-1 produzem interferon-gama (INF-g), citocina ativadora de
macroéfagos, que regula positivamente as vias necessarias para a morte microbiana,
estimulando a fusdo fagossomo-lisossomo e aumentando a expresséo dos receptores
Fc. Os efeitos do INF-gsé&o potencializados pela interleucina 2 (IL-2), outra citocina Th-1
(AINSWORTH, 1999).

Em contraste, uma diferente classe de linfocitos CD4+, as células Th-2,
coordenam respostas imunes caracterizadas pela secrecéo de IL-4, IL-5 e IL-10. Como
a IL-10 regula negativamente a atividade macrofagica, ndo se sabe ainda se 0s potros
afetados desenvolvem e mantém infec¢ges por R. equi devidas a resposta Th-2 ou a
resposta Th-1 (AINSWORTH, 1999). O papel das citocinas na remoc¢ao do R. equi
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pulmonar nos equinos é uma importante questao que ainda permanece sem resposta
(HINES et al., 2000).

2.9 Sinais Clinicos

A infeccdo caracteriza-se por uma broncopneumonia supurativa crbnica e
enterite, associadas a altas taxas de mortalidade (BECU, 1999). Ha duas formas
clinicas de ocorréncia natural da pneumonia: subaguda e a crénica. A subaguda é
caracterizada por pneumonia piogranulomatosa miliar difusa e os potros afetados
geralmente morrem dentro de alguns dias de manifestacdo de angustia respiratéria. Na
forma crbnica, a pneumonia progride durante semanas ou meses, € 0S pPouUCOoS
sobreviventes podem apresentar fibrose pulmonar e capacidade respiratdria diminuida.
Embora acredite-se que a infeccdo ocorra no periodo neonatal, os sinais
freqientemente ndo sdo notados até que o potro tenha mais que um més de idade
(MARTENS et al., 1989b; BEECH, 1991).

Dungworth (1993), relatou que a forma intestinal se desenvolve com quadro de
diarréia e inflamacao piogranulomatosa dos linfonodos mesentéricos que pode evoluir
para caseosa resultando em uma enterocolite, estando geralmente associada com a
manifestacéo respiratéria. Em 50% dos casos de ocorréncia de les6es pulmonares ha
manifestacao intestinal. Yager (1987) e Burks (1996), relataram que a diarréia pode ser
0 Unico sinal presente inicialmente. Dungworth (1993), relatou que o aparecimento da
forma intestinal isolada é rara.

Segundo BecU (1999), a principal manifestacdo clinica em potros é a
broncopneumonia abscedante de evolugdo crénica, associada a linfadenite supurativa.
Outros sintomas observados foram a dispnéia, febre, tosse, apatia, corrimento nasal
mucopurulento, desinteresse em mamar e emaciacdo progressiva, diarréias, artrite,
osteomielite, abscessos subcutaneos, panoftalmia e uveite. Fitzgerald e Yamini (1995),
descreveram a ocorréncia de aborto em égua associada a pneumonia no potro,

causada pelo R. equi.
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2.10 Determinantes de viruléncia

Determinados fatores de viruléncia conferem ao R. equi mecanismos de
evasao do sistema imune, possibilitando ao microorganismo multiplicar-se no interior de
macroéfagos e neutrdfilos, dificultando o estabelecimento da resposta imune adequada e
induzindo lesdes do tipo granulomatosa, de dificil resolucdo tecidual. Estas
caracteristicas também os tornam refratarios a terapia antimicrobiana convencional
(VIVRETE, 1992; HINES et al.,1997).

Takai et al. (1991b), utilizando soros de potros infectados naturalmente,
caracterizaram o0s antigenos produzidos por amostras de R. equi e sugeriram que uma
proteina de 15-17 quilodalton (kDa) designada como VapA, estaria associada a
viruléncia e poderia ser utilizada como marcador da contaminacdo ambiental por
amostras virulentas da bactéria. Os autores demonstraram que todas as amostras de R.
equi virulentas testadas continham o antigeno 15-17kDa e um plasmideo de 85kb
(quilobase). A perda desse plasmideo determinava o desaparecimento da proteina e
um intenso decréscimo na letalidade para o camundongo.

Takai et al. (1993), estudando amostras isoladas de casos clinicos em equinos,
encontraram em todas as amostras, exceto uma, o antigeno associado a viruléncia.
Verificaram ainda, que todas as amostras virulentas apresentavam o plasmideo de 85-
90 kb. Os autores concluiram que as infecges em equinos seriam causadas apenas
por amostras que possuissem o antigeno de viruléncia, e que a amostra isolada sem a
proteina de viruléncia teria perdido o plasmideo que a codificaria durante o cultivo
laboratorial.

Takai et al. (1992), demonstraram que o antigeno 15-17 kDa estava localizado
na superficie externa da bactéria, e sua expressao era influenciada pela temperatura de
crescimento das bactérias. Em temperaturas baixas (25-32°C) ndo havia expressao,
enquanto que entre 34° e 41°C a proteina era sintetizada em quantidade consideravel.

Fontanals et al. (1997), relataram que outros antigenos de alto peso molecular
(21, 44 e 66 KDa), associados ao VapA (15 e 17 KDa), poderiam ser importantes na
inducédo de anticorpos protetores contra pneumonia por R. equi em potros jovens, e que
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estes antigenos estariam presentes em altas concentragdes na vacina Rhodovac e
induziriam antigenicidade vacinal.

Tan (1995) e Fernandez et al. (1997), constataram em potros uma resposta
humoral intensa a proteina VapA, e sugeriram que a mesma constituiria um importante
antigeno podendo ser utilizada como imundgeno.

Outros antigenos como as exoenzimas conhecidas como fatores equi (Prescott
et al.,, 1984) e polissacarideos capsulares, foram considerados protetores, quando
administrados em éguas e potros, sendo efetivos na prevencdo da doenca
(WOOLCOCK et al., 1987).

A maioria das cepas de R. equi produz os fatores equi, identificados como
proteinas sollveis de atividades distintas; uma sendo a colesterol oxidase e outra a
fosfolipase. Aparentemente, exercem seus efeitos sobre os componentes internos da
membrana celular de eritrocitos, sendo responsaveis pela lise destas células (BECU e
POLLEDO, 1995).

Takai et al. (1991b), observaram que o soro de animais infectados, também
reagia com uma proteina de 74kDa que corresponderia ao “fator equi” descrito por
Prescott et al. (1982). Segundo Prescott et al. (1984), o soro da maioria dos potros com
pneumonia de ocorréncia natural contém anticorpos para os “fatores equi’. Alguns
pesquisadores sugerem que a acao desses fatores sobre a membrana lisossomal
contribuiria para a degeneracédo celular que ocorre apds os macréfagos alveolares do
potro fagocitarem R. equi vidveis (HONDALUS, 1997; AINSWORTH, 1999).

Takai et al. (2001), relataram a descoberta de dois novos plasmideos de R.
equi associados a viruléncia (90 kb tipo Il e 90 kb tipo 1V) isolados em um potro que
veio a Obito com quadro de pneumonia severa e enterite ulcerativa, indicando que este
animal foi infectado com dois tipos distintos de R. equi. Considerando-se assim, a
existéncia de pelo menos 10 tipos de plasmideos isolados em eqliinos no mundo,
sendo cinco tipos isolados apenas no Japdo. Este trabalho reportou também, a
existéncia de diferencas geogréficas na distribuicdo dos plasmideos.
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2.11 Susceptibilidade

A rodococose acomete apenas potros, em geral com idade inferior a quatro e
seis meses. N&o ocasiona problemas em equinos adultos, mesmo quando a exposi¢cao
ambiental é alta (TAKAI, 1997).

A susceptibilidade de potros a esta doenca ndo foi plenamente elucidada,
sugerindo que ocorre devido a associagao de fatores como: a) exposi¢cdo do sistema
respiratorio a um grande numero de microorganismos de R. equi (aerossoéis),
especialmente nos periodos mais secos e empoeirados e em locais com alta densidade
populacional; b) declinio da imunidade passiva proveniente da mée e c) auséncia de um
mecanismo humoral e celular competentes (ELLENBERGER et al., 1984b; KANALY et
al., 1993).

A susceptibilidade de potros ao R. equi € um fenbmeno atribuido em parte, a
imaturidade das respostas imune-humorais e mediada por células (YAGER, 1987;
TAKAI et al.,, 1995b). Estudos in vitro demonstraram que bactérias virulentas
fagocitadas conseguiram replicar-se dentro de macroéfagos, inibindo a fusdo fagossomo-
lisossomo e, portanto, evitando sua morte intracelular (ZINK et al., 1985; HIETALA e
ARDANS, 1987; HONDALUS e MOSSER, 1994).

Wilks et al. (1982), relataram provavel existéncia de individuos ou de linhagens
familiares mais susceptiveis a infeccdo pelo R. equi. Falcon et al. (1985), estudando
propriedades com infeccdo por R. equi, constataram a predilecdo desta bactéria pela
ragca Arabe. Todavia, Finger (1996), observou um maior indice de isolamento da
bactéria nos animais mesticos do que nos da racas Puro Sangue Inglés e Brasileiro de
Hipismo. Segundo Yager (1987), a susceptibilidade genética ao R. equi pode ser um
dos principais fatores determinantes do desenvolvimento clinico da doenca.

A inalacéo da poeira, infeccédo viral concomitante, migracdo de parasitos e outros
fatores que causam “stress” podem determinar o aparecimento da doenca (MARTENS
et al., 1988).
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2.12 Imunidade

Sob circunstancias normais, a prote¢cdo imunologica temporaria contra as
infeccbes comuns nas primeiras semanas de vida é propiciada sob a forma de
anticorpos passivamente transferidos, via colostro, pois n&o ocorre transferéncia
transplacentaria de imunoglobulinas em equinos (JEFFCOTT, 1974; McCLURE, 1994).

O neonato possui enterécitos especializados no trato gastrointestinal, capazes
de absorver por pinocitose, moléculas de grande porte como as imunoglobulinas.
Porém, esta capacidade de absor¢cdo, mantém-se por curto periodo, perdurando do
nascimento até 18 a 24 horas de vida, encontrando-se nas primeiras seis a doze horas,
a fase maxima de absorcao (JEFFCOTT, 1987).

A falha da transferéncia de imunidade passiva (FTIP) pode ocorrer devido a
varios fatores, tais como, o pequeno volume e baixa concentracdo de imunoglobulinas
do colostro, a perda do colostro antes do parto através da lactacdo prematura, a
ingestdo de um volume insuficiente pelo neonato, ou a baixa absor¢cdo de
imunoglobulinas pelos enterécitos. A FTIP ocorre freqientemente em potros
prematuros, pois estes nascem fracos e ndo mamam adequadamente (JEFFCOTT,
1974; KRUSE e WAGNER, 1984).

