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RESUMO

Rhodococcus equi é um importante patdgeno bacteriano em medicina
veterinaria, associado, sobretudo, a pneumonias piogranulomatosas em potros no
primeiro semestre de vida. S&o descritos neste trabalho vinte casos de infecgcdo por R.
equi em potros recebidos para necropsia no Setor de Patologia Veterinria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul entre janeiro de 1997 e janeiro de 2013. Os
historicos clinicos obtidos com o0s veterinarios apresentaram grande variabilidade e,
mesmo 0s sinais classicos de comprometimento respiratorio e febre s6 foram vistos em
metade dos casos. Os dados obtidos em uma visita a uma propriedade demonstram que
a superpopulacgdo de potros e a introducdo de fémeas no grupo de pari¢do contribuiram
para a ocorréncia de um surto. Exames de necropsia e de histologia revelaram que
pneumonia piogranulomatosa multifocal foi a forma de apresentacdo mais constante
(dezenove casos), seguida por linfadenite piogranulomatosa (dez casos) e tiflocolite
piogranulomatosa e ulcerativa (cinco casos). Trés animais apresentaram osteomielite
piogranuloamatosa, dos quais, dois em veértebras. Uveites e polissinovites assépticas
foram constatadas em trés casos. Exame imuno-histoquimco anti-Rhodococcus equi
revelou-se positivo em todos os pulmdes com lesdes, embora os linfonodos tenham sido
positivos em apenas trés das nove amostras testadas. O exame bacterioldgico das
amostras de necropsia foi positivo em quinze casos clinicos, assim como em uma
amostra de solo da propriedade visitada. O exame de reacdo da polimerase em cadeia
(PCR) revelou o gene de viruléncia VapA de R. equi em todos os isolados clinicos, mas
ndo na amostra de solo. Adicionalmente os pulmdes foram testados por imuno-
histoquimica para Pneumocystis sp.e apresentaram marcacao em treze dos vinte casos.

Palavras chave: pneumonia, equinos, imuno-histoquimica, Rhodococcus equi.



ABSTRACT

Rhodococcus equi is an important bacterial pathogen in veterinary medicine,
especially associated with piogranulomatous pneumonia in foals under six months of
age. Twenty cases of R. equi infection in foals received for necropsy at the Pathology
Veterinary Sector (SPV) of the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS)
between January 1997 and January 2013 are described in this paper. Clinical history
obtained with veterinary practitioners presented high variability, and even classical
respiratory signs and fever were only observed in half of the cases. Data collected in an
investigative visiting to a breeding farm showed that the foal superpopulation and the
introduction of females to the parturition group contributed to the occurrence of an
outbreak. Necropsy and histologic examinations revealed that multifocal
piogranulomatous pneumonia was the most constant presentation (nineteen cases),
followed by piogranulomatous lymphadenitis (ten cases) and piogranulomatous and
ulcerative typhlocolitis (five cases). Three animals presented piogranulomatous
osteomyelitis, two of them in vertebrae. Aseptic uveitis and polisynovitis were verified
in three cases. Anti-Rhodococcus equi immunohistochemical examination stained
positive in all lungs containing lesions, although lymphnodes have stained positive in
only three of nine samples tested. Bacteriologic examination of the necropsy samples
was positive in fifteen cases and in a soil sample from the visited breeding farm.
Polymerase chain reaction (PCR) test revealed the VapA virulence factor of R.equi in all
clinical isolates, but not in the soil sample. Additionally, the lungs were tested to the
presence of Pneumocystis sp. by immunohistochemistry, and stained positive in thirteen

of twenty cases.

Keywords: pneumonia, equine, immunohistochemistry, Rhodococcus equi.
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1. INTRODUCAO

Rhodococcus equi foi descrito pela primeira vez por Magnusson no sul da Suécia
no ano de 1923, causando pneumonia piogranulomatosa em potros (PRESCOTT, 1991).
Subsequentemente foi isolado de potros na Australia, Estados Unidos e india, assim
como de suinos, bovinos, bdfalos e ovinos (WEINSTOCK; BROWN, 2002). Em seres
humanos, apesar de ja haver sido isolado em 1967, a infecgdo so tornou-se frequente a
partir da disseminacéo do virus da AIDS na década de 1980 (PRESCOTT, 1991).

Atualmente é reconhecido em todo o mundo como um dos agentes patogénicos
mais importantes em potros entre um e seis meses de idade (GIGUERE; PRESCOTT,
1997). No Brasil, apesar da caréncia de dados a enfermidade é assinalada como uma das
doencas de maior impacto na criacdo de equinos (PORTO; FERNANDES;
BARREIRA, 2011a,b).

No Rio Grande do Sul a soroepidemiologia revela alta prevaléncia de anticorpos
anti R. equi em potros provenientes de haras que ndo apresentam doenca (LAZZARI et
al., 1997). Um estudo das lesdes associadas com a morte de equinos recebidos para
necropsia em um laboratoério de Patologia Veterinaria do Rio Grande do Sul revelou que
em quatro décadas, de 335 casos analisados, apenas trés possuiam diagnostico de
infeccdo por R. equi (PIEREZAN et al. 2009Db).

A manifestacdo mais frequente em equinos consiste em broncopneumonia
piogranulomatosa, frequentemente associada a enterocolite ulcerativa (CASWELL,
WILIAMS, 2007; ZINK