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Comparou-se a resposta imune humoral em éguas da raca
Brasileiro de Hipismo (BH) e Bretdo, apos a imunizagdo com
a vacina anti-Rhodococcus equi, bem como avaliou-se o efeito
da imunoprofilaxia ativa materna na transferéncia de anticorpos
pelo colostro em equinos recém-nascidos. Coletaram-se amostras
sanguineas de dezesseis éguas prenhes vacinadas contra R. equi,
dezesseis potros filhos das éguas vacinadas, oito éguas prenhes ndo
vacinadas e oito potros filhos das éguas nio vacinadas. Determinou-
se a titulacdo de anticorpos anti-R. equi utilizando-se o ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA) com os dois diferentes antige-
nos, APTX e antigeno da vacina comercial. Nao houve diferenca

RESUMO

quanto a produgdo de anticorpos entre as duas ragas. Observou-se
aumento significativo na titulagdo de anticorpos anti-R. equi nas
éguas apos a vacinagdo (p<0,01) sem variagdo com a raga, com
pico no momento do parto, seguido de diminuicdo até sessenta
dias ap6s o parto, permanecendo constante até 150 dias do pds-
parto. Houve transferéncia significativa de anticorpos (p<0,01) via
colostro para os potros recém-nascidos das éguas vacinadas, nos
quais detectou-se diminui¢@o dos titulos aos sessenta dias apds o
nascimento, a qual se manteve constante até 150 dias. O antigeno
comercial detectou titulos de anticorpos significativamente maiores
do que o antigeno APTX (p<0,01).
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ABSTRACT

ANTIBODIES DETECTION TO RHODOCOCCUS EQUI IN VACCINATED MARES AND FOALS BY
INDIRECT ENZYME IMMUNOASSAY

The humoral immune response in ‘Brasileiro de Hipismo’
(BH) breed and Breton mares was compared after using the Rhodo-
coccus equi vaccine, and the effect of maternal immunoprophylaxis
on antibody transfer to newborn foals through the colostrum was
evaluated. Blood samples were obtained from 16 pregnant mares
vaccinated against R. equi, 16 foals (offspring from vaccinated
mares), 8 unvaccinated pregnant mares and 8 foals (offspring from
control mares). R equi serum antibody titers were determined by
enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA) after the immu-
nization of pregnant mares using two different antigens, APTX

and the commercial vaccine. There was no difference in antibody
production between the two breeds. Significant increase in R. equi
antibody titers was observed in mares after vaccination (p<0.01),
reaching a peak at foaling. Afterward, titers tended to decrease for
up to 60 days after birth (dab) and then remained constant until 150
dab. Significant antibody transfer to the vaccinated mares newborn
foal occurred through the colostrum. A slight reduction in antibody
titer was observed at 60 dab, after which titers remained constant
for up to 150 dab. The commercial antigen detected significantly
higher antibody titers than did APTX (p<0.01).

KEY WORDS: Antibodies, ELISA, Rhodococcus equi, immunization, foals.
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INTRODUCAO

O Rhodococcus equi (R. equi) € um constituinte
natural da flora microbiana intestinal dos equinos e, em
condig¢des especiais, torna-se responsavel pelo desen-
volvimento de pneumonia abscedante e/ou enterite em
potros nos primeiros seis meses de vida. A infecgdo é
considerada oportunista em potros, ocorrendo no pe-
riodo no qual a imunidade conferida pelo colostro esta
diminuida e o sistema imunologico do recém-nascido
ainda ndo esta totalmente maduro. A importancia dessa
afecgdo reside, principalmente, no elevado prejuizo
econdmico acarretado pela perda de animais, em vir-
tude da alta taxa de mortalidade do custo, duragdo e
pouca eficiéncia do tratamento (TAKAI et al., 1986;
PRESCOTT et al., 1997; BECU, 1999).

Algumas solugdes tém sido tentadas por pesqui-
sadores para prevenir possiveis falhas na transmissao
passiva de imunoglobulinas e também no sentido de
estimular a imunidade passiva e/ou ativa contra o R.
equi. Concomitantemente, criadores de equinos e ve-
terinarios tém utilizado recursos como mudangas nas
praticas de manejo e adequagdes sanitarias de pastos e
instalagdes na tentativa de encontrar solugdes praticas
para o controle da rodococose equina.

A vacinacdo de éguas no final da gestagdo
tornou-se uma pratica corriqueira nos grandes
haras. Embora a vacinagdo contra R. equi ndo seja
feita de forma sistematica no Brasil, um nimero
consideravel de propriedades utiliza uma vacina
produzida na Argentina, denominada, comercial-
mente, Rhodovac.!