InfeccBes bacterianas, particularmente septicemia, artrite séptica, pneumonia e
enterite sdo algumas das condicfes clinicas apresentadas pelos neonatos nas duas
primeiras semanas de vida sugestivas de FTIP. Quando a transferéncia de imunidade
passiva € adequada, ndo aparecem sintomas clinicos de doencas infecciosas por
diversas semanas (McCLURE, 1994).

Hietala et al. (1985), demonstraram que anticorpos especificos transferidos
passivamente ao potro pelo colostro se mantém em concentracfes adequadas até os
dois meses de idade, quando entram em declinio. Segundo Mcclure (1994), a producéo
de imunoglobulinas pelo potro inicia-se imediatamente apds a exposi¢cdo aos antigenos
ambientais, porém estes s6 se tornam detectaveis ap6s uma a duas semanas de vida,
atingindo concentracdes significativas por volta dos dois meses de idade. Devido a este
fato, os potros sdo altamente susceptiveis aos agentes infecciosos durante o periodo
neonatal imediato. Hietala et al. (1985), ressaltaram que os anticorpos produzidos pelo
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animal, s6 alcangam titulos semelhantes aos dos adultos entre cinco e seis meses de
idade.

A infeccdo por R. equi pode ser considerada oportunista, por atingir
principalmente equinos jovens entre dois e trés meses de idade, coincidindo com o
periodo em que ocorre a diminui¢édo do titulo de anticorpos adquiridos pelo colostro e o
sistema imunoldgico ainda ndo esté totalmente maduro (TAKAI, 1997).

O requerimento do estimulo imunoldgico pode esclarecer a menor ocorréncia de
infeccbes graves em equinos de faixa etaria acima de seis meses (HIETALA e
ARDANS, 1987). A maioria dos potros expostos ao R. equi em sua vida precoce,
elimina o microorganismo sem apresentar sinais clinicos. A memadria imunoldgica
resultante desta exposicao parece proteger contra o desenvolvimento da doenca na
idade adulta, mesmo na presenca de cepas virulentas (HINES et al., 2000).

Dois tipos principais de células fagociticas: macréfagos alveolares e neutrofilos
polimorfonucleares (PMN), compreendem a linha inicial de defesa do pulm&o contra os
microorganismos inalados. A eficiéncia da defesa contra pneumonias bacterianas
depende de um numero adequado de células fagociticas na por¢cao caudal do sistema
respiratorio, e da capacidade fagocitica e de eliminacdo intracelular de bactérias
apresentadas por estas células. Testes in vitro demonstraram que tanto os PMN de
potros jovens, quanto os de equinos adultos sado capazes de fagocitar e exterminar o R.
equi (YAGER et al., 1986).

Sabe-se que a maior eficiéncia das células fagociticas € alcan¢ada na presenca
de anticorpos opsonizantes em niveis adequados. Principalmente no caso de bactérias
encapsuladas, a presenca de anticorpos opsonizantes € fundamental para ocorrer
fagocitose. Como o R. equi é encapsulado, supde-se que o titulo de anticorpos
especificos tenha um papel fundamental na resisténcia do hospedeiro a doenca
(HIETALA et al. 1985).

Hietala e Ardans (1987), sugeriram que anticorpos especificos foram importantes
na protecdo contra pneumonia causada pelo R. equi, uma vez que conseguiram

relacionar a severidade das lesdes com o titulo de anticorpos.
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Estudos recentes demonstraram que os linfocitos T CD4+ e CD8+ estavam
associados aos mecanismos envolvidos na eliminagao do R. equi (HINES et al., 2000).

2.13 Diagnoéstico

O diagnostico precoce dessa infeccdo € importante, embora seja
extremamente dificil devido ao seu inicio insidioso, ndo sendo geralmente diagnosticada
até que os sinais de pneumonia estejam evidentes (TAKAI, 1997). O diagnédstico pode
ser feito através de radiografias do pulmédo, hemograma, exame e cultura do lavado
traqueal e testes sorologicos (GIGUERE e PRESCOTT, 1997; OGLESBY, 1998; BECU,
1999).

As imagens radiogréaficas sao geralmente utilizadas para o acompanhamento
da evolucdo e da severidade da pneumonia, bem como da resposta a terapia
(GIGUERE e PRESCOTT, 1997).

O lavado traqueal associado ao isolamento bacteriano tém sido o método de
maior valor, e 0 mais indicado na rotina de diagnostico da rodococose (ANZAI et al.,
1997; OGLESBY, 1998).

A realizacdo de hemograma, além de exames bioquimicos para determinacao
de concentracBes de proteina plasmatica e fibrinogénio sdo indicados em casos
suspeitos de pneumonia por R. equi. A hiperfibrinogenemia é um dos achados mais
consistentes, entretanto raramente pode haver concentragdo normal do fibrinogénio. A
linfopenia persistente € um indicativo de imunodeficiéncia (GIGUERE e PRESCOTT,
1997).

Os testes soroldgicos sao basicamente divididos em trés tipos: Imunodifusdo
em gel de agar (IDGA), Inibicdo de hemdlise sinergistica e ELISA. O diagndstico
sorolégico da infecgdo pelo R. equi € problematico, pois 0s potros expostos a esta
bactéria produzem anticorpos sem necessariamente apresentarem a doenca clinica. Do
mesmo modo, 0s anticorpos maternos podem causar um resultado falso positivo,
confundindo a sua interpretacdo (GIGUERE et al., 1997).

Testes soroldgicos tais como: aglutinacao direta de bactérias, hemoaglutinagcéo
indireta, fixagdo de complemento e imunodifusdo em gel de agar, tem sido propostos.
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Entretanto, os anticorpos anti-R.equi oriundos de infec¢cdes que ocorrem naturalmente,
podem nao ser detectados devido a fraca resposta humoral (TAKAI et al., 1985).

O teste ELISA tem sido utilizado para realizagdo de diagnostico sorologico, por
possuir elevada sensibilidade, reacdo rapida e capacidade de processamento, sendo
considerado por Ellenberger et a. (1984b), Hietala et al. (1985) e Takai et al. (1985)
como um dos métodos mais adequados para aplicagdes clinicas. Este teste também
tém demonstrado uma resposta consistente quanto a deteccdo de anticorpos
especificos para o R. equi em equinos saudaveis e por transferéncia passiva em potros
(HIETALA et al., 1985; TAKAI et al, 1985). Demonstrou ainda, maior sensibilidade que o
IDGA, e por isso sua utilizacdo seria valiosa na deteccéo precoce de anticorpos em
animais infectados (TAKAI et al, 1985).

Takai et al. (1990), argumentaram que o IDGA, apesar de ndo possuir a
sensibilidade do teste ELISA, seria mais adequado para utilizacdo a campo devido a
sua simplicidade e baixo custo. No mesmo trabalho os autores propuseram a utilizagéao
de um teste resultante da combinacdo do ELISA e da imunodifuséo radial utilizando o
“fator equi” como antigeno. O teste denominado RIDEA (“Radial Immunodiffusion
Enzyme Assay”), foi tdo especifico quanto o ELISA e mais sensivel que o IDGA.

Takai et al. (1994a), desenvolveram na Uultima década um teste ELISA
especifico capaz de detectar anticorpos anti-Rhodococcus equi em eqiinos de diversas
idades, naturalmente expostos ao patégeno e em potros infectados experimentalmente.
O teste ELISA tem sido util em detectar a presenca de anticorpo especifico contra R.
equi, contudo, os resultados tém sido variaveis (BEECH, 1991; AINSWORTH, 1999).
Entretanto, Cuteri et al. (2002), observaram que o ELISA-teste € um método r4pido,
eficaz e confiavel para a deteccéo da infeccdo em potros.

O “Western blotting” pode ser usado para identificar amostras virulentas
isoladas de cavalos e do meio ambiente (BURROWS et al., 1985; TAKAI et al., 1991).

Recentemente a técnica de reacdo de cadeia polimerase (PCR) tem sido
aplicada a amostras de sangue ou a aspirados transtragueais, a fim de melhorar a
sensibilidade e rapidez do diagnostico (TAKAI et al., 1995b; SELLON et al., 1997).
SELLON et al. (2000), relataram que devido a grande sensibilidade do PCR, os
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resultados podem ser falso-positivos, provavelmente devido a deteccdo de
contaminantes do ambiente. Assim, o diagnéstico final deveria ser sempre com base no
historico, na apresentacdo clinica e nos resultados de todas as informacdes
diagndsticas possiveis (SELLON et al., 2000).

2.14 Tratamento

O R. equi tem se mostrado sensivel a diversas drogas anti-bacterianas in vitro,
porém com resultados bastante variaveis in vivo, inclusive o aparecimento de altas
taxas de recidiva (PEIRO et al., 2002). O tratamento € dificil, ndo s6 pela resisténcia do
R. equi aos antibacterianos, como também pela propriedade intracelular facultativa da
bactéria. A eritromicina associada a rifampicina ainda € o tratamento de elei¢cao para se
tratar esta doenca em virtude da baixa concentracdo inibitéria minima (CIM) destas
drogas (BEECH, 1991; WARNER, 1996; BERTONE, 1998; AINSWORTH, 1999).
Devido ao fato destas drogas serem lipossoluveis, apresentam boa penetracdo em
membranas celulares, obtendo concentragfes terapéuticas satisfatérias nos pulmdes,
nas secre¢des bronquiais e dentro dos fagocitos (PRESCOTT e SWEENEY, 1985;
HILLIDGE e ZERTUCHE, 1987; BEECH, 1991; WILSON, 1992; AINSWORTH, 1999).
Além disto, permanecem ativas dentro dos piogranulomas, esterilizando-os
(ZERTUCHE e HILLIDGE, 1987).

2.15 Prevencao e controle

A prevencao e o controle da doenca é dificil. Sua natureza insidiosa dificulta a
deteccao precoce e o isolamento de potros infectados. A mé ventilacdo e a formacéao de
poeira sdo os fatores mais dificeis de se controlar (BEECH, 1991).

Segundo Varga et al. (1997), o manejo adequado, higiene rigorosa,
reconhecimento precoce da doencga, isolamento e tratamento dos potros doentes com
antibidticos especificos constituem as medidas mais importantes para o controle da
pneumonia causada pelo R. equi em potros.

Alguns pesquisadores tém avaliado a eficdcia da administracdo de plasma

hiperimune, visando aumentar as concentra¢gdes de imunoglobulinas sérica e com isso,
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prevenir possiveis falhas da transmissdo passiva de imunoglobulinas e promover
imunidade passiva contra o0 R. equi (MARTENS et al.,, 1989b; DAVIS et al., 1995).
Martens et al. (1989b), constataram ainda, que os animais submetidos & administracéo
de plasma imune, apresentaram maior resisténcia a doenca.

