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RESUMO

Rhodococcus equié uma importante causa de broncopneumonia em potros com menos de seis
meses de idade, sendo responséavel pela mortalidade de eqiiinos no mundo inteiro. E um
microrganismo intracelular capaz de sobreviver e se multiplicar no interior de macréfagos.
Apresenta trés niveis de viruléncia de acordo com os diferentes antigenos expressos em sua
superficie. Cepas virulentas apresentam um plasmideo que codifica a proteina de superficie VapA
e sdo isoladas principalmente de potros com pneumonia e de alguns pacientes humanos. Cepas
comvirulénciaintermediéria expressama proteina VapB e predominam em suinos e humanos com
AIDS. Cepas avirulentas nao expressam antigenos de superficie e sio encontradas principalmente
no ambiente e em pacientes humanos. Um dos fatores responsaveis pela ampla distribuigdo da
enfermidade em potros é a imaturidade do sistema imunolégico dos animais acometidos pela
infeccdo, que pode se tornar endémica em alguns criatérios. Em humanos, as formas de infeccdo
sdo ainda desconhecidas, mas o contato com eqtiinos é relatado em um terco dos casos. Devido
a importancia clinica da doenga, sdo necessarios métodos diagnésticos que promovam sua
identificagdo precoce, facilitando e aumentando as chances de sucesso com o tratamento. Os
métodos mais utilizados atualmente sdo o cultivo microbiolégico, testes sorolégicos para
detecgdo de anticorpos séricos nos animais e técnicas de PCR que detectam a regiao 165 dorDNA
e o fragmento do gene vapA do microrganismo.
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ABSTRACT

RHODOCOCCUS EQUI: A REVIEW. Rhodococcus equi is an important cause of
bronchopneumonia in 1- to 6-month-old foals, being responsible for 3% of horse death in many
countries of the world. Itis an intracellular microorganism able to survive and to multiply inside
macrophages. Three virulence levels have been identified in R. equi, by the presence of virulence
associated antigens on the bacteria surface. Virulent strains have a plasmid encoding VapA
protein and are isolated from diseased foals and some human patients. Intermediate virulent
strains show VapB protein and are commonly found in swine and HIV infected patients.
Avirulent strains donotshow virulence antigens and are found in the environment and humans.
The immature immune system is the major cause of the susceptibility of foals to the R. equi
pneumonia. Inhumans, the infection routes are still unknown, but contact with horsesis related
with one-third of human infections. Due the clinical importance of the disease, diagnostic
methods for early identification in animals are necessary, increasing the chances for treatment.
The more common diagnostic methods are microbiologic culture, serologic tests and PCR
techniques for 165 rDNA and vapA detection.

KEY WORDS: Rhodococcus equi, pneumonia, foals, virulence.

As bactérias do género Rhodococcus sdo
actinomicetos nocardioformes, membros da familia
Mycolata, que contém também géneros como
Corynebacterium, Mycobacterium e Nocardia. Existem
aproximadamente 12 espécies separadas pela diver-

sidade de metabolismo, aplicacao industrial ou po-
tencial em biorremediacédo (Prescotret al.,, 2004). Duas
delas sao reconhecidas como patégenos: Rhodococcus
equi em mamiferos e Rhodococcus fascians em plantas
(BELL et al., 1998).
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A primeira descricao do género Rhodococcus ocor-
reu em 1891 (BELL ef al., 1998) e o primeiro relato de
isolamento doR.equi foifeitoem 1923, a partir delesoes
em um potro infectado na Suécia. Nesta ocasido, a
bactéria foi denominada Corynebacterium equi(TAkalet
al., 1994b). Com os avangos nos métodos usados para
classificar os actinomicetos nocardioformes, este mi-
crorganismo foi entdo reclassificado dentro do género
Rhodococcus (cocos com pigmento vermelho).

R. equi é considerado um actinomiceto
nocardioforme, devido ao seu crescimento em micélio
com fragmentacdo de elementos cocéides ou coco-
bacilares (HoLt et al., 1994) que, apds coloragao, mos-
tram-se gram positivos, pleomorficos e capsulados
(QuinN et al., 2005). Em cultivo, apresenta-se como
coldénias mucoéides branco-acizentadas que, quando
incubadas por periodos prolongados, demonstram
pigmento salmao. E considerado um microrganismo
intracelular facultativo, pois provoca o desenvolvi-
mento delesdes piogranulomatosas nos animais gra-
casasuahabilidade de sobreviver e se multiplicar no
interior dos macréfagos. Uma caracteristica impor-
tante das espécies do género Rhodococcus é a presenga
do acido micélico na parede celular, o qual esté rela-
cionado com a patogenicidade das cepas (MELER;
Prescort, 2004).

Trata-se de um importante patégeno de potros
onde as manifesta¢des clinicas mais comuns sdo:
broncopneumonia, enterite e linfadenite. Com menor
freqtiéncia podem ocorrer: diarréia, celulite, abscesso
subcutdneo, artrite séptica e osteomielite, além de
abscessos em vdrias partes do corpo (GIGUERE;
Prescort, 1997). Em suinos, o microrganismo é
comumente isolado de linfonodos submandibulares
provocando lesdes semelhantes as da tuberculose
(Prescorrt, 1991). Em bovinos e caprinos, pode ocasi-
onar lesdes granulomatosas no figado (SOEDARMANTO
etal., 1997). Nas demais espécies animais, a infeccao
é rara e geralmente decorrente de estados de
imunossupressao (Prescort, 1991). Nesta tltima dé-
cada, R. equi tem sido descrito também em humanos
como um importante agente de pneumonia, absces-
sos pulmonares e infec¢des sistémicas em pacientes
imunocomprometidos, em especial os portadores de
HIV (BYrNE et al., 2001).