Considerando-se a importancia da doenca e a
falta de comprovagdo da eficiéncia da vacinagdo, este
trabalho se prop0s a avaliar a cinética da resposta de
anticorpos (classe IgG) anti-R. equi em éguas das ragas
Brasileiro de Hipismo (BH) e Bretdo, prenhes, com-
parando o efeito da raga na produgdo e transferéncia
de anticorpos para os neonatos.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se 24 éguas no ultimo terco da ges-
tagdo, com idade média de 10,37+2,30 anos, das quais
dezesseis (oito da raga BH e oito Bretds) pertenciam
a da Fazenda Sao Geraldo, localizada no municipio
de Ipua, Sao Paulo. As demais oito éguas (mestigas

de BH e Bretdo) pertenciam ao Haras Polo Regional
de Desenvolvimento Tecnoldgico de Agronegdcios da
Alta Mogiana, situado em Colina, Sdo Paulo, sendo
deslocadas na Fazenda Sdo Geraldo no tergo final da
gestacdo e permanecendo em piquetes de Coast-Cross,
com agua e sal mineral a vontade. Distribuiram-se es-
ses animais em trés grupos: o grupo I constituido por
oito éguas da raga BH; o grupo II, formado por oito
éguas Brets (receptoras de embrido), ambas vacinadas
contra R. que; o grupo III, formado por oito fémeas
mesti¢as de BH e Bretdo nao vacinadas (controle).

Também foram utilizados todos os conceptos
(n=24) dos grupos I, II e III, potros BH provenientes
ou nao de transferéncia de embrido, com idade entre o
momento do nascimento até os cinco meses de idade.
Dividiram-se os potros em trés grupos (IV, V e VI),
formados, cada um, por oito animais. Os grupos IV e
V foram formados pelos filhos das éguas vacinadas e
o grupo VI pelos produtos das éguas nao vacinadas,
constituindo o grupo dos potros-controle.

As éguas dos grupos I e Il receberam duas apli-
cacOes da vacina Rhodovac®, que contém antigenos
associados ao plasmideo de 85-90kb de viruléncia
(VapA), exoenzimas, antigenos capsulares, somaticos
e acido micolico inativados com formol e precipitados
em hidroxido de aluminio, (1mL/dose), por via sub-
cutanea. A primeira dose foi administrada 45 dias e a
segunda 15 dias antes da data prevista para o parto.

As éguas pertencentes ao grupo III ndo foram
vacinadas, mas receberam administracdo de ImL de
solugdo fisiologica por via subcutanea nos mesmos
tempos referidos para vacina. Os potros pertencentes
aos grupos IV, V e VI ndo receberam vacinacao.

Os potros foram avaliados desde o nascimento
até completar cinco meses de idade. O exame clinico
consistiu em avaliagdo da aparéncia geral, presenca
de secregdo nasal, temperatura retal e auscultagdo
pulmonar.

As amostras de sangue (10mL) das éguas foram
colhidas por venopunc¢éo jugular, momentos antes das
vacinagdes, ou seja, 45 e 15 dias antes da data prevista
do parto, imediatamente apds o parto, 60 e 150 dias
apos. Colheu-se 0 mesmo volume de sangue da veia
jugular dos potros, antes da ingestdo do colostro, assim
como 24 ¢ 48 horas apds o nascimento, ¢ aos 60 ¢ 150
dias de idade. Apos a separagdo do soro, 2 mL de cada
amostra foram separadas em duas aliquotas de l mL e
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acondicionadas em microtubos, conservados a -20° C
até a ocasido das analises laboratoriais.

Testaram-se concomitantemente as amostras
de soro com dois tipos de antigenos: o comercial
— antigenos somaticos, exoenzimas e proteinas de
viruléncia associadas ao plasmideo de 85-90kb — e
0 APTX, que consiste em preparagdo semipurificada
da proteina VapA, extraido pelo detergente Triton
X e precipitado em acetona segundo o protocolo de
PRESCOTTetal. (1997). O APTX foi produzido no
laboratorio de Parasitologia da Faculdade de Cién-
cias Agrarias e Veterinarias da Universidade Esta-
dual Paulista, UNESP, Jaboticabal/SP e submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Em seguida, transferiu-se o material para a mem-
brana de nitrocelulose? para o “Immunobloting”, e
incubacdo com o anticorpo monoclonal anti-VapA
cedido pelo Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, SP.
Dessa forma, foi possivel verificar a expressao da
VapA em uma banda difusa com massa molecular
de 15-17kDa.