Madigan et al. (1991), compararam o titulo de anticorpos alcangado no potro
através do colostro da égua vacinada e da transfusdo de plasma imune. Os autores
observaram que apesar do aumento de anticorpos no colostro ser significativo, a
protecdo conferida ndo era suficiente para evitar 0o aparecimento da pneumonia.
Entretanto, o plasma hiperimune administrado antes da exposicdo do agente foi
significativamente protetor para o potro.

A reducéo do desafio infeccioso pode ser critica. Isso inclui o isolamento de
potros doentes e eliminac&o de suas fezes, diminuicdo da formacéo de poeira, rotacéo
de pastagens e irrigacdo de areas poeirentas. Na Argentina e em outros paises sul-
americanos a enfermidade é controlada com a vacinacdo das éguas com a vacina
Rhodovac, antes do parto e, em alguns casos, com a administracdo do soro hiperimune
para os recém-nascidos (BECU et al., 1997).

A vacina Rhodovac!, é preparada sob condicdes que induzem a sintese e
preservacdo de muitos antigenos, incluindo fatores equi; a partir de diversas culturas
extraidas de cepas virulentas de R. equi isoladas de animais infectados em fazendas
Argentinas enzooticamente afetadas pelo R. equi. Esta vacina, consiste de material
extra-celular solGvel proveniente dessas culturas. Desde 1992, vem sendo testada a
campo obtendo resultados promissores. Atualmente, € a Unica vacina contra R. equi
aprovada e usada em varios paises, inclusive no Brasil (BECU et al., 1997;
BECU,1999).

Fontanals et al. (1997), demonstraram que a vacina Rhodovac contém a
proteina de viruléncia VapA, bem como uma variedade de outros antigenos, que

proporcionam uma excelente capacidade imunogénica em cavalos adultos.

!Laboratério “Clinica Equina SRL” - Argentina
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O fabricante dessa vacina preconiza a administracdo de duas doses de 1ml
cada, em éguas prenhes aos 30 e 45 dias antes da data prevista para o parto, por via
subcutanea. Desta forma acredita-se que proverda a transferéncia de imunidade passiva
via colostro para os potros recém-nascidos.

Apesar dos bons resultados mencionados para essa vacina, diversos
pesquisadores relatam que néo existe uma vacina comercial disponivel eficaz contra
esta enfermidade, pois ndo conferem imunidade satisfatéria aos potros (DAVIS et al.,
1995; OSGLEBY, 1998).

Uma nova técnica de prevencdo, atualmente sob investigacdo, € a vacina de
DNA, baseada na administragcdo de DNA de plasmideo, 0 que resulta na sintese “in
vivo” de proteinas antigénicas do patdgeno, mas ainda ndo se sabe o que pode ocorrer
a longo prazo com esse DNA estranho envolvido no genoma do hospedeiro
(BECU,1999).

Becu (1999), relatou que seria preferivel a inducdo da imunidade ativa nos
potros ao invés da imunidade passiva por meio de plasma hiperimune ou da vacinagao
das éguas, no entanto sugeriu que a resposta imune do potro jovem é muito limitada,
gquando comparada a do adulto.

O valor protetor dos anticorpos anti-R.equi ainda nao foi comprovado
(ELLENBERGER et al., 1984). Entretanto, a imunidade humoral parece estar envolvida
na protecdo precoce de potros jovens (ELLENBERGER et al., 1984; TAKAI, 1985)
embora a imunidade mediada por células seja reconhecida por desempenhar um
importante papel na eliminagao da infecgcéo por R. equi em desafios experimentais em
camundongos (KANALY et al., 1993).

A titulacdo de anticorpos em potros recém-nascidos auxilia na identificacdo dos
animais que nao tenham recebido imunidade passiva adequada da mé&e. Podendo
estes, serem suplementados com o plasma hiperimune; principalmente em locais onde
a enfermidade € endémica e provoca muitas mortes. O Laboratério “Clinica Equina”

preconiza a suplementagao dos potros com plasma aos 25 e 30 dias de vida.
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2.16 Impacto sobre a vida atlética do animal

Varios estudos tém sido realizados no intuito de se verificar a longo prazo o
impacto da doenca sobre a vida atlética do animal. Baldwin et al. (1992), relataram
casos bem sucedidos de animais tratados para broncopneumonia por R. equi durante
guatro a oito semanas, dois quais pelo menos um deles veio a competir em corridas. No
entanto, nestes casos a doenca foi reconhecida e tratada no estagio inicial. Ainsworth et
al. (1993a), ndo detectou alteragcbes pulmonares em radiografias realizadas ao longo
dos meses, sugerindo que a pneumonia ndo causaria sequelas. Ainsworth et al.
(1993b), a partir dos resultados dos testes clinicos, patolégicos, radiolégicos,
endoscopicos e de fungdo pulmonar, concluiram que ndo existia sequelas em animais
previamente infectados e tratados com sucesso. Alguns estudos revelaram que potros
da raca Puro Sangue Inglés que se recuperaram da pneumonia e corriam na idade
adulta (Christley e Hodgson, 1994; Lavoie et al., 1994) possuiam desempenho
comparavel a grupos controle saudaveis (BERNARD et al., 1991; AINSWORTH et al.,
1998). Contudo, a porcentagem de potros infectados pelo R. equi que eventualmente
chegavam a correr foi significativamente menor em relacdo a populacdo sadia,
sugerindo que a infec¢cdo causava um efeito deletério no desempenho atlético
(AINSWORTH et al., 1998).

2.17 Infecgdo no homem

No homem, a rodococose é apontada como doenca emergente assumindo
particular importancia nos Uultimos dez anos e esta relacionada a individuos
imunodeprimidos, entre 0s quais estdo 0s pacientes convalescentes de transplantes,
com neoplasias malignas, sob terapia imunossupressiva, alcodlatras e portadores da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (EMMONS et al., 1991; PRESCOTT,
1991; LINDER, 1997).

A transmissdo da doenca ao homem deriva da exposicdo ao agente no
ambiente, geralmente secundaria a lesdes transcutaneas (Prescott, 1991), ou segundo

Doig et al. (1991), proveniente de contato com animais.
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Takai et al. (1994b), relataram que a maior parte das amostras de R. equi
isoladas em humanos infectados ou nao pelo virus HIV ndo carregam o plasmideo de
viruléncia e sdo avirulentos para o camundongo.

Em 30% dos casos, 0s pacientes infectados possuem histérico de contato com
animais, solo ou ambos. A infeccdo geralmente é subaguda, associada a febre, tosse
produtiva ou ndo e perda de peso (LINDER, 1997).
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lIl. MATERIAL E METODOS

3.1 Descric¢éo do Criatério

A Fazenda Sao Geraldo, com 1287 hectares de area total, de propriedade do
Haras Agromen, encontra-se localizada no municipio de lpud, regido norte do Estado de
Séo Paulo, dedicando-se a criacao extensiva de cavalos da raga Brasileiro de Hipismo.
A propriedade também possui éguas da raca Bretdo que sao utilizadas como receptoras
de embrido, devido ao seu porte avantajado, bom comportamento materno, rusticidade
e grande producao de leite. A propriedade ndo possui sémen ou reprodutores desta
raca e nao tem interesse na criagéo.

Além dessas éguas Brasileiro de Hipismo (BH) e Bretado, a propriedade possui
cinco animais sem raca definida (SRD), machos e fémeas, utilizados nos servi¢os
gerais do criatério.

A partir dos meados da década de 90 a criacdo comegou a sofrer 0s reveses
da rodococose, causando grandes prejuizos financeiros. A cerca de quatro anos foram
introduzidas novas praticas de manejo e adotada a vacinagéo com a vacina Rhodovac®.

3.2 Animais

Foram utilizados 37 equinos sadios, distribuidos em cinco grupos. O grupo | foi
constituido por oito éguas raca BH, o grupo Il era formado por oito éguas da raca
Bretdo (receptoras de embrido), ambas no ultimo ter¢co de gestacéo e vacinadas contra
R. equi. Também foram utilizados todos os conceptos (n=16) dos grupos | e Il, potros
BH com idade entre 0 momento do nascimento até os cinco meses de idade. Esses
foram divididos em dois grupos (Ill e 1V), com oito potros cada. Os potros do grupo il
mamaram o0 colostro em suas proprias méaes, enquanto que os potros do grupo 1V,
frutos de embribes doados por éguas BH e implantados no Utero de éguas Bretas,
mamaram o colostro apdés o nascimento nas suas maes adotivas. Foram utilizados
ainda, cinco animais sem raca definida (machos e fémeas), destinados ao servigo na

fazenda como grupo controle, compondo o grupo V.
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Os animais eram mantidos em piguetes com graminea de Coast-cross, sal
mineral e 4gua "ad libidum". Suplementados com ra¢éo a base de milho, farelo de trigo,
farelo de soja e feno de Coast-cross, produzida na propria fazenda, duas vezes ao dia e
com feno de Coast-cross e silagem de milho era oferecidos uma vez ao dia.

As éguas foram inseminadas com sémen fresco ou congelado, neste caso com
o auxilio do endoscépio. Sete dias apds, foi realizado a colheita dos embrides, seguido
da transferéncia destes das éguas atletas para as éguas receptoras, cujos ciclos estrais
foram previamente sincronizados com os ciclos das doadoras.

Cada égua pertencente aos grupos | e Il recebeu duas aplicagbes da vacina
anti-Rhodococcus equi® (Iml/dose), por via subcutanea, sendo a primeira aos 45 dias e
a segunda aos 15 dias antes da data prevista para o parto. Os animais pertencentes
aos grupos lll, IV e V néo foram vacinados.

As éguas gestantes foram transferidas para os piquetes maternidade em torno
de 15 dias antes da data prevista para o parto, quando o Ubere comecou a encher,
formando grupos de quatro individuos, onde eram observadas durante 24 horas. Nesta
época, também foi realizada a desverminagédo dos animais.

Apoés o nascimento, o corddo umbilical dos potros neonatos foi desinfectado
com tintura de iodo a 2% no coto remanescente do mesmo, em seguida este
procedimento era realizado uma vez ao dia durante sete dias.

Em torno dos 20 dias de idade os potros, juntamente com suas maes, foram
transferidos para piquetes contendo unidades de arragoamento para o fornecimento de
racao especialmente formulada para os potros até o desmame, a base de leite ninho,
aveia e milho. Nesta ocasidao foram desverminados. Aos quatro meses de idade foi

realizada a primeira vacinagdo nos potros contra Encefalomielite, Tétano e Influenza®.

! Rhodovac®, Clinica Eqiiina SRL, Capitan Sarmiento, Argentina
2 Fluvac, Fortdodge
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3.3 Antigenos

As amostras de soro foram testadas contra os dois tipos de antigenos: o
comercial® e o cultivado para R. equi (APTX) segundo o protocolo de Prescott et al.
(1997), a partir da cepa virulenta ATCC 33701.