R. equi é amplamente distribuido pelo ambiente e
tem sido isolado de uma grande variedade de fontes
incluindo solos, pedras, fezes e intestino de animais
doentes e sadios (BELL et al., 1998). E um organismo
predominantemente teltrico eapresentarequerimen-
tos nutricionais simples, facilmente supridos pelas
fezes dos animais, devido a sua riqueza em acidos
organicos volateis (MEJER; PrRescott, 2004). Esta bac-
téria é aerdbica estrita, encontrada normalmente no
trato gastrintestinal de eqiiinos, onde se multiplicano
intestino delgado. Essa multiplicacdo ocorre apenas

nas primeiras 12 semanas de vida do potro e ndo é
observada em cavalos adultos (Takal, 1997), prova-
velmente devido ao desenvolvimento de umnovo tipo
de microbiota intestinal. Os eqiiinos ingerem alimen-
tos contaminados comR. equi durante o pastejo e, por
isso, apresentam o microrganismonas suas fezes que,
quando liberadas, constituem-se numa grande fonte
para multiplicacdo do agente (Takaret al.,, 1991a). A
caracteristica coprofdgica dos potros PREscoOTT;
HorrmaN, 1993) eainalagdo do microrganismo (TAkal
etal., 1994b) contribuem para a infec¢do dos animais.
A temperatura 6tima de desenvolvimento é de 30° C,
embora apresente uma boamultiplicacdoa37°C.Isso
explica o motivo pelo qual a maior parte dos casos de
infeccdo por R. equi ocorra no verdo, época em que as
condigdes climaticas favorecem a multiplicagdo do
microrganismo e a dispersdo de particulas de poeira,
que beneficiam sua inalagdo (Takal, 1997, MEUER;
Prescort, 2004).

A suscetibilidade dos potros para a infeccdo
permanece ainda parcialmente explicada (CoHENet
al., 2005) e provavelmente esta relacionada com a
combinacdo de fatores que incluem: a) a quantidade
demicrorganismoinaladaouingerida deveserequi-
valente a dose infectiva, a qual parece ser bastante
baixa para potros; b)aidade de maior suscetibilidade
dos animais esta entre 1 e 6 meses, época que coin-
cide com o declinio dos anticorpos maternos adqui-
ridos via colostro; ¢) o sistema imune do animal
nessa idade encontra-se ainda imaturo, principal-
mente em nivel de resposta celular (Prescort, 1991;
CHAFFIN et al., 2003). Devido a esses fatores o R. equi
é considerado um patégeno oportunista (Takaretal.,
1995a).

O microrganismo é responséavel por cerca de 3%
das mortes de potros no mundo (Taxar et al., 1994a),
porém a distribui¢do da infeccdao é muito varidvel,
desde endémica em algumas fazendas, a esporadica
ou nao relatada em outras. Essa variagdo na ocorrén-
cia parece ser relacionada a fatores ambientais como
umidade, temperatura e pH do solo, os quais contri-
buem paraamultiplicacdo domicrorganismo (MEJER;
Prescott, 2004). As condi¢des de manejo como o tama-
nho da fazenda, nimero de animais, tipo de material
encontrado no piso das cocheiras e o transporte dos
potros entre fazendas durante o primeiro més de vida
também estdo envolvidos com a ocorréncia da enfer-
midade (CoHeNet al., 2005). A viruléncia das cepas do
microrganismo presentes no criatério, também é um
fator importante para disseminacdo da infeccdo
(Prescott, 1991). Apesar dessas diferengas na distri-
buicdo da enfermidade, a maioria dos animais apre-
senta evidéncias imunolégicas da infeccdo, sendo
que os anticorpos estdo presentes em niveis maiores
nas fazendas endemicamente afetadas (PRESCOTT;
Horrman, 1993).
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A viruléncia do R. equi estd relacionada com a
capacidade do microrganismo em inibira fusdo fago-
lisossomal e se multiplicar nointerior dos macréfagos,
resistindoaeliminacao pulmonar, hepaticaeesplénica
pelo hospedeiro (KaNaLy et al., 1993). Como candida-
tosafatores de viruléncia do microrganismo, pode-se
citar oacidomicélico da parede celular, cujo tamanho
da cadeia de carbono pode estar diretamente relacio-
nado a viruléncia, ja que cepas contendo acidos com
longas cadeias sdo letais para camundongos (GotoH
et al., 1991; MEyER; PrescotT, 2004). Ha ainda o “fator
equi”, queinclui polissacarideos capsulares, os quais
poderiam inibir a fagocitose do microrganismo, e
algumas exoenzimas (como a colesterol oxidase e a
fosfolipase C), que destruiriam tecidos do hospedeiro
por sua acentuada atividade membranolitica
(MacHaNGu; PrescotT, 1991; LINDER, BERNHEIMER, 1997).
Entretanto, existem duividas relacionadas ao papel
desses constituintes na viruléncia do microrganismo,
uma vez que podem estar presentes emisolados viru-
lentos ou ndo (Prescort; HoremaN, 1993; Takal et al.,
1995a). Estudo recente mostrou que a colesterol
oxidase ndo é importante para a viruléncia doR.equi,
uma vez que cepas mutantes do microrganismo, com
delecdo do gene que codifica para areferida proteina,
permaneceram virulentas para camundongos em
potros infectados experimentalmente (PE1et al.,2006).
Como um terceiro candidato pode-se considerar a
viruléncia associada a antigenos e plasmideos, que
permite a classificagdo das cepas deR. equi em 3 tipos
(Takaretal, 1991b).1solados virulentos e de viruléncia
intermedidria sdo caracterizados pela presenca de
antigenosassociadosaviruléncia VapA (15a17kDa)
e VapB (20kDa), respectivamente, cujos genes estao
presentes em plasmideos (RBEIRO et al., 2005). Cepas
virulentas VapA positivas sdo amplamente distribu-
idas no ambiente eqiiino e causam principalmente
broncopneumonia em potros com menos de seis me-
ses deidade (Takarefal., 1993). Existem pelomenos11
tipos de plasmideos de viruléncia emisolados consi-
derados VapA positivos, os quais apresentam tama-
nhosde85kb (tiposI-1V), 87 kb (tiposIelIll) e 90 kb tipos
(I-V) (RiBEIRO €t 0l., 2005). Cepas com viruléncia inter-
medidria, consideradas VapB positivas, sdo encon-
tradas especialmente emlinfonodos submandibulares
de suinos e em isolados de humanos imunossupri-
midos (Takal et al,, 1996a). Existem pelo menos 16
tipos de plasmideos distintos nesses isolados, os
quais variam em tamanho de 79 a 100 kb (tipos 1-16).
O terceiro nivel de viruléncia corresponde as cepas
avirulentas, que estdo presentes principalmente no
solo endo apresentam plasmideo relacionado a viru-
léncia (RiBEIRO et al., 2005). Recentemente, foram des-
critos dois novos tipos de plasmideos em R. equi. Um
deles esta relacionado com a expressdo da VapB,
denominado “tipo 17”7, pois mostrou padrado de