Procedeu-se a quantificagdo proteica do anti-
geno APTX por meio da analise de aminoacidos pelo
método do fenil-tio-carbamil (PTC), utilizando-se a
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC). Ja o
contetdo proteico do antigeno comercial foi determi-
nado pelo método de HARTREE (1972). Realizou-se
o dot blotting segundo MARTINS et al. (2005), para
verificar a reatividade dos antigenos APTX e o comer-
cial, incubados com soros-controle positivos anti-R.
equi € negativos.

A titulagdo de anticorpos anti-R. equi foi rea-
lizada nos grupos experimentais nos momentos ja
referidos pelo teste indireto ELISA, conforme a técnica
preconizada por TAKAI et al. (1985, 1986), modificada
por MARTINS et al. (2005).

As concentragdes dos antigenos e dos soros-
controle positivo e negativo foram preconizados por
MARTINS et al. (2005), cujos resultados da titulagao
em bloco determinaram a concentragdo 6tima dos an-
tigenos em 2,0 pg/mL para o ELISA IgG, em tampao
carbonato/bicarbonato. Adotou-se dilui¢do unica de
1:200 para os soros de referéncia positivo e negativo e
soros-teste no ELISA IgG. O conjugado® usado, cons-
tituido 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 p6 desnatado.*
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Para obtencao dos soros de referéncia positivos,
utilizou-se o soro positivo-controle presente no kit de
diagnostico para imunodifusdo' e soros de equinos
(n=16), colhidos apds a segunda vacinagdo para R.
equi. As amostras de soros de referéncia negativos
foram obtidas dos potros recém-nascidos, antes da
ingestdo do colostro (n=16), conforme descrito por
MARTINS et al. (2005).

Agruparam-se os valores de absorbancia média
dos soros em niveis de ELISA (NE), os quais variaram
de 0 (zero) a 9 (nove). O limite maximo do nivel zero
foi determinado pela média dos valores de absorbancia
de soros de animais ndo imunes ao R. equi, acresci-
dos de dois desvios-padrdes. A partir desse limite,
definiram-se os intervalos entre os outros niveis de
ELISA por acréscimo de 35%, conforme preconizado
por MACHADO et al. (1997), para sistema Babesia
bovis, e MARTINS et al. (2005), para R. equi.

Os dados foram avaliados pela analise de va-
ridncia (ANOVA), com o procedimento Modelo Linear
Geral (GLM) do programa computacional Statistical
Analysis Systems (SAS), segundo o delineamento em
parcelas subdivididas no tempo, tendo como parcela
a combinagdo de dois antigenos e na subparcela os
momentos de colheita de amostras. Utilizou-se o teste
de Tukey para as comparagdes multiplas das médias
dos grupos nos diferentes momentos, estabelecendo-se
o nivel de significancia igual a p < 0,05.

RESULTADOS

Os potros ndo demonstraram alteragcdes nos
parametros avaliados até 150 dias de idade.

Os antigenos APTX e comercial ndo reagiram
com 0s soros dos grupos-controle negativos na dilui¢ao
de 1:100, no entanto reagiram fortemente com os soros
do grupo-controle positivos testados.

Apds a aplicagdo do teste indireto ELISA a
dezesseis soros negativos, obteve-se, para estes, uma
média de A/P (amostra em relagdo ao positivo) de 0,177
+ 0,004 para o antigeno (Ag) APTX e 0,164 + 0,0031
para o Ag comercial. Atribuiu-se como negativos o0s
niveis de ELISA entre 0, 1, 2 e 3 (faixas de A/P de
0,000 - 0,450 para o Ag APTX; ¢ 0,000 - 0,414 para o
Ag comercial) e positivo o nivel >4 (faixas de A/P de
0,451 - 2,716 parao Ag APTX ¢ 0,415 - 2,500 para o
Ag comercial).
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Nao houve diferengas na resposta imune humo-
ral entre as éguas das racas BH e Bretdo. Foram regis-
tradas diferencas significativas tanto para o momento
de colheita (p<0,01) como para o tipo de antigeno
empregado (p<0,01). Os titulos de anticorpos anti-R.
equi, classificados em niveis de ELISA, detectados 45
dias antes do parto e antes da administragdo da primeira
dose da vacina, foram os mais baixos registrados no
grupo de éguas vacinadas (NE<2). Aumentos signifi-
cativos (p<0,01) foram registrados quinze dias antes
do parto (NE>4), momento da segunda vacinacdo. As
concentragoes de anticorpos elevaram-se discretamente
apos aplicacdo da segunda dose da vacina, atingindo
a titulacdo maxima no momento do parto apenas para
o BH (NE>4) e ocorrendo um declinio nos valores
observados sessenta dias apds o parto (NE<4), manten-
do-se, entdo, constante até 150 dias deste (3<NE<4).
O antigeno comercial reagiu com maior afinidade e
avidez com os anticorpos induzidos pelo antigeno
vacinal ou natural do individuo, detectando titulos
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maiores (p<0,01) que o APTX. Os grupos vacinados
apresentaram titulos de anticorpos significativamente
maiores que o grupo-controle, no qual ndo se observou
alteracdo significativa dos titulos (Figura 1A).