O APTX consiste em uma preparacdo semi-purificada da proteina VaPA,
extraido pelo detergente Triton X e precipitado em acetona (PRESCOTT et al., 1997).

O APTX foi submetido a Eletroforese em gel de poliacrilamida, em seguida foi
feito a transferéncia do material para a membrana de nitrocelulose para a realizagéo do
“immunobloting”, seguido da incubag&o com o anticorpo monoclonal anti-VapA, onde foi
possivel verificar a expressdo do VapA em uma banda difusa com massa molecular ao
redor de 15-17 kDa. Uma parte desses antigenos foram gentilmente cedidos pela Prof2.
Dr2. Maria Cristina Roque Barreira do Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, e elaborados pela sua doutoranda
Luciana Colbachini Ferraz. A outra parte foi produzida no Laboratério de
Imunoparasitologia da FCAV-UNESP Jaboticabal.

3.4 Exame Clinico

Os exames clinicos foram realizados nos animais antes da colheita das
amostras de sangue, nos momentos referidos no item 3.5.1. Os parametros avaliados
foram: aparéncia geral, condi¢éo fisica e coloragdo das mucosas gengival e conjuntival.
Imediatamente apds o parto, as éguas tiveram suas glandulas mamarias avaliadas
guanto a consisténcia e auséncia ou presenca de leite; e os potros foram avaliados
guanto ao estado geral, presenca do reflexo de succdo e tempo para a ingestdo do
colostro. As condicbes em que foram realizadas este experimento ndo permitiram a

realizacdo de um exame clinico minucioso nos animais.

! Rhododiagnos, Clinica Equina SRL, Capitan Sarmiento, Argentina
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3.5 Colheita de material
3.5.1 Amostras de sangue

Amostras de sangue (10ml) das éguas pertencentes aos grupos | e Il foram
colhidas através de venopuncdo jugular, momentos antes das vacinagfes, ou seja, 45 e
15 dias antes da data prevista do parto, imediatamente apds o parto, 60 e 150 dias
apos.

Foram colhidos 10ml de sangue da veia jugular dos potros, antes da ingestao
do colostro, assim como 24 e 48 horas ap0s 0 nascimento, e aos 60 e 150 dias de
idade.

Os animais do grupo controle tiveram suas amostras de sangue colhidas da
mesma forma, somente nos dois Ultimos momentos referentes aos outros grupos (60 e
150).

As amostras de sangue foram depositadas em tubos de *“vacutainer”,
previamente identificados e deixados a temperatura ambiente até a separagédo do soro.
Foram cohidos 2ml de cada amostra, separados em duas aliquotas de 1ml cada e
acondicionadas em tubos “eppendorf’ devidamente identificados. Os tubos foram
conservados a -20° C até a ocasido das analises laboratoriais.

3.6 Analises laboratoriais
3.6.1 Dot Blot

Foi realizado para verificar a reatividade dos antigenos APTX e o comercial
incubados com soros controles positivos anti-R.equi e negativos.

Pequenos fragmentos de nitrocelulose! foram cortados e manipulados com
pinca evitando-se a contaminacgdo por proteinas estranhas. Estes fragmentos foram
dispostos nas cavidades de uma placa de ELISA de fundo chato. Adicionou--se 2m do
antigeno no centro de cada disco de nitrocelulose, aguardando-se 1h em temperatura
ambiente para secagem do antigeno. Foram, bloqueados por 12 h a 4°C com 0,6 ml de

! Nitrocellulose membrane for use in ECL Westernblotting — Amersham pharmacia biotech
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tampao de bloqueio Tris 0,1 M, NaCl, 0,1 M e Tween 80 0,5% (TBS) com 5% de leite
em p6 desnatado’. Os soros testes positivos e negativos para R. equi foram diluidos a
1:100 em TBS com leite em p6 desnatado e incubados por 90 minutos em estufa a
37°C. Apos esse periodo, os fragmentos foram lavados duas vezes com TBS com leite
e uma vez com TBS somente (intervalo de cinco minutos entre cada lavagem). A cada
fragmento foi adicionado 100 ni de conjugado anti-eqtiino? diluido 1:20000 em TBS com
leite e incubado por 90 minutos a 37°C. Os discos foram lavados com TBS sem leite por
trés vezes consecutivas com intervalos de cinco minutos. Em seguida, adicionou-se o
substrato 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil Fosfato Nitro blue Tetrazolium® (BCIP/NBT) para a
revelacdo da reacdo. Aguardou-se 5 a 10 minutos para o desenvolvimento da cor.

3.6.2 Teste ELISA indireto

A titulagao de anticorpos anti-R.equi foi realizada nos grupos experimentais nos
momentos assinalados no item 3.5.1, através do ELISA-teste indireto, conforme a
técnica preconizada por Takai et al. (1985, 1986), com algumas modificagcdes segundo
Machado et al. (1997). As amostras de soro foram testadas concomitantemente contra
dois tipos de antigenos (APTX e comercial).

3.6.2.1 Preparo do antigeno

O antigeno comercial foi descongelado a temperatura ambiente. J& o antigeno
APTX liofilizado foi diluido em 1ml de agua Milli Q estéril.

A quantificacdo protéica do antigeno APTX foi realizada no laboratério de
Quimica de Proteinas da Faculdade Medicina de Ribeirdo Preto, através da analise de
aminoacidos pelo método do fenil-tio-carbamil (PTC) utilizando a cromatografia liquida
de alta pressao (HPLC). Ja o conteudo protéico do antigeno comercial foi determinado
pelo método de Hartree (1972), no laboratoério de Imunoparasitologia do Departamento
de Patologia Veterinaria da FCAV/UNESP - Jaboticabal.

“Molico - Nestlé
2 Conjugate anti-horse - Sigma A 6063
3 Sigma
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3.6.2.2 Dose de reatividade 6tima de antigeno, soro e conjugado

As diluicdes 6timas dos antigenos e dos soros controle positivo e negativo
foram determinadas por titulagdo em bloco, utilizando os antigenos nas concentragdes
de 0,5 ng/ml, 1,0 ng/ml e 2,0 ng/ml em tampéao carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH 9,6),
e os soros de referéncia positivo e negativo nas diluicbes de 1/100, 1/200, 1/400, 1/800,
1/1600, 1/3200 em tampao de solugcéo salina fosfatada 0,01 M e pH 7,4 (PBS),
contendo 0,05% de Tween 80 (PBS Tween 80).

O conjugado usado, constituido de IgG de coelho anti IgG de equino acoplada
a fosfatase alcalina, foi diluido a 1:15000 em PBS-Tween 80 acrescido de 6% de leite

em po desnatado.

3.6.2.3 Soro de referéncia positivo

Para obtencéo dos soros de referéncia positivos foram utilizados o soro positivo
controle presente no kit de diagnéstico para imunodifuséo® e soros de eqiiinos (n=16),
colhidos ap0s a segunda vacinacao para R. equi.

3.6.2.4 Soro de referéncia negativo
As amostras de soros de referéncia negativos foram obtidas dos potros recém-
nascidos, antes da ingestéo do colostro.

3.6.2.5 Descricdo dareacgéo

A cada cavidade da placa para ELISA? foram adicionados 100m do antigeno
diluido em tampao carbonato-bicarbonato de sédio 0,05 M pH 9,6, ajustando-se a
concentracao protéica para 2,0 ng/ml. As placas foram incubadas durante a noite em
camara Umida a 4°C. ApGs trés lavagens consecutivas com PBS-Tween 80, as placas

foram bloqueadas com leite em pd desnatado diluido a 6% em PBS-Tween 80 em
camara umida a 37°C por duas horas.

! Rhodiagnos - Clinica Eqiiina SRL, Capitan Sarmiento, Argentina
2 Nunclon Surface — Nalge Nunc International
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Apoés a lavagem da mesma forma, 100 ml dos soros teste e dos soros de
referéncia positivo e negativo diluidos em PBS-Tween 80 (1:200) foram adicionados em
duplicatas a placa de ELISA. As placas foram incubadas a 37°C em camara umida por
90 minutos, e a seguir lavadas novamente. A cada cavidade adicionou-se 100 ni do
conjugado diluido a 1:15000 em PBS-Tween 80 acrescido de 6% de leite em po
desnatado. As placas foram incubadas a 37°C em camara Umida por 90 minutos e, em
seguida, lavadas novamente. Adicionou-se 100 ni do substrato’ da enzima fosfatase
alcalina paranitrofenil fosfato (pNPP) diluido a 1 mg/ml em tamp&o dietalonamina pH
9,8, e as placas foram incubadas por 60 minutos em temperatura ambiente. Decorrido
este prazo, a leitura da reacao foi realizada em um leitor de ELISA MRX TC Plus —

Dynex Technology, com filtro de 405nm.

3.6.2.6 Tratamento dos dados

Os valores de absorbancia média dos soros foram agrupados em niveis de
ELISA (NE), os quais variaram de 0 (zero) a 9 (nove). O limite méximo do nivel zero foi
determinado pela média dos valores de absorbéncia de soros de animais ndo imunes
ao Rhodococcus equi, acrescidos de dois desvios padrdes. A partir desse limite, os
intervalos entre os outros niveis de ELISA foram definidos por acréscimo de 35%,
conforme preconizado por Machado et al. (1997), para sistema Babesia spp.

! Substrato da fosfatase — Kirkegaard Perry Laboratories
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3.7 Analise Estatistica

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) utilizando-se o procedimento
GLM (General Linears Models) do programa computacional SAS (Statistical Analysis
Systems) v.8.2, segundo o delineamento em parcelas e subparcelas subdivididas no
tempo, tendo como parcela a combinacdo de duas ragcas com dois antigenos e na
subparcela os momentos de coleta de amostra.

Nas éguas vacinadas as variaveis foram analisadas segundo o esquema em
parcelas subdivididas no tempo, com os grupos (BH e Bretds), nas parcelas e nas
subparcelas, os tempos (-45: 45 dias antes do parto, -15: 15 dias antes do parto, O:
imediatamente apds o parto, 60 dias pos-parto e 150 dias pds-parto) em delineamento
inteiramente casualisado com oito repeticdes.

As variaveis foram analisadas da mesma forma nos potros, diferindo nestes
apenas 0s grupos (conceptos de éguas BH e Bretas) e os tempos (0: antes da ingestao
do colostro, 1: 24 horas ap6s o nascimento, 2: 48 horas ap6s nascimento, aos 60 dias e
aos 150 dias de idade).

O grupo controle (ndo vacinado), foi submetido & mesma analise comparando
com 0s grupos de éguas vacinadas, apenas nos momentos 60 e 150.