digestdo enzimética (EcoRleEcoT22l) diferentedos16
tipos ja determinados (Makratet al., 2005a). O segun-
do novo tipo de plasmideo foi descrito em potros do
Brasil e esta relacionado com a expressdo de VapA,
denominado “87 kb tipo III” (RiBEIrO et al., 2005).

A proteina VapA é, portanto, o principal antigeno
de viruléncia codificado por plasmideo relacionado
com ainfec¢do em eqiiinos, sendo também a proteina
melhor caracterizada até o momento. E codificada por
uma familia de genes presente em plasmideos consi-
derados de viruléncia que variam em tamanho de 85
a 90 kb (BYrNE et al., 2001). VapA é uma proteina de
superficie aparentemente ancorada por sua porc¢do
N-terminal ao envelope celular (Tan ef al.,1995). Sua
expressao é termorregulada, ocorrendoentre 34 e41°C
eaumentando em condicoes de baixo pH (Takatet al.,
1994b). Esse fato pode estarrelacionado as condigoes
adversas de sobrevivéncia domicrorganismonointe-
rior do macréfago, onde precisa se defender dos ROI
e RNI (intermediarios reativos de oxigénio e nitrogé-
nio), e da acidificacdo, entre outros fatores. Sendo
assim, muitas bactérias intracelulares aumentam a
expressdo de genes de viruléncia em pH &cido. Foi
recentemente comprovado que o mesmoacontece com
o plasmideo de viruléncia do R. equi, ja que algumas
proteinas codificadas por genes plasmidiais (VapAe
D) aumentam sua expressdo em condi¢des adversas
de pH (Benorr et al., 2001).

Dois plasmideos de viruléncia contendo o gene
vapAdeisolados de potros foram seqiienciados (Taxal
etal.,2000a). A analise dos dados obtidos forneceu 69
seqiiéncias abertas de leitura (ORFs) nesses
plasmideos. Quando comparadas comseqiiéncias de
genes conhecidos em outros microrganismos, trés
regides funcionais do plasmideo foramidentificadas.
Duasdessascontém genessimilaresaoscodificadores
de proteinas envolvidas em conjugacao e replicacao
plasmidial, estabilidade e segregacdo. As ORFs 34,
38, 39 e 40 sao analogas as seqiiéncias encontradas
em um plasmideo de Micrococcus sp. e estdao organiza-
das de maneira semelhante, sugerindo uma origem
comum. A identificacdo de genes similares aqueles
adquiridos por conjugacao sugere que o plasmideo
podemover-seentreascepas virulentaseavirulentas.
Embora isso ndao tenha sido bem demonstrado, é
muito provavel que esse fato esteja relacionado com o
mecanismo pelo qual o plasmideo se propague em
uma populacdo de cepas avirulentas. A terceira re-
gido de 27.5 kb apresenta caracteristicas tipicas de
umailha de patogenicidade: tem contettido G + Cmais
baixo que orestante do plasmideo, e é flanqueada por
genes similares a resolvases de transposons. Esta
regido contém pelo menos 25 ORFs incluindo a pre-
senca de 7 membros da familia de genesvap (vapA, C,
D, E, F, G, e H), com excecdo do vapF, os demais codifi-
cam proteinas (Takaref al., 2000a). Diferentemente da
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proteina VapA, que fica ancorada na parede celular,
as demais sado secretadas da célula para o ambiente
(BYRNE et al., 2001). Estudo recente sugeriu a presenca
do gene vapl como um novo membro da ilha de
patogenicidade. Excetuando-se os genes da familia
vap, foi verificado que as outras ORFs da ilha de
patogenicidade ndo apresentaram similaridade com
genes de fungdo conhecida de outros microrganismos
(Takar et al., 2000a). Além dos genes da familia vap,
foram observados mais quatro que potencialmente
codificam proteinas, aumentando o namero para 10
proteinas secretadas, as quais parecem ser importan-
tes para a viruléncia, uma vez que podem interagir
com o hospedeiro (Takaretal., 2000a; MEyER; PRescoTT,
2004).

Entretanto, existem relatos de amostras desprovi-
dasdeplasmideo de viruléncia ocasionando doencgas
nohomem eanimais, especialmente bovinos e caprinos
(Canror et al., 1998). Dados de infec¢oes experimen-
tais revelam que os isolados clinicos sdo mais
patogénicos que os ambientais (Costa et al.,, 2006).
Todas as cepas que apresentam a proteina VapA sdo
virulentas para camundongos, sugerindo seu impor-
tante papel na patogénese da infecgdo porR.equi esua
utilidade como marcador epidemiolégico da virulén-
cia bacteriana (Cosra et al., 2006, MakRraAl et al., 2002).
A perda do plasmideo coincide com a diminui¢do da
patogenicidade do R.equi paracamundongoseeqiiinos
(Takar et al., 1995c). Segundo Prescorr (1991), existe
ummecanismo molecularcapaz deatenuaravirulén-
cia de isolados do R. equi, ja que o antigeno proteico,
com 15-17 kDa da cepa isolada de um caso clinico
fatal em 1923, foi perdido depois de repetidas passa-
gens “in vitro”, tornando a cepa avirulenta para
camundongos. Cepas sem plasmideo também per-
dem a capacidade de sobreviver e replicar no interior
de macréfagos, mostrando queda drastica na
letalidade para camundongos (Takart etal., 1991b). A
perda do plasmideo foi relatada também a 42° C por
CHRRINO-TREJO et al., (1987).