Nao se notou diferenca na resposta humoral
entre potros das racas BH e Bretdo. Foram registra-
das diferencas significativas tanto para o momento
de colheita (p<0,01) como para o tipo de antigeno
empregado (p<0,01). Houve diferencas significativas
nos titulos de anticorpos entre os potros filhos de éguas
vacinadas e os filhos de éguas-controle (p<0,01). Nes-
te ultimo, a alterac¢do dos titulos ndo foi considerada
significativa. Em relacdo aos titulos de anticorpos
dos potros filhos de éguas vacinadas, no momento do
nascimento apresentaram os menores titulos de anticor-
pos (NE<1), elevando-se significativamente (p<0,01)
apos a ingestao do colostro (NE>4). Diminuigdo dos
titulos de anticorpos foi observada sessenta dias apos
o nascimento (2<NE<3), mantendo-se estavel até 150
dias (NE>2) (Figura 1B).
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FIGURA 1. Niveis de anticorpos anti-R.equi em soros de éguas-controle e vacinadas (BH e Bretdo) (A) e soros dos potros filhos de
éguas-controle, BH e Bretdo (B), em diferentes momentos do periodo experimental.

DISCUSSAO

Houve diminui¢do do nimero de casos de infec-
¢do por R. equi, diagnosticados em equinos na proprie-
dade sob estudo, com a introdug¢ao de vacina comercial
em éguas prenhes. Entretanto, ndo havia comprovacao
cientifica sobre a importancia dessa vacinagdo na trans-
feréncia de anticorpos especificos para os potros.

Os resultados deste estudo, em relagdo a imu-
nizagdo de éguas com a vacina comercial, mostraram
elevacao sérica significativa de anticorpos anti-R. equi
apos a sua administragdo, mantendo os titulos altos até
o momento do parto e apresentando um ligeiro declinio
aos sessenta dias pos-parto. No entanto, nesse ultimo
periodo os titulos ainda foram considerados elevados
(NE>4), quando testados para os dois antigenos.
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TAKAI et al. (1985) e CUTERI et al. (2003) conside-
raram positivos, para a presenca de anticorpos contra R.
equi, os valores de densidade optica (DO) >0.3 obtidos
a partir da leitura da reacdo do teste ELISA.

Algumas éguas pertencentes ao grupo-controle
apresentaram titulos de anticorpos elevados antes da
vacinagao. Tal fato pode ser justificado pela grande va-
riacdo nos titulos de anticorpos encontrada em equinos
de diversas idades, expostos naturalmente ao R. equi
(ELLENBERGER et al., 1984, TAKAI et al., 1987).

A vacinagao das éguas foi importante no aumen-
to do titulo de anticorpos anti-R. equi, em potros apos
a ingestao de colostro, o que ndo ocorreu nos animais
que ingeriram colostro de éguas ndo vacinadas. Esses
achados corroboram os de ELLENBERGER et al.
(1984) e MADIGAN et al. (1989), os quais observaram
transferéncia de anticorpos através do colostro de éguas
imunizadas contra o R. equi para os potros. HIETALA
et al. (1985) relataram que os anticorpos especificos
adquiridos com a ingestdo de colostro mantiveram
titulos altos até os potros completarem dois meses de
idade, quando entraram em declinio gradativo, e os
anticorpos autdégenos aumentaram apos 45 e sessenta
dias de idade, corroborando com os achados deste
estudo. Mesmo ocorrendo diminui¢do dos titulos de
anticorpos aos sessenta dias, as concentracdes ainda
foram consideradas elevadas.