As comparacdes multiplas das médias dos grupos nos varios momentos foram
feitas utilizando o Teste de Tukey (STEEL & TORRIE, 1980).
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IV. RESULTADOS

4.1 Achados Clinicos

Todas as éguas tiveram partos eutocicos. O tempo médio para a eliminacao da
placenta foi de 115 minutos. Apenas uma égua reteve a placenta além do tempo
considerado normal, solucionando-se o problema apds administracdo de ocitocina por
via intra-muscular. Sem excec¢fes, as placentas apresentaram aspecto macroscopico
normal. A qualidade macroscopica do colostro, ou seja, a viscosidade, variou de ralo
(semelhante ao leite) a intensamente viscoso (concentrado). Duas éguas comecaram a
perder colostro em torno de quatro a oito dias antes do parto. Na tabela 1 encontram-se
0s parametros clinicos observados por ocasido do parto das éguas estudadas nesse

experimento.

Tabela 1. Distribuigéo racial das éguas de acordo com o tempo de eliminagéo da placenta e a qualidade

do colostro.
Tempo de eliminacéo Qualidade
Equa Raca da placenta (minutos) macroscoépica do

colostro

1 BH 50 ++

2 BH 210 +++

3 BH 45 -/+

4 BH 120 +++++

5 BH 40 +++++

6 BH 15 +++

7 BH 145 ++

8 BH 70 +++

9 B 120 ++++

10 B 240 ++++

11 B 50 ++

12 B 2 ++/+++

13 B 90 +

14 B 260 +++

15 B 210 +++++

16 B 180 +++

Média - 115,44 -

-/+: ralo; +: viscosidade baixa; ++/+++: viscosidade moderada; ++++: viscosidade intensa
BH: Brasileiro de Hipismo B: Breta



32

Os potros nasceram saudaveis e mamaram o colostro no tempo médio de 175
minutos. Nenhum deles apresentou alteragdes clinicas dignas de nota entre o periodo
do nascimento e os cinco meses de idade (momento da ultima colheita de amostras).
Os tempos decorridos entre o0 hascimento e a primeira mamada, estdo apresentados na
Tabela 2 e a distribuicdo deles por porcentagem de ocorréncia na Figura 1.

Tabela 2. Distribuicdo dos potros de acordo com o tempo de ingestdo do colostro.

Potro Raca da méae de leite Tempo de ingestdo do colostro (minutos)
Nn 1 BH 160
Nn 2 BH 160
Nn 3 BH 150
Nn 4 BH 135
Nn 5 BH 240
Nn 6 BH 90
Nn 7 BH 150
Nn 8 BH 120
Nn 9 B 135
Nn 10 B 280
Nn 11 B 420
Nn 12 B 170
Nn 13 B 150
Nn 14 B 145
Nn 15 B 135
Nn 16 B 160
Média - 175

100

75 41

50 1 43,7

25

25 4

Percentual de potros (%)

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

tempo (minutos)

Figura 1. Percentual de potros (n=16) distribuidos de acordo com o tempo decorrido entre o
nascimento e a primeira mamada.
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4.2 Resposta Imune Humoral
4.2.1 Dot Blot

Os antigenos APTX e comercial ndo reagiram com 0s soros dos grupos
controle negativos, no entanto reagiram com 0s soros do grupo controle positivos

testados.

4.2.2 Determinacéo dos Niveis de ELISA

Os resultados da titulagdo em bloco determinaram a concentracdo 6tima dos
antigenos em 2,0 ng/ml para o ELISA 1gG, em tampao carbonato/bicarbonato. Diluicao
Unica de 1:200 foi adotada para os soros de referéncia positivo e negativo e soros teste
no ELISA IgG. O conjugado foi utilizado numa diluigcdo de 1:15000.

Apos a aplicacdo do ELISA-teste indireto a 16 soros negativos, obteve-se para
0s mesmos uma média de A/P (amostra em relagdo ao positivo) de 0,1771 £ 0,0035
para o antigeno (Ag) APTX e 0,1637 + 0,00309 para o Ag comercial, conforme descrito
por Machado et al. (1997). Dessa forma a escala de nivel de ELISA (NE) ficou definida
como mostrado na tabela 3:

Tabela 3. Determinacgédo dos Niveis de ELISA de acordo com as faixas de Amostra em relagao ao positivo

(A/P).
Antigeno APTX Antigeno comercial
Faixas de A/P NE Faixas de A/P NE
0,000-0,184 0 0,000-0,169 0
0,185-0,248 1 0,170-0,228 1
0,249-0,334 2 0,229-0,307 2
0,335-0,450 3 0,308-0,414 3
0,451-0,607 4 0,415-0,559 4
0,608-0,819 5 0,560-0,754 5
0,820-1,105 6 0,755-1,017 6
1,106-1,491 7 1,018-1,372 7
1,492-2,012 8 1,373-1,852 8
2,013-2,716 9 1,853-2,500 9

Ponto de corte =3 0>NE>3 = negativo NE>4 = positivo
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Atribuiu-se como negativo os niveis de ELISA entre 0, 1, 2 e 3 (faixas de A/P de
0,000 - 0,450 para o Ag APTX; e 0,000 - 0,414 para o Ag comercial) e positivo o nivel
3 4 (faixas de A/P de 0,451 - 2,716 para o Ag APTX e 0,415 - 2,500 para o Ag

comercial).

4.2.3 Eguas vacinadas (Grupos | e Il

Os titulos de anticorpos anti-R.equi classificados em Niveis de ELISA,
detectados 45 dias antes do parto e antes da administracéo da primeira dose da vacina
foram os mais baixos registrados nos dois grupos de éguas. Aumentos significativos
(p<0,01) foram registrados nos dois grupos de éguas, 15 dias antes do parto, momento
da segunda vacinagdo. As concentracdes de anticorpos elevaram-se discretamente
apos aplicacdo da segunda dose da vacina, atingindo a titulagdo maxima no momento
do parto. A partir de entdo, houve um declinio até os 60 e 150 dias apés o parto. Nao se
observaram diferencgas estatisticamente significativas (p>0,01) para as concentracdes
de anticorpos entre as racgas, e entre os antigenos APTX e comercial. Até o0 momento
do parto, o Ag APTX detectou titulos maiores, a partir de entdo observou-se decréscimo
até os 60 dias, seguido de uma discreta diminuigdo observada aos 150 dias. Enquanto
gue para o Ag comercial, o declinio foi mais discreto a partir do parto até os 60 dias,
mantendo-se constante até os 150 dias. Nao houve diferengas significativas entre os
dois ultimos momentos para os dois antigenos testados (Figura 2, Tabela 4).

Devido a inexisténcia de respostas vacinais diferentes entre as duas racas de
éguas estudadas, em relacdo ao titulo de anticorpos para R. equi, 0s animais dos dois
grupos foram unificados para demonstragcao dos resultados, conforme demonstrado na
Figura 2 (grafico C) e na Tabela 4 e 5.
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Figura 2. Média dos Niveis de ELISA observados nos grupos de éguas vacinadas em relacao aos
antigenos APTX e comercial, em diferentes momentos. O grafico C reuniu as 16 éguas

Nno Mesmo grupo.

Nas tabelas 4 e 5 estdo apresentados os dados da distribuicdo das éguas

estudados em relacdo aos Niveis de ELISA nos diferentes momentos de colheita,

respectivamente. Foram considerados como efeito protetor negativo os niveis entre 0 e 3,

e positivo 0s niveis maiores que 3.
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Tabela 4. Distribuicdo das éguas vacinadas (n=16) submetidas ao ELISA-teste com os antigenos
APTX e comercial, em niveis de ELISA em diferentes momentos.

Tempo (dias) Niveis de ELISA
APTX Comercial
-45 2,7500% 2,2500%
-15 5,1875" 4,7500"
0 5,8750° 5,2500°
60 4,0625° 4,6250°
150 3,1250¢ 4,6250°

Letras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes
0: imediatamente apoés o parto

Das 16 éguas vacinadas, duas (12,5%) apresentaram titulos de anticorpos
protetores antes da vacinacéo frente ao antigeno APTX, e apenas uma (6,25%) para o
antigeno comercial. Aos 15 dias antes da data prevista para o parto, 100% das éguas
foram positivas, aos 60 dias ap6s o parto (75%), e aos 150 dias (apenas 25%) para o
antigeno APTX. Em relacdo ao antigeno comercial, 87,5% das éguas foram positivas
aos 15 dias antes do parto e aos 60 dias pds-parto e 93,7% aos 150 dias apds o parto
(Tabela 5).

Tabela 5. Distribuicdo das éguas vacinadas (n=16) em relacdo aos niveis de ELISA e diferentes
momentos de colheita de amostras séricas.

Eguas/ Momentos (dias)

Nivel de i
Antigeno -45 -15 0 60 150
ELISA

n % n % n % n % n %
0>NE>3 APTX 14 875 0 0 0 0 4 25,0 12 75,0
(negativos) Comercial 15 93,7 2 12,5 9 56,3 2 12,5 1 6,25
NE>3 APTX 2 12,5 16 100 16 100 12 75,0 4 25,0
(positivos) Comercial 1 6,25 14 87,5 7 43,8 14 87,5 15 93,7

0: apos o parto
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4.2.4 Grupos Vacinado e Controle

Os titulos de anticorpos observados nos animais do grupo controle foram
significativamente menores que aqueles apresentados pelos dois grupos de éguas
vacinadas (p<0,01). Diferencas estatisticamente significativas (p<0,01) foram
observadas entre os dois antigenos testados quando se comparou o grupo de éguas
vacinadas com o grupo controle. O antigeno comercial detectou maiores médias de
Densidade ética que o antigeno APTX. Nao foram observados diferencas significativas
em relacdo aos momentos de colheita de amostras (60 e 150 dias). Esses resultados

encontram-se apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Média dos Niveis de ELISA observados nos grupos controle e vacinados em relagao
aos antigenos APTX e comercial, em diferentes momentos. Os gréaficos C e D reuniram as
16éguas vacinadas no mesmo grupo.
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4.2.5 Potros (Grupos lll e IV)

Em relacdo aos titulos de anticorpos dos potros nascidos de éguas BH e
Bretas, estes encontravam-se no momento do nascimento, no seu valor mais baixo,
elevando-se significativamente ap0s a ingestdo do colostro (p<0,01). Discreta
diminuicdo de anticorpos foi observada 60 dias apds o nascimento, a qual se manteve
constante até os 150 dias. As concentracfes de anticorpos ndo demonstraram
diferencas significativas entre os dois grupos de potros. Foram registradas diferencas
significativas tanto para 0 momento de colheita (p<0,01), como para o tipo de antigeno
empregado (p<0,05) (Figura 4, Tabela 6).