Apesar da descoberta que a viruléncia do R. equi
para os eqiiinos depende de um plasmideo, o subse-
qiiente seqiienciamento do mesmo ndo ofereceu mui-
tas informacg&es novas em relagdo ao conhecimento
dos mecanismos de viruléncia do microrganismo.
Um dos motivos seria a auséncia de similaridade das
proteinas codificadas dentro da ilha de patogenici-
dade com proteinas de outros organismos, sugerindo
que o R.equi empregaumnovomecanismodeviruléncia
que ndo se assemelha ao de nenhum microrganismo
ja descrito (MEUER; PrEscoTT, 2004).

Existem trés formas clinicas principais de infec-
¢do por R.equi em potros: pneumonia aguda, pneumo-
nia crénica, acompanhada de abscessos piogranulo-
matosos e a forma intestinal, associada a linfadenite
mesentérica (Takaretal., 1995a). A suscetibilidade dos

potros ao R. equi, parece estar relacionada com a
imaturidade do sistema imunolégico, tanto humoral,
como celular (MaRTENS et al., 1991; HonpaLus, 1997). A
exposicdo a um grande ntimero de bactérias virulen-
tas durante o periodo em que decrescem os niveis de
anticorpos maternos no potro (idade de quatro a seis
semanas) é o principal fator predisponente ainfeccao
(Takatretal., 1995a). Estudos “invitro” demonstraram
que cepas virulentas quando fagocitadas replicam
rapidamente no interior dos macréfagos e inibem a
fusao fago-lisossomal, desta maneira escapando da
morte intracelular (HonDALUS; Mosser, 1994). Além
disso, podem também provocar uma degranulacao
inespecifica dos lisossomos (PrRescoTT; HOFEMAN,
1993).

Os sinais clinicos da doenga aguda, associada
com abscessos pulmonares multiplos e macicos, sio:
febre (acima de41°C), tosse, muitas vezes com descar-
ganasal bilateral, depressdo e taquipnéia. Entretanto,
a severidade da pneumonia nem sempre esta
correlacionadacomosachadosnaauscultagdo, prin-
cipalmente porque os potros desenvolvem uma habi-
lidade de compensar a perda funcional progressiva
do pulmado, fato que também dificulta o diagnéstico
precoce (PrescotT; HorFMAN, 1993). Com o desenvolvi-
mento dos abscessos pulmonares, os potros mostram
um aumento progressivo na freqiiéncia respiratoria,
aqual passaaserrealizadacom dificuldade. A doen-
¢a cronica progride em animais ndo tratados, até a
morte porinsuficiénciarespiratéria, devidoanecrose
e destruicao do parénquima pulmonar (GAskIN et al.,
1990). Potros com a forma crénica da doenga podem
desenvolver severa diarréia como resultado da inva-
sdo da mucosa do célon pelo microrganismo. As
alteragdes intestinais, freqiientemente, seguem a in-
feccao pulmonar, devido a degluticdo de secrecdes
pulmonares contaminadas (Taxal, 1997). Raramente
ocorre enterocolite sem envolvimento pulmonar
(HonpaLus, 1997). Quando outros sitios, que ndo o
pulmonar e intestinal, sdo afetados pela infecgao,
geralmente ocorre disseminacado por via hematégena
(PrescotrT; HoFFMAN, 1993).

Em animais adultos a infecgdo é rara, pois os
anticorpos adquiridos na primeira fase da vida sao
protetores e, principalmente, porque o animal tem
exposicoes repetidas ao agente no ambiente durante
avidaadulta (Hines et al., 2001). Entretanto, ainfeccao
jafoirelatadanessesanimaisapresentandoevolugao
e sinais clinicos semelhantes aos que ocorrem em
potros, com envolvimento dos pulmdes, intestino e
linfonodos (Prescort; Horrman, 1993). Esses casos
geralmente sdo associados com imunossupressao ou
condigdes severas de estresse (VENGUST ef al., 2002).

Na altima década, oR. equi tem se destacado como
um patégeno emergente em humanos. O primeiro
caso foirelatado porGoLuset al. (1967), onde o micror-
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ganismo foi isolado de um abscesso pulmonar em
paciente imunocomprometido. A maioria das infec-
¢oes humanas (cerca de 85%) tem sido relacionada
comimunocomprometimento sendo que umsubstan-
cial aumento noniimero de casos ocorreu desde 1981
com o advento da AIDS (VERVILLE et al., 1994). Pacien-
tes transplantados e em tratamento quimioterdpico
contra o cancer também sdo alvos da infec¢do por R.
equi (RiBEIRO et al., 2005), pois drogas imunossupres-
sivas suprimem a producao de interferon gama (IFNg
pelos linfécitos T CD4*, prejudicando o funciona-
mentonormal do sistemaimune (Prescott, 1991). Nos
pacientes imunocompetentes, sugere-se que a infec-
¢do possaestarrelacionadacomalgumagente priméa-
rio, como parasitas ou outras bactérias, assim como
ocorre nos eqiiinos (NAPOLEAO ef al., 2005).

O aumento da prevaléncia deste microrganismo
comoum patégenohumanoesuadetecc¢do por diagnds-
tico laboratorial induziram o aparecimento de vérios
relatos envolvendo tanto pacientes imunocomprome-
tidos, como imunocompetentes (Mizuno et al., 2005). A
taxa de mortalidade em infec¢des causadas pelo R. equi
estdemtornode11% para pacientesimunocompetentes
e20a55% para pacientes imunocomprometidos. Esses
altos valores estdo geralmente relacionados ao uso de
terapia inadequada no inicio do tratamento, quando o
diagnésticolaboratorialaindandofoirealizado ( KepLaya
etal, 2001).