Embora a vacinagdo das éguas no ultimo tri-
mestre de gestacdo tenha conferido altos titulos de
anticorpos anti-R. equi aos potros e estes tenham per-
manecido saudaveis no decorrer deste estudo, ndo se
pode afirmar que houve protecdo adequada, ja que os
potros ndo foram desafiados contra o agente patogéni-
co. Entretanto, acredita-se que a vacinagdo das éguas
pode ser considerada como uma ferramenta importante
na luta contra tal enfermidade.

BECU et al. (1997) observaram um efeito sig-
nificativo da vacinacao de éguas prenhas com a vacina
comercial na prevengdo contra a pneumonia pelo R.
equi. Na Argentina ¢ em outros paises sul-americanos,
aenfermidade € controlada com a vacinacdo das éguas
antes do parto, e em alguns casos com a administragdo
do plasma hiperimune nos potros, sendo esta efetuada
somente quando sdo detectados titulos baixos de an-
ticorpos 48 horas ap6s o nascimento (BECU, 1999).
Embora a imunidade humoral esteja envolvida na
protecdo precoce de potros jovens (ELLENBERGER
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et al., 1984; TAKAI, 1985), a imunidade mediada
por células é reconhecida por desempenhar um im-
portante papel na eliminagéo da infecgdo por R. equi
em desafios experimentais em camundongos e sem a
qual a capacidade de combate a esse agente fica com-
prometida (BREATHNACH et al., 2006). Os potros
possuem capacidade de resposta celular do tipo Thl,
caracterizada pela producao de INF-y, entretanto o
limiar de estimulagdo dessa resposta ndo ¢ elevado
(BREATHNACH et al., 2006). HOOPER-McGREVY
et al. (2005) estudaram a resposta imune em potros
imunizados oralmente com preparado purificado de
proteinas associadas a viruléncia (Vaps) e observaram
que os animais imunizados nao desenvolveram a doen-
¢a apo6s a inoculagdo da bactéria.

Ha possibilidade de a imunodeficiéncia em
neonatos estar associada a baixa produgdo de citoci-
nas Th-1 (UPHAM et al., 2002). Segundo MARODI
(2002), os macrofagos podem apresentar hiporres-
ponsividade ao INF-y. Entretanto, considera-se que
as células T neonatais possam produzir INF-y sob
condicdes de estimulagao apropriadas (ADKINS et
al., 2004). Trabalhos recentes sugerem que os neonatos
sdo Th-1 imunocompetentes, mas possuem alto limiar
para ativacdo dessas respostas (BREATHNACH et
al., 2006).

O teste com o antigeno comercial demonstrou
melhor resultado que o antigeno APTX. A diferencga
na magnitude das respostas entre os antigenos testados
deve-se possivelmente & diferenca na caracterizagdo
antigénica presente em cada um. O antigeno APTX
consiste em uma preparagdo semipurificada da proteina
VapA, enquanto o antigeno comercial possivelmente
possui maior numero de determinantes antigénicos,
além da VapA. No entanto, a cinética da resposta imune
humoral nos animais estudados foi similar em relagao
aos dois antigenos testados, apresentando o mesmo
ponto de corte na escala de determinacdo do nivel de
ELISA (NE>4).

As éguas Bretas tém sido utilizadas por criadores
de diversas ragas como receptoras de embrido e para
amamentar os potros, por apresentarem utero maior e
fornecerem em média 24 litros de leite por dia. J4 as
racas de sela fornecem quatorze litros e apresentam
excelente habilidade materna (REVISTA DA TERRA,
2009). Embora éguas da raga Bretdo produzam maior
quantidade de leite que as outras racas, ndo foram
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observadas diferencas quanto a concentracdo de anti-
corpos séricos anti-R. equi entre éguas BH e Bretas ¢
nem entre seus produtos.

CONCLUSOES

A vacina Rhodovac® induziu a formacdo de an-
ticorpos as éguas imunizadas. Houve transferéncia de
anticorpos anti-R. equi através do colostro para os potros.
Os titulos de anticorpos anti-R. equi foram maiores nos
potros que mamaram colostro oriundo de éguas vaci-
nadas. Nao houve efeito da raga quanto a producdo de
anticorpos anti-R. equi. O antigeno comercial detectou ti-
tulos de anticorpos maiores que o antigeno APTX. Novas
pesquisas devem ser realizadas no intuito de esclarecer
os fatores envolvidos no mecanismo da resposta imune
a infeccdo por R. equi e contribuir para a formulacao de
medidas preventivas eficazes a serem adotadas.
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