Assim como nos grupos de éguas, os titulos de anticorpos para R. equi nos
dois grupos de potros foram agrupados de acordo com as médias dos niveis de ELISA,

em diferentes momentos e estao relacionados na Tabela 6 e7.

Antigeno APTX Antigeno comercial
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Figura 4. Média dos Niveis de Elisa observados nos dois grupos de potros (filhos de éguas BH e
Bretas), submetidos ao ELISA-teste com os antigenos APTX e comercial em diferentes
momentos. O gréfico C reuniu 0s 16 potros no mesmo grupo.
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Tabela 6. Distribuicao dos potros (n=16) submetidos ao ELISA-teste com os antigenos APTX e
comercial, em niveis de ELISA em diferentes momentos.

_ Niveis de ELISA
Tempo (dias)

APTX Comercial
0 0,6250% 0,9375%
4,3125" 4,6250"
2 4,8125" 5,0000"
60 2,5000° 3,3750°
150 2,0625° 2,8125°

0: jejum de colostro
Letras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes

Em relacdo ao antigeno APTX, 93,7% dos potros apresentaram titulos
protetores (NE34) nas primeiras 24 e 48 horas ap0s o0 nascimento, reduzindo para
12,5% aos 60 dias e aos 150 dias 100% dos potros apresentaram NE negativos. O
antigeno comercial detectou 75% dos potros com titulacdo positiva nas primeiras 24
horas de vida, 81,3% as 48 horas, 50% aos 60 dias e 12,5% aos 150 dias (Tabela 7).

Tabela 7. Distribuicdo dos potros (n=16) em relagéo aos niveis de ELISA e diferentes
momentos de colheita de amostras séricas.

Potros/Momentos (dias)

Nivel de i
Antigeno 0 1 2 60 150
ELISA

n % n % n % n % n %
O0>NE>3 APTX 16 100 1 6,253 1 6,25 14 875 16 100
(negativos) Comercial 16 100 4 25,0 3 18,7 8 50,0 14 87,5
NE>3 APTX 0 0 15 93,7 15 93,7 2 12,5 0 0
(positivos) Comercial 0 0 12 75,0 13 81,3 8 50,0 2 125

0: jejum de colostro
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V. DISCUSSAO

O tempo médio para eliminacéo das placentas nas éguas foi de 115 minutos,
mantendo-se dentro do intervalo fisiolégico descrito para a espécie eqlina
(THRELFALL, 1992). Das 16 éguas estudadas, 12 (75%) eliminaram a placenta até trés
horas apdés o parto. Apenas quatro éguas (25%) retiveram a placenta além deste tempo,
no entanto, realizou-se a intervencdo em somente uma, pois nas outras trés as
placentas estavam levemente presas e foram naturalmente eliminadas. Segundo
Spensley (1993), a eliminacdo da placenta pelas éguas deve ocorrer no periodo
maximo de trés horas apés o parto, ja que nesta espécie a placenta é do tipo
epiteliocorial difusa, o que lhe confere menor adesividade a parede uterina, tornando
mais rapida a sua expulsdo. Considerando-se que a retencdo da placenta é uma das
causas predisponentes de endometrite bacteriana, e esta poderd interferir
negativamente na fertilidade da égua, a intervencdo deve ser efetuada sempre que o
periodo limite for ultrapassado (WINTZER, 1990; RICKETTS e ALFONSO, 1991).

A qualidade macroscépica do colostro variou bastante entre as éguas. No
entanto, 87,5% apresentaram colostro de 6tima qualidade, com viscosidade moderada
a intensa. O colostro de boa qualidade, rico em imunoglobulinas, apresenta segundo
Koterba (1990), consisténcia viscosa, espessa e pegajosa. Apenas duas éguas
(12,5%) apresentaram o colostro com viscosidade baixa, considerado de ma qualidade.
Essas éguas comecgaram a perder o colostro em torno de uma semana antes do parto,
e seus filhos apresentaram titulacdo de anticorpos apés a ingestéo do colostro, inferior
aos demais. A secrecdo do colostro possui vida média curta, e ocorre somente uma
vez ao final de cada gestacao, sendo transformado em leite dentro de 12 horas apoés a
primeira succ¢édo (JEFFCOTT, 1974; PEARSON et al., 1984). A diminuicdo da qualidade
do colostro est4d relacionada a baixa concentracdo de imunoglobulinas e
consequentemente, confere ma capacidade imunoprotetora ao neonato (KOTERBA,
1990). Entretanto, nenhum dos potros desenvolveu no periodo neonatal afeccdes
decorrentes de baixa capacidade imunoldgica.

O tempo médio para a ingestdo do colostro pelos potros foi de 175 minutos,
com maior concentragcao de animais (75%) entre 90 e 150 minutos. Sendo que o tempo
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maximo decorrido foi de 270 minutos. Esses periodos foram semelhantes aos relatados
por Rossdale (1967) e Korteba (1990), que observaram um tempo médio para a
ingestdo do colostro de 111 a 120 minutos respectivamente, com intervalos variando
entre 35 e 420 minutos.

Considerando-se que o sistema imunoldgico dos neonatos equinos néo é téao
efetivo quanto o de um animal adulto, os recém-nascidos dependem profundamente da
imunidade passiva conferida pelo colostro para prevenir infecgbes oportunistas como a
rodococose (KOTERBA, 1993). Diante das dificuldades relacionadas ao diagndstico e
tratamento desta afeccdo, iniUmeros pesquisadores se propuseram a buscar a sua
prevencdo através da estimulagcdo passiva e/ou ativa do sistema imunolégico
(ELLENBERGER, 1984b).

Os resultados de nossa pesquisa, em relacdo a imunizacdo de éguas,
mostraram elevacao seérica significativa de anticorpos anti-R. equi ap0s a administracao
da vacina Rhodovac a qual manteve-se elevada até o parto, apresentando um ligeiro
declinio até os 150 dias pds-parto. No entanto, neste ultimo periodo os titulos ainda
foram considerados protetores (NE3 4) para os dois antigenos testados. Algumas éguas
apresentaram titulos de anticorpos elevados antes da vacinagdo. Entretanto, a
vacinacao produziu elevacdo marcante do titulo de anticorpos mesmo nesses animais.
Ellenberger (1984b), utilizando o teste ELISA para analisar soros de equinos de
diversas idades em animais expostos naturalmente ao R. equi, observou uma grande
variacdo nos titulos de anticorpos encontrados, porém sem relagdo com a presenca de
sinais clinicos. Esse autor ressaltou ainda, que os valores protetores desses anticorpos
nao puderam ser comprovados. Segundo Takai et al. (1987), equinos normais de todas
as idades podem apresentar anticorpos anti R. equi.

Os primeiros relatos cientificos a investigarem o refor¢co imunoldgico,
consideraram a efetividade da administracdo parenteral de plasma hiperimune na
prevencdo da pneumonia por R. equi em potros infectados experimentalmente,
mostrando a importancia de fatores humorais no controle da doenca e a capacidade da
imunoprofilaxia humoral em alterar a progressdo de rodococose (MARTENS et al.,

1989). Madigan et al. (1989), estudaram a imunidade adquirida passivamente por potros
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contra a rodococose através da administracdo de plasma hiperimune, e observaram
gue havia uma correlacao entre niveis séricos de IgG total e a quantidade de anticorpos
especificos contra o R. equi. Os autores concluiram que a administracado de plasma
hiperimune causou boa protecdo contra pneumonia por R. equi até 60 dias apds a
administracdo. No mesmo trabalho, também estudaram a transferéncia de anticorpos
através do colostro de éguas imunizadas contra 0 R. equi e observaram que 0s potros
gue mamaram o colostro de forma adequada tiveram uma elevacdo dos titulos de
anticorpos especificos. Com isso sugeriram, que deveria ser feita tanto a vacinacédo das
éguas prenhas, como a administracdo do plasma, a fim de garantir uma boa protecéo
aos potros no periodo de maior susceptibilidade as doengas. Posteriormente, em outro
estudo, compararam os titulos de anticorpos nos potros decorrentes da ingestao do
colostro de égua vacinadas e da transfusdo de plasma hiperimune. Os autores
observaram que apesar do aumento de anticorpos no colostro ser significativo, a
protecdo conferida n&o foi suficiente para evitar o aparecimento da pneumonia.
Entretanto, o plasma hiperimune administrado antes da exposicéo foi altamente efetivo
em reduzir a ocorréncia e a mortalidade decorrentes de infec¢cdes pelo R. equi
(MADIGAN et al., 1991). Inimeras pesquisas demonstraram que a administracdo de
plasma hiperimune estava associada a elevacdo do titulo de anticorpos séricos dos
potros que os recebiam (DAVIS et al., 1995). A administracéo de plasma hiperimune
aos neonatos, até 48 horas apds o nascimento e apos trés a quatro semanas de vida
tem oferecido resultados melhores que a imunizagdo de éguas com antigeno APTX
(PRESCOTT et al., 1997).

Quanto aos potros estudados, apesar de ndo terem sido vacinados, os titulos
de anticorpos contra R. equi aumentaram significativamente apds a ingestdo de
colostro. Resultados semelhantes foram encontrados por Fontanals et al. (1997).
Hietala et al. (1985), demonstraram que o0s anticorpos especificos adquiridos com o
colostro se mantiveram em niveis adequados até os dois meses de idade, quando
entraram em declinio e os anticorpos autdégenos, aumentaram apo6s 45 e 60 dias de
idade. Os titulos de anticorpos detectados pelo antigeno comercial se mantiveram

elevados até os 150 dias de idade, sendo mais duradouros que os detectados pelo
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APTX, que aos 60 dias deixaram de ser considerados como titulos protetores. Porém,
permanece a dldvida se estes anticorpos presentes em niveis protetores aos 150 dias
foram adquiridos passivamente ou produzidos ativamente, pois segundo Gaskin et al.
(1990), os potros soroconvertem para R. equi sete dias apds a exposi¢do ao agente.
Possivelmente, o contato natural do neonato com o agente infeccioso estimularia
precocemente o funcionamento do sistema imune, enquanto em potros que receberam
colostro de éguas vacinadas é necessario que 0s anticorpos maternos atinjam valores
minimos para que ocorra soroconversao (PRESCOTT et al.,, 1996), 0 que ocorreria
entre a quinta e sexta semanas, segundo Becu e Polledo (1995), ou em torno da oitava
e décima semanas (PRESCOTT et al., 1997), porém atingindo concentracdes
semelhantes a de animais adultos somente em torno de seis meses (HIETALA et al.,
1985).