Em pacientes humanos, o microrganismo temsido
isoladoemsangue, escarro, pulmao,lavadobrénquico,
fluido pleural, linfonodos, cérebro, fluido peritonial,
humor vitreo, fluido de abscesso e cateteres
intravenosos (VERVILLE et al., 1994). A infecgdo pulmo-
nar em pacientes imunossuprimidos é a forma mais
comum de ocorréncia da enfermidade. O mecanismo
de contaminagdo para o homem ainda é desconheci-
do, apesar do contato com o ambiente eqiiino e suas
fezes ser relatado em um terco das infec¢gdes nesses
pacientes (Takal et al., 1995b). Sabe-se, ainda, que a
exposicdo aosolo contaminado comfezes de herbivo-
ros é a principal fonte do microrganismo tanto para o
homem como para os animais (Prescott, 1991; TAKAI
etal., 1994a). Pessoas expostas a eqiiinos, fazendas e
jardins témumaltorisco decontrairainfecgdo (VERVILLE
et al.,, 1994). A presenca de individuos portadores de
R. equi entre funcionarios deumharas do Rio Grande
do Sul, onde a doenca é endémica, ja foi comprovada
(Cosra et al., 1999).

Em humanos, a presenca de cepas contendo o
plasmideo de virulénciando parece ser essencial para
o desenvolvimento da infec¢do. Taxkal et al. (1994a),
encontraram muitos isolados de individuos que nao
continham o plasmideo de viruléncia e que ndo eram
virulentos para camundongos. VuLLo et al. (1996)
demonstraram que humanos infectados com R. equi
ndo produzem anticorpos contra os antigenos de 15

a17kDa e sim contra uma proteina de 60 kDa. Todas
essas evidéncias sugerem um mecanismo diferente de
infeccdo por R.equi emhumanoseeqiiinos. A virulén-
cia dos isolados humanos sem plasmideo também
pode estar associada com a resisténcia aos antibioti-
cos b-lactamicos. Comparados com osisolados susce-
tiveis, os isolados b-lactamicos resistentes apresen-
tam “apéndices” na superficie celular, aparentemen-
tesimilares as caudas debacteriéfagos. A presencade
virus nestes isolados pode ser correlacionada com as
particulas semelhantes a bacteriéfagos que foram
encontradas no sobrenadante da cultura de isolados
queproduzemesses “apéndices” (NorRDMANN et al, 1994).

A maioria das cepas isoladas de pacientes huma-
nos com AIDS é virulenta ou de viruléncia intermedi-
aria, apresentando plasmideo de 90 kb tipo5, enquan-
toqueascepasisoladas de pacientes com outros tipos
deimunossupressdo (pacientes oncolégicos ou trans-
plantados, principalmente) sdo avirulentas. Como
grande parte dos isolados de linfonodos de suinos
apresentam a mesma classificagdo e tipo de plasmideo,
sugere-se umarelacdo epidemioldgica entre infecgoes
humanas por R. equi e a presenca do patégeno em
suinos (Maxral et al., 2005a).

Estudos recentes tém mostrado o isolamento do
microrganismo em gatos e caes, onde ocasiona basi-
camente lesdes piogranulomatosas nas extremida-
des (Takaretal., 2003). Einteressante que a prevaléncia
de R. equi virulentos em gatos e caes é muito semelhan-
ted encontrada em pacientes com e sem AIDS, respec-
tivamente. O virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é
amplamente distribuido na populagdo de gatos de
todo o mundo. Nesses animais, assim como em paci-
entes com AIDS, a maioria dos isolados deR. equi édo
tipo virulento. Ja em c3es, a maioria dosisolados é do
tipo avirulento, assim como ocorre nos pacientes
humanos sem AIDS. Dessa maneira é possivel que
existam fortes ligacdes epidemiolégicas entre a infec-
¢do de humanos e cdes e gatos, onde esses animais
podem ser uma possivel fonte deinfec¢do para os seus
donos (Takal et al., 2002; Takal et al., 2003).

A imunidade dos potros contra a pneumonia por
R. equi depende tanto de fatores humorais como celu-
lares, porémo papel exatodecadaumdelesaindanao
foi determinado (PrescortT et al., 2004). Os primeiros
estudos mostraram um baixo nivel de anticorpos
detectaveis no soroapoésainfecgdo porR. equi(SHALKA,
1987). Essefatofoirelacionadoahipétese dearespos-
ta imune ser basicamente celular. Entretanto, com o
desenvolvimento de técnicas para deteccdo de
anticorpos como o ELISA, verificou-se a presenca
dessas imunoglobulinas em concentrag¢des conside-
raveis no soro dos potros estudados (Prescort, 1991).

Aidade de desenvolvimento da pneumonia porR.
equi coincide e pode estar relacionada com o declinio
deanticorpos maternos que ocorre, aproximadamente,
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entre a quinta e a décima semanas de vida do potro
(GiGUERE et al, 2003). Uma evidéncia do papel dos
anticorpos na protecao contra R. equi seria a correla-
¢do entre a utilizagdo do plasma hiperimune,
freqiientemente usado em fazendas onde a doenca é
endémica, com a redugdo tanto da morbidade como
da mortalidade dos potros. Tal fato pode estar relaci-
onado com a capacidade dos anticorpos de bloquear
os estagios iniciais da infecgdo, alterando a rota pela
qual a bactéria entrano macréfago, ou aumentando a
fusdo fago-lisossomal. (HiNEs et al., 1997; CAUCHARD et
al., 2004). HoopERMcGREVvY et al. (2001) mostraram que
anticorpos purificados contra as proteinas VapA e
VapC conferiram protecdo aos potros contra infec-
¢Oes experimentais, de maneira semelhante a obtida
com plasma hiperimune. No entanto, potros nascidos
de éguas vacinadas nao estdo protegidos contra a
infeccdo através da transferéncia passiva de
anticorpos. Esta falha pode estar relacionada ao
isotipo deanticorpo produzidonaséguas vacinadas,
mas esses dados ainda ndo foram investigados
(MARTENS et al.,, 1991; VarGa et al., 1997). E possivel
também que os anticorpos colostrais declinem a ni-
veis ndo protetores na época de maior exposigao dos
potros ao R. equiou que o efeito protetor do plasma se
deva a outros componentes (fibronectina, comple-
mento e citocinas) que ndo anticorpos (GIGUERE,
Prescorrt, 1997). Estahip6tese éreforgada por pesquisa
que comprovou que potros infectados experimental-
mente, ndoapresentaramdiferencasignificativaquanto
asobrevivéncia quando tratados com plasmanormal
ou hiperimune (PerkiNs et al., 2002). H4 lacunas im-
portantes no conhecimento do papel exato dos
anticorpos contra a infec¢do porR.equi. Pouco se sabe
sobre a relevancia dos isotipos de imunoglobulina
envolvidos e a sua especificidade contra a bactéria
(HiNgs et al., 1997). Sugere-se, entretanto, que os
anticorpos estejam envolvidos apenas nos estagios
iniciais da infec¢do, pois, uma vez que o microrganis-
mo tem localizagdo intracelular, torna-se inacessivel
dentro dos macréfagos, reforcando a importancia da
resposta imune celular Hacuicur, Prescort, 2005;
Prescorr et al., 2004).