Outras formas de imunizacao foram idealizadas, como a vacinacao de éguas,
na tentativa de aumentar os anticorpos colostrais e, consequentemente, transferir
imunidade passiva aos potros neonatos. Embora varios antigenos do R. equi, incluindo
a proteina VapA, as exoenzimas conhecidas como “fatores equi” e os polissacarideos
capsulares sejam postulados como protetores, ainda ndo existe uma vacina eficaz
contra esse patdégeno (WOOLCOCK et al.,, 1987; DAVIS et al., 1995). Takai et al.
(1991), sugeriram que a vacinacao de éguas e a administracdo de plasma hiperimune
aos potros poderia ser viavel para o controle dessa enfermidade. Enquanto Fernandez
et al. (1996), relataram que o Unico método comprovado para se evitar a pneumonia por
R. equi é a transfusdo de plasma hiperimune.

Segundo Becu (1999), na Argentina e em outros paises sul-americanos a
enfermidade é controlada com a vacinagcdo das éguas antes do parto, e em alguns
casos com a administragcdo do plasma hiperimune nos potros, sendo esta efetuada
somente quando os titulos de anticorpos 48 horas apds 0 nascimento sédo baixos. Becu
et al. (1997), observaram um efeito significativo da vacinacédo de éguas prenhas com a
vacina Rhodovac, na prevengao contra a pneumonia pelo R. equi . Esses autores
observaram um efeito melhor com a associacdo da vacinag¢do das éguas prenhas e a

administracao de plasma hiperimune aos potros.
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A identificacdo da proteina associada a viruléncia VapA adquiriu importancia,
tornando-se a principal ferramenta na imunoprofilaxia da rodococose em potros (TAKAI
et al., 1991a). O antigeno APTX, rico em proteina VapA, foi utilizado por Prescott et al.
(1996) para imunizagdo de éguas prenhes em final de gestagéo, esses pesquisadores
observaram aumentos nos titulos de anticorpos especificos, porém os resultados
apesar de promissores foram inconclusivos. Prescott et al. (1997), utilizaram o antigeno
APTX para imunizar éguas prenhes e seus potros oriundos de criatorios brasileiros, e
verificaram altos titulos de anticorpos nas méaes e uma resposta imune humoral baixa
nos potros, sugerindo que esta falha imunoldgica devia-se ao insuficiente
desenvolvimento dos mecanismos humorais nos mesmos. Observaram ainda, um
aumento na ocorréncia da pneumonia por R. equi nos potros vacinados. Segundo Becu
et al. (1997), a vacinacdo dos potros produziu resultados insatisfatérios, pois conferiu
baixa concentracdo de anticorpos anti-R. equi. Além disto, este autor ressaltou que a
vacinacao tanto de potros como de éguas poderia ser um erro, pois ao se vacinar as
éguas o0s anticorpos colostrais poderiam bloguear nos potros a resposta a vacina.

Outros estudos semelhantes foram realizados na mesma época na Hungria por
Varga et al. (1997), empregando vacinas inativadas e antigenos nao purificados em
éguas prenhes e potros neonatos. Apesar dos resultados clinicos terem sido favoraveis,
os titulos de anticorpos no soro de potros vacinados na primeira semana de vida foram
considerados baixos, sugerindo que a protecdo devia-se provavelmente a vacinacao
repetida de potros e ndo a ingestdo do colostro produzido pelas égua vacinadas. A
principio, os resultados permitem concluir que a imunizacédo de éguas com o objetivo de
aumentar os anticorpos no colostro nédo era, aparentemente o melhor caminho a seguir.

Algumas hipo6teses tem sido levantadas para justificar a inadequada resposta
imune em potros produzida pela ingestao do colostro de éguas vacinadas com antigeno
APTX. Estudos realizados por Kanaly e Ardans (1992), demonstraram em ratos
infectados com R. equi a importancia da imunidade celular na protecdo contra a
infeccdo e que tal resposta ndo é obtida em eqilinos neonatos pela ingestdo de
colostro. Por outro lado, demonstrou-se que 0s anticorpos colostrais possuem

capacidade opsonizante e, desta forma, podem ativar a atividade fagocitica de
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macréfagos (HIETALA e ARDANS, 1987). Embora pareca que a imunidade celular seja
mais importante do que a humoral na protecdo contra a pneumonia pelo R. equi
(KANALY et al., 1993), os anticorpos sédo importantes na protecdo dos potros nas
primeiras semanas de vida (PRESCOTT et al., 1996).

Estudos mais detalhados demonstraram que pelo menos duas subclasses de
imunoglobulinas sdo induzidas pela vacinagcdo com APTX, a IgGb e a IgGt, enquanto a
infeccdo natural induziu com maior intensidade a producédo de IgGa. Uma das hipGteses
propostas para explicar estes resultados sugere que a fabricagdo de vacinas utilizando
particulas totais do R. equi forneceria uma maior amplitude de antigenos e,
consequentemente, produziria uma resposta imune mais diversificada. Este conceito
também justificaria a melhor efetividade do plasma hiperimune, produzido a partir de
culturas celulares totais, quando comparado a vacinagdo das éguas com antigeno
APTX (PRESCOTT et al., 1997).

Tentativas de promover resposta imune utilizando vacinacdo de potros
neonatos foram realizadas por inUmeros pesquisadores (PRESCOTT et al., 1996,
PRESCOTT et al., 1997, VARGA et al., 1997). Entretanto, os resultados obtidos n&o
foram promissores. Prescott et al. (1997) ao estudar a imunizacado de éguas e potros
em criatérios brasileiros, com o antigeno APTX, observaram que houve aumento na
ocorréncia de pneumonia por R. equi nos animais jovens. Outros estudos, conduzidos
em condic¢des de clima temperado, chegaram as mesmas conclusdes (PRESCOTT et
al., 1996). Aparentemente, 0s anticorpos maternos blogueiam os antigenos vacinais nos
potros e ndo conferem imunidade suficiente (BECU, 1997). Por outro lado, a imunizacio
de animais jovens com vacinas nao purificadas obtiveram resultados mais animadores
(VARGA et al., 1997).

Um programa de imunoprofilaxia para R. equi de éguas tem sido estabelecido
em inimeras criagfes de Puro Sangue Inglés na Argentina desde 1992. As éguas sao
anualmente imunizadas durante os dois Ultimos meses de prenhes com vacina
contendo antigenos sollaveis de R equi, incluindo o VapA e exoenzimas, denominadas
"fatores equi". A mortalidade causada pela pneumonia provocada pelo R. equi em

potros filhos de fémeas vacinadas foi reduzida de 3% para 1,2%, quatro anos apos a
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instituicdo do programa de vacinagdo (BECU e POLLEDO, 1995, BECU et al., 1997). A
repercussdo destes resultados obtidos no pais vizinho, tem estimulado criadores
brasileiros a adotarem o mesmo programa de imunizagédo o qual, aparentemente, tem
apresentado, também em nossas condi¢des, resultados bastante satisfatorios (LIMA,
2001 - comunicacéo pessoal').

Porém ndo se pode atribuir exclusivamente esse resultados as praticas
vacinais, uma vez que outras praticas de manejo foram adotadas simultaneamente,
como a reducao da lotagdo de animais por piquete.

Os resultados obtidos por Fontanals et al. (1997), analisando a composicdo da
vacina argentina sugeriram que outros antigenos de alto peso molecular, além do VapA,
podem ser importantes na inducdo de anticorpos que protegem 0s potros jovens da
pneumonia por R. equi. Estes antigenos estariam presentes em altas concentracdes
nesta vacina.

Prescott et al. (1980), sugeriram que a amplitude da resposta imune ao R. equi
em potros normais seria maior em torno dos dois meses de idade. Takai et al. (1996),
estudando propriedades contaminadas com cepas virulentas de R. equi, detectaram na
maioria dos potros aparentemente saudaveis, através do teste ELISA, aumentos
significativos na concentracdo de anticorpos seéricos, seis a dez semanas apo0s 0O
nascimento. Esses titulos se mantiveram mais ou menos constantes até em torno da
14% semana. Observaram ainda, que a producéo de anticorpos contra o antigeno VapA
ocorreu durante os trés primeiros meses de vida e que durante as quatro primeiras
semanas de vida esses anticorpos foram raramente detectados.

Embora possam ser empregados inimeros testes na deteccdo de anticorpos
anti-R. equi, optou-se na presente pesquisa, pela utilizacdo do teste ELISA.

Segundo Takai et al. (1985) e Prescott et al. (1996), a Imunodifusdo em agar
gel, a Fixacédo de complemento e a Hemoaglutinagao indireta ndo séo suficientemente
sensiveis e foram considerados de baixo ou nenhum valor para o diagndstico da
infeccao pelo R. equi.

L LIMA, M.M. Médico Veterinario da Fazenda de Criacdo Sd0 Geraldo — Haras Agromen
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Para Cuteri et al. (2002), os anticorpos anti-R. equi ndo foram provavelmente
detectados em muitos ensaios experimentais devido a pobre resposta humoral
relacionada a esses testes. Por outro lado, o teste ELISA foi considerado mais sensivel
gue os anteriores (LINDER, 1997). Takai et al. (1985), aperfeicoaram o teste ELISA
para deteccdo de anticorpos anti-R. equi. Cuteri et al. (2002), confirmaram que esse
teste ELISA foi um método r4pido e confidvel para deteccdo desses anticorpos em
potros.

Quanto as racas estudadas, sabe-se que a raca Bretdo produz maior
quantidade de leite que as outras racas. A égua Breta fornece ao potro em média 24
litros de leite diariamente, enquanto que as outras ragas fornecem em média 14 litros.
Objetivando obter um melhor desenvolvimento destes produtos no desmame, as Bretas
tem sido muito utilizadas pelos criadores de BH para amamentar os potros.

A diferenca de crescimento dos potros tanto ao nascer como ao desmame
pode atingir de cinco a dez centimetros de altura na cernelha, além de uma musculatura
mais destacada'. Na propriedade onde foi realizado este experimento observou-se
diferenca no desenvolvimento de dois potros irméos, filhos de mesmo pai e mée, dos
guais um foi implantado no Utero de uma égua Bretd. O potro que mamou colostro na
égua Breta obteve maior desenvolvimento que o que mamou na égua BH (LIMA, 2001-

- comunicacdo pessoal)’>. No entanto ndo foram observadas diferencas quanto a

concentracdo de anticorpos séricos anti-R. equi entre éguas BH e Bretds e nem entre
seus produtos.

O teste com o antigeno comercial detectou uma maior persisténcia da
imunidade e revelou melhores resultados que o antigeno APTX. Embora, os resultados
obtidos para os dois antigenos tenham sido significativamente diferentes para os grupos
de potros e entre 0s grupos controle e vacinado; os valores demonstraram um mesmo
comportamento e, apresentaram o mesmo ponto de corte na escala de determinagao
do Nivel de ELISA (NE=4).