A maior parte do conhecimento atual sobre a
resposta imune celular contra oR. equi é adquirida de
modelos em camundongos. Linhagens de camun-
dongos deficientes em linfécitos T e linfécitos B sdo
incapazes de eliminar o R. equi e desenvolvem lesdes
pulmonares (YAGER ef al., 1991). Os dois principais
mecanismos pelos quais os linfécitos T eliminam a
bactériasaoatoxicidade direta das célulasinfectadas
(MHC classe 1, restrito a LT CD8") e a secrecdo de
citocinas (relacionada principalmente a LT CD4*)
(Hings et al., 1997). Os LT CD4* podem ser divididos
em2tipos: ThleTh2,combasenasdiferentescitocinas
que produzem (MosMANN; Sap, 1996). Os Thl tém

capacidade de produzir IFNge IL-2, enquanto os Th2
produzem IL-4, IL-5 e IL-10. Em camundongos e hu-
manos, muitos agentes infecciosos produzemrespos-
tas preferencialmente dos tipos Th1l ou Th2 (Hines et
al., 1997). O balango relativo entre os dois tipos de
resposta, que se auto-regulam por inibigao reciproca,
determinamahabilidade dohospedeiroem controlar
o ntmero de patégenos intracelulares (YAMAMURA et
al., 1991). Os microrganismos que sobrevivem e se
replicam dentro dos macréfagos mostram sua habili-
dade para escapar dos efeitos microbicidas. IFNgé o
maior ativador de macréfagos, sendo capaz de super-
regular algumasrotas microbicidas comoaproducao
de ROI e RNI e o estimulo da fusdo fago-lisossomal
(MosmaNN; CorrMaN, 1989). Esses mecanismos sdo
aumentados por acdo de outras citocinas como IL-2 e
TNF, mas diminuidos por IL-10. Existem evidéncias
de que a ativacdo dos macréfagos mediada por
linfécitos pode estar envolvida com a eliminagdo do
R. equi (HINEs efal., 1997; PatToN efal., 2005). Camun-
dongos imunocompetentes, infectados experimen-
talmente com R. equi, desenvolvem umarespostaimu-
ne do tipo 1 (Thl) e progressivamente eliminam a
infecgdo. Da mesma forma, os animais que recebem
anticorpos contralL-4 eliminam ainfeccdo e mostram
aumento nos niveis de IFNg Entretanto, os camun-
dongos, nos quais a resposta tipo 2 (Th2) é induzida
pelaadministracdo de anticorpos mono-clonais con-
tra IFNg falham em eliminar a infec¢do e desenvol-
vem granulomas. Esses estudos mostram que uma
resposta tipo 1 é protetora e que uma resposta ndo
protetora tipo 2 estd envolvida com a patogénese da
doenca (KaNaLy et al.,1996).

Aparentemente, a infeccdo por cepas de R. equi
virulentas em potros pode resultar em um efeito
imunomodulatério que dirige a resposta por um ca-
minho Th2 ineficiente e ndo conduz uma resposta
efetiva. GIGUERE et al. (1999) comprovaram que potros
experimentalmente infectados com cepas de R. equi
virulentas mostram marcada reducdo na produgdo
de IFNgpor linfécitos T CD4*, quando comparados
com linfécitos isolados de animais inoculados com
cepas avirulentas. A eliminagdo de cepas de R. equi
virulentas dos pulmdes de cavalos adultos experi-
mentalmente infectados foiassociadacom oaumento
dontimero delinfécitos T CD4* e CD8* produtores de
IFNg Esta diferenca entre a resposta imune de adul-
tos e potros ndo imunes pode estar relacionada com
fatores exclusivos do sistema imune dos potros ou
com diferencas entre animais imunes e ndo imunes
(HiNEs et al., 2003). Além disso, HooPER-McGREVYet al.
(2005) observaram uma resposta imune dominante
IgGb e IgGt contra a proteina VapA no soro de potros
doentes, quando comparadosa potrosecavalosadul-
tossaudaveis eimunes, os quais desenvolvemrespos-
ta imune IgGa.
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Contudo, ndo se sabe até o momento quais fatores
determinama diregdo paraumaresposta Thl ouTh2,
porém os genes do plasmideo de viruléncia desempe-
nham um papel significativo nesse sentido (HoorEr-
MCcGRrEvyet al., 2005). Ondmero de bactériasinaladas
ou ingeridas também é importante. Por exemplo, a
BCG usada para imunizar camundongos em baixas
doses determina umaresposta quase exclusivamente
mediada por células, Thl e em altas doses determina
uma mistura de respostas Th1l e Th2 (Power ef al.,
1998). Um efeito similar pode ocorrer em R. equi. A
presenca e provavelmente oisotipo de anticorporece-
bido da mae também saosignificativos. Outros fatores
quepredispdem potrosaumarespostaTh2 podemser
também importantes. Diversos autores tém sugerido
que o herpesvirus eqiiino tipo 2 (EHV-2) predispoe a
pneumonia por R. equi, pois a imunizagdo contra o
EHV-2 parece controlar a pneumonia por R. equi
(NORDEGRHAN et al., 1996).

A lenta disseminacao da infec¢do pulmonar, ali-
ada a habilidade dos potros de compensar discreta-
mentea progressiva perda dafuncdo pulmonar, torna
o diagnéstico clinico precoce dificil. Dessa forma, o
diagnésticolaboratorial daenfermidadeassumeuma
grande importancia, tornando-se algumas vezes in-
dispenséavel. A avaliagdo hematolégica dos potros
acometidos pela infeccdo demonstra leucocitose com
neutrofilia e monocitose. O aumento nos niveis de
fibrinogénio (> 3,0 g/L) é altamente sugestivo de
infeccdo por R. equi em potros jovens (dois a quatro
meses), contudo, niveis normais podem ser encontra-
dos no curso da infec¢do (Vargas, 2007). Um estudo
recente comparou a quantidade de leucécitos de po-
tros com duas e quatro semanas de vida e que poste-
riormente seriam ou ndo afetados pelo R. equi. Nesse
sentido, foi comprovado que os potros que desenvol-
veram pneumoniaapresentavam,comquatrosemanas
de vida, quantidade de neutréfilos significativamente
menor do que os potros ndo afetados. Com duas
semanas de vida, potros posteriormente pneumonicos
apresentavam relacdo LT CD4*:CD8* menor que os
ndo pneumonicos. Esses dados podem inferir sobre
um novo mecanismo na patogenicidade, principal-
mente porque foi comprovado recentemente que os
linfécitos desempenham um importante papel na
defesa contra patégenos intracelulares. Com base
nessas informagdes, sugere-se que os clinicos devem
ter cuidado ao utilizar aneutrofiliacomomarcador de
infeccdo por R. equi, pelo menos no primeiro més de
vida (CHAFFIN et al., 2004).

Como os parametros hematolégicos observados
nosanimais sdo algumas vezes varidveis ou de dificil
interpretacdo, o diagnoéstico definitivo deve ser feito
através de cultura bacteriol6gica combinada com o
exame citolégico do exsudato traqueobronquial. A
presenca de cocobacilos pleomorficos gram positivos

nessas amostras é sugestivo de infec¢do por R. equi
(VaraGas, 2007). A cultura em dgar sangue ovino mos-
tra crescimento de colOnias lisas, mucodides e nao
hemoliticas (QUINN et al., 2005), embora o isolamento
de coldnias hemoliticas ja tenha sidorelatado (PaTEet
al., 2004). Apés periodos prolongados de incubacao
ascolénias mostram pigmento salméo. O teste CAMP
(Christie, Atkins, Munch, Petersen Test) é uma das
provas diferenciais para aidentificagdo do microrga-
nismo, no entanto aidentificag¢do definitiva é realiza-
da através de provas bioquimicas, onde o patégeno
mostra-seincapaz defermentaractcarescomo glicose,
maltose e sacarose, porém demonstra capacidade de
reduzir nitrato anitrito e produzir urease (QuinN etal.,
2005). Existem ainda meios de cultivo que promovem
o isolamento do R. equi a partir de materiais contami-
nados como fezes ou solo. Dentre eles, os principais
sdo o meio seletivo NANAT (“nalidixic acid
novobiocin actidione-cycloheximide potassium
telurite”) WoLcook et al,, 1979) e os recentemente
descritos CAZ-NB (agar ceftazidima-novobiocina) e
TCP (trimethoprim, cefoperazone, polymyxin B), ambos
contendo antimicrobianos que inibem contaminantes
e favorecem a selegdo doR. equi (Makratet al., 2005b).
Para o diagnostico sorolégico tém sido utilizados
os testes de imunodifusdo em gel de dgar, inibi¢do da
hemolise sinérgica, imunodifusdo radial e ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay).Os trés primeiros
testes detectam o “fator equi” deR. equi e parecem ser
ateis ao diagndstico nos estagios tardios da infeccao
(Takar et al.,, 1996b). Entretanto, um teste sorolégico
que diferencie claramente potros com pneumonia em
desenvolvimento dos clinicamente saudéveis facili-
taria muito o diagnéstico nas fazendas, pois o reco-
nhecimento precoce da enfermidade reduz os custos
com a terapia (GIGUERE et al., 2003). O teste ELISA seria
uma alternativa para esse problema, entretanto tem
sido muito dificil, na pratica, aliar sensibilidade e
especificidade dos anticorpos contraR. equi utilizan-
do essa metodologia. Pode ser, entretanto, um teste
atil para diagnosticar a enfermidade em proprieda-
des onde o R. equi ndo é endémico (PHUMOONA et al.,
2005). O teste ELISA-VapA, que detecta anticorpos
contraa proteinadeviruléncia VapA, tem poucovalor
diagnéstico, pois muitos potros saudaveis tém
anticorpos contra cepas virulentas, porém pode ser
utilizado na diferenciagdo de animais expostos a
cepas virulentas e avirulentas. Dessa maneira, os 5
testes sorolégicos disponiveis para deteccao de pneu-
monia por R. equi em eqiiinos ndo permitem diferen-
ciar potros doentes dos sadios (MARTENs ef al., 2002;
GIGUERE et al., 2003). O fracasso desses testes como
métodos diagndsticos pode estar relacionado a fato-
res como: a) potros com infecgdo subclinica podem
desenvolver anticorpos e serem positivos nesses tes-
tes; b) potros em estagios precoces da infecgdo podem
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nao ter desenvolvido anticorpos e c) a grande exposi-
¢do dos potros ao R. equi leva ao desenvolvimento de
anticorpos sem necessariamente produzir doenga
clinica (GIGUERE; PrescotT, 1997). Portanto, até o mo-
mento, autilidade dos testes sorolégicos estanacapa-
cidade de monitorar a exposicdo da criacdo e ndo no
diagnéstico de casos clinicos individuais (GIGUERE ef
al., 2003).