'Padrao racial do cavalo Bretdo. Disponivel em: www.horsewordbrasil.com.br
ZLIMA, M.M. (Comunicagao pessoal, 2001). Médico Veterinario da Fazenda de Criagdo Sao Geraldo —
Haras Agromen
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Uma possivel explicacdo para este fato seria porque o antigeno APTX consiste
de uma preparacdo semi-purificada da proteina VapA, enquanto o antigeno comercial
possui outros determinantes antigénicos, além da VapA. Com o processo de purificagdo
para a sintese do APTX pode ter ocorrido a perda de alguns componentes da parede e
capsula bacteriana no sobrenadante das culturas. As éguas foram imunizadas com a
vacina Rhodovac, que segundo Sutcliffe (1997), consiste de material solavel
extracelular proveniente de cultura do R. equi. Essa vacina foi produzida pelo mesmo
Laboratorio que o antigeno comercial testado, e o antigeno APTX avaliou a resposta
induzida por varios determinantes antigénicos presentes na vacina, além da proteina
VapA.

Fontanals et al. (1997), analisaram os antigenos presentes em trés lotes dessa
vacina e observaram que todos eles possuiam alta concentracdo de proteinas e
padrdes similares de multiplicidade de proteinas. Demonstraram ainda que esta vacina
contém proteinas produtoras de determinantes antigénicos VapA, bem como a
variedade de antigenos, com uma excelente capacidade imunogénica em cavalos
adultos.

Quanto a diferenca na magnitude das respostas entre os antigenos testados
deve-se possivelmente, a diferenca na distribuicdo dos polipepitideos presentes em
cada um, necessitando de estudos adicionais para a caracterizagdo dos antigenos
utilizados.

Segundo Finger (1996), a variacdo da resposta detectada pelos antigenos
pode ser devido a diferenca de origem das amostras destes. A explicagdo para este
fato, seria um menor titulo do “fator equi” produzido pela amostra bacteriana, resultando
em antigenos menos concentrados, que seriam menos eficientes em detectar animais
reagentes. Segundo Nakazawa (1980), os “fatores equi” sdo antigenicamente
homogéneos em diferentes amostras de R. equi. Desta forma, este autor sugeriu que as
diferencas ocorrem devido a quantidade de “fator equi” produzido e a capacidade de
precipitacdo do antigeno, e ndo a variagdo antigénica das amostras.

Esse estudo mensurou apenas a resposta imune humoral das éguas e potros

através do teste ELISA. Embora pouco se conheca a respeito do papel e da importancia
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da imunidade celular e humoral contra o R. equi em potros, os mecanismos mediados
por células foram considerados por Prescott (1991) e Yager (1987), como fonte principal
de imunidade nas infec¢des ocasionadas pelo R. equi, devido a natureza intracelular do
patégeno.

Embora a vacinagéo das éguas tenha acarretado uma diminuigdo no namero
de casos clinicos provocados pelo R. equi e na mortalidade, permanece a duvida do
efeito protetor dos anticorpos transferidos passivamente pelo colostro e da importancia
da vacinacdo de éguas prenhas. Esses achados foram semelhantes aos relatados por
Lazzari et al. (1996), ao avaliar a resposta humoral de outra vacina contra R. equi.

Quanto ao esquema de vacinagdo, ainda ndo existe um consenso a respeito da
vacinacdo das éguas, potros ou ambos e quais seriam os melhores momentos para a
realizacao.

Novos estudos deverdo ser realizados no intuito de identificar os antigenos
presentes na vacina Rhodovac e o seu papel na protecdo contra o R. equi. Sendo
também necessarios esclarecimentos sobre os fatores envolvidos no mecanismo da

resposta imune a infeccdo por Rhodococcus equi e na formulacdo de medidas

preventivas eficazes a serem adotadas.
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VI. CONCLUSAO

Mediante aos resultados obtidos nesta pesquisa e as condigcbes em que foi realizado
pode-se concluir que:
- A vacina Rhodovac induziu a formacéo de anticorpos protetores as éguas imunizadas.
- Nao houve efeito da raca quanto a producado de anticorpos anti-R. equi.
- Houve transferéncia de anticorpos anti-R. equi através do colostro para todos o0s
potros.
- Nao houve diferencas quanto a titulagdo de anticorpos anti-R. equi nos potros que
mamaram em éguas Brasileiro de Hipismo e Bretas.
- O antigeno comercial detectou titulos de anticorpos maiores e mais persistentes do
gue o antigeno APTX.
- A cinética da resposta imune humoral nos animais estudados foi similar em relacao
aos dois antigenos testados.
- O ELISA teste demonstrou sensibilidade na deteccao de anticorpos anti-R. equi.

- A utilizacdo da vacina Rhodovac propiciou o desaparecimento dos casos de
rodococose na propriedade, até o presente momento.
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Tabela 8. Andlise estatistica das variaveis estudadas e coeficientes de variacdes das parcelas e subparcelas, em dois grupos de éguas vacinadas
(BH e Breta) submetidas ao ELISA-teste em relacéo as médias de niveis de ELISA correspondentes.

Niveis de ELISA (NE)

Variaveis
Fator p/ Raca 0,45"°
Fator p/ Antigeno 0,15"°
Fatorp/ Raca x Antigeno 0,45"°
Fator p/ Momento 67,00**
Fator p/ Raca x Momento 1,33"
Fator p/ Antigeno x Momento 10,29**
Fator p/ Raga x Antigeno x Momento 0,47"°
Coeficiente de variancia p/ parcelas 38,85
Coeficiente de variancia p/ subparcelas 18,98

**:estatisticamente significativo (P<0,01)
NS: ndo estatisticamente significativo



Tabela 9. Andlise estatistica das médias de niveis de ELISA nos dois grupos de éguas vacinadas (BH e Bretd) em relacéo aos antigenos APTX e

Comercial, em diferentes momentos.
o Antigenos Momentos (dias) o
Variaveis Racas - Médias
APTX Comercial -45 -15 0 60 150
BH 4,2000 4,1250 2,3750 4,8125 5,7500 4,2500 3,6250 4,1625%
NE Breta 4,2000 4,4750 2,6250 5,1250 5,3750 4,4375 4,1250 4,3375%
Médias 4,2000% 4,3000% 2,5000¢ 4,9688° 5,5625% 4,3438° 3,8750°
letras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes

NE: nivel de ELISA

Tabela 10. Andlise estatistica das médias de niveis de ELISA nos dois grupos de éguas vacinadas submetidas ao ELISA-teste com os

antigenos APTX e Comercial, em diferentes momentos.
Momentos (dias)
Variaveis Antigenos -45 0 150
APTX 2,7500 5,1875 5,8750 4,0625 3,1250
NE Comercial 2,2500 4,7500 5,2500 4,6250 4,6250
Médias 2,5000¢ 4,9688" 5,5625% 4,3438° 3,8750°




Tabela 10. Andlise estatistica das varidveis estudadas e coeficientes de variagdes das parcelas e subparcelas, nos dois grupos de potros (filhos
de BH e Bretd) submetidos ao ELISA-teste em relacdo as médias de niveis de ELISA correspondentes.

Estatisticas Nivel de ELISA
Fator p/ Grupo 1,07
Fator p/ Antigeno 4,51*
Fator p/ Raca x Antigeno 0,03"°
Fator p/ Momento 120,10**
Fator p/ Raca x Momento 0,12"°
Fator p/ Antigeno x Momento 1,01
Fator p/ Raga x Antigeno x Momento 1,34
Coeficiente de Variancia p/ parcelas 46,72
Coeficiente de Variancia p/ subparcelas 27,53

*: estatisticamente significativo (P<0,05)
**: estatisticamente significativo (P<0,01)
NS: ndo estatisticamente significativo



Tabela 11. Andlise estatistica das variaveis estudadas e coeficientes de variacdes das parcelas e subparcelas, nos dois grupos de potros
(filhos de BH e Breta) submetidos ao ELISA-teste em relacéo as médias de niveis de ELISA correspondentes.

o Antigenos Momentos (dias) o
Variaveis Grupos - Médias
APTX  Comercial 0 1 2 60 150
Filhos BH 2,7250 3,2500 0,6875 4,3125 4,8125 2,8750 2,2500 2,9875%
NE Filhos Bretd 3,0000 3,4500 0,8750 4,6250 5,0000 3,0000 2,6250 3,2250%
3,3500% 0,7813° 4,4688% 4,9063% 2,9375° 2,4375°

Médias 2,8625°
Letras iguais ndo diferem estatisticamente

Tabela 13. Andlise estatistica das médias de niveis de ELISA nos dois grupos de potros submetidos ao ELISA-teste com os antigenos

APTX e Comercial, em diferentes momentos.

Variaveis Antigenos Momentos (dias)
0 1 2 60 150
APTX 0,6250 4,3125 4,8125 2,5000 2,0625
NE Comercial 0,9375 4,6250 5,0000 3,3750 2,8125
Médias 0,7813° 4,4688% 4,9063% 2,9375° 2,4375°

NE: nivel de ELISA



Tabela 12. Andlise estatistica das variaveis estudadas e coeficientes de varia¢des das parcelas e subparcelas, nos dois grupos de éguas
vacinadas (BH e Bretd) e no grupo controle (n=5), submetidos ao ELISA-teste em relacdo as médias de niveis de ELISA .

Estatisticas

Nivel de ELISA

Fator p/ Grupo

Fator p/ Antigeno

Fator p/ Raca x Antigeno

Fator p/ Momento

Fator p/ Raca x Momento

Fator p/ Antigeno x Momento

Fator p/ Raga x Antigeno x Momento
Coeficiente de variancia p/ parcelas

Coeficiente de variancia p/ subparcelas

16,44%
20,94%*
1,25
3,88"°
2,02
3,88"°
1,55
35,14
17,29

*: estatisticamente significativo (P<0,05)
**:estatisticamente significativo (P<0,01)
NS: ndo estatisticamente significativo



Tabela 13. Andlise estatistica das médias de niveis de ELISA nos dois grupos de éguas vacinadas (BH e Bretd) e no grupo controle, em
relacdo aos antigenos APTX e Comercial nos diferentes momentos.

L Antigenos Momentos (dias)
Variaveis Grupos - .
APTX Comercial 60 150 Médias
BH 3,5625 4,3125 4,2500 3,6250 3,9375%
NE Breta 3,6250 4,9375 4,4375 4,1250 4,2813%
Controle 1,3000 3,2000 2,2000 2,3000 2,2500°
Médias 3,0476° 4,2857% 3,8333°% 3,5000°

Tabela 16. Andlise estatistica das médias de niveis de ELISA nos dois grupos de éguas vacinadas (BH e bretd) e no grupo controle em
relacao aos antigenos APTX e Comercial nos diferentes momentos.

Momentos (dias)

Variaveis Antigenos
60 150
APTX 3,3810 2,7143
NE Comercial 4,2857 4,2857
Médias 3,8333% 3,5000°
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