Umgrandeavango paraodiagnoésticolaboratorial
da pneumonia por R. equi foi o desenvolvimento da
técnica de PCR (reacao em cadeia da polimerase) que
detecta a presenca do microrganismo em lavados
bronquiais de potros EELLON et al., 1997). Esta
metodologia apresenta rapidez, sensibilidade e
especificidade, facilitando o tratamento precoce da
infeccdo. A grande vantagem da técnica de PCR é o
reconhecimento do gene 165 dorDNA que é especifico
e, portanto, identifica as cepas deR. equi independente
da presenga ou ndo do plasmideo contendo o gene
vapA (BELL ef al., 1996). Para identificacdo de cepas
virulentas foi desenvolvida uma técnica de PCR que
amplifica seqiiéncias de genes especificos do
plasmideo de viruléncia vapA e que, portanto, pode
ser amplamente utilizada para diagnoéstico precoce
da infecgdo (Takar et al., 1995¢). Quando comparada
com outros testes diagndsticos como andlise de
plasmideo, padrdo de proteinas e patogenicidade
para camundongos, a técnica de PCR apresenta van-
tagens na diferenciacdo de isolados virulentos e
avirulentos para eqiiinos. Além disso, pode ser utili-
zada em estudos epidemiolégicos (Taxal et al., 1997).
Recentemente foi desenvolvida a técnica de PCR
multiplex que permite identificar cepas de R. equi e
simultaneamente avaliar a presenca de genes vapA
relacionados a viruléncia, diminuindo o tempo ne-
cessério para o diagnoéstico (HALBERT et al., 2005).

Cepas deR. equivapBpositivasndosdo patogénicas
para potros. Quando desafiados com essas cepas os
animaisrapidamente eliminam omicrorganismosem
o desenvolvimento de sinais clinicos (Takal et al.,
2000b). Por outro lado, humanos e suinos sédo
infectados preferencialmente por R. equi VapB posi-
tivos, o que sugere que deve haver uma especificidade
de hospedeiro mediada pelo plasmideo. (Taxar etal.,
1995b; Takal et al., 2000b). Com base nesses dados,
foram desenvolvidas técnicas de PCR que permitem
identificar o tipo de plasmideo presente no isolado
(vapA ou vapB positivo), as quais podem auxiliar no
diagnéstico ou em estudos epidemioldgicos sobre a
distribuicao do microrganismo (OLDFIELD et al., 2004).
Recentemente foi desenvolvida uma técnica de PCR
“real time” para detec¢do e quantificacdo deisolados
de R. equi virulentos, baseadanaidentificacdo do gene
vapA. A metodologia pode ser realizada a partir de
fluido traqueo bronquial e constitui-se em um método
rapido para deteccdo e quantificacao de cepas viru-

lentas do microrganismo com eficiéncia comparavel
ao método padrado de quantificacdo pela cultura. A
PCR em tempo real é particularmente util para
acompanhamento da eficiéncia da terapia
antimicrobiana (HARRINGTON et al., 2005).

O método de PCR e a cultura para R. equi sdo
considerados “provas ouro” para o diagnoéstico, mas
resultados positivos ndosignificam necessariamente
doenga clinica, pois o animal pode estar apenas em
um estado de portador. Para diagnéstico definitivo,
devemsersemprealiadasaandlise dossinaisclinicos
dos animais (GIGUERE et al., 2003).

O reconhecimento precoce da pneumonia, com
isolamento e tratamento dos potros infectados, reduz
as perdas e previne a dissemina¢do de organismos
virulentos. O R. equi é sensivel a uma variedade de
agentes antimicrobianos “in vitro”, contudo, sua
natureza intracelular torna a resposta ineficiente “in
vivo” paraamaioria destas drogas. A combinacaoda
eritromicina e rifampicina tem se mostrado ttil no
tratamento da pneumonia por R. equi em potros,
embora ja existam relatos de resisténcia do microrga-
nismo a estas drogas (GIGUERE; PrescotT, 1997). Nes-
ses casos a azitromicina e a claritromicina tém sido
utilizadas com sucesso (Jacks et al., 2001; Jacks et al.,
2002). Novas estratégias antimicrobianas, baseadas
na modificacdo da captagdo e utilizagdo do ion ferro
pelos microrganismos, tém sido descritas recente-
mente. Nesse sentido, foi comprovado que o Galio é
capaz de inibir o crescimento do R. equi e outras
bactérias intracelulares (HARRINGTON et al., 2006).

A administragdo de plasma hiperimune, por via
intravenosa, aos potros no primeiro més de vida, bem
como a utilizagdo profilatica da eritromicina e
rifampicina em intervalos periédicos podem reduzir
significativamente a ocorréncia de pneumonia porR.
equi (FERNANDEZ ef al., 1997). A vacinagdo dos potros
vem sendo estudada ao longo dos anos com resulta-
dos controversos, pois a imunidade mediada por
células parece ser importante na prevencao ou elimi-
nagdo da infecgdo por R. equi. Por outrolado, vacinas
que promovam aimunidade de mucosas (IgA) tém se
mostrado bastante eficientes. A vacina¢do com
peptideos presentes no antigeno VapA induziram a
producao de uma forte resposta de mucosas no trato
respiratoério de animais vacinados (Taouj et al., 2002).
Estudos recentes tém demonstrado que a vacinacao
de camundongos utilizando DNA contendo o gene
vapA estimula a resposta de camundongos contra a
infecgdo por R. equiatravésdaproducao deanticorpos
IgG, os quais convergem paraumarespostatipol.Os
niveis deanticorpos podem aumentar comainclusao
do gene que codifica para IL-12 na preparacdo. Essa
vacina promoveu umaumentonarelacaolgG2a:1gG1
que sdo indicadores de resposta imune tipo 1 e 2,
respectivamente (Hacuicur; Prescortt, 2005).
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Outras medidas de controle incluem a reducéo
dasparticulas de poeiranomeio ambiente dos potros,
por meio do aguamento de passeios, remocédo e
compostagem de fezes, isolamento de potros que
retornaram de cria¢des onde a doenga é endémica e
exame cuidadoso e regular de potros anoréxicos,
febris ou com tosse, para evidenciar doenca respira-
toria (PrescorT; HOFFMAN, 1993).

Nesta altima década importantes avancos foram
obtidos paraoentendimento dosmecanismos utiliza-
dos pelo R. equi para proliferar no hospedeiro. Atual-
mente as pesquisas tem se concentrado na identifica-
¢do das bases moleculares empregadas peloR.equina
subversdo da resposta imune de potros, bem como a
forma de desenvolver uma vacina eficaz.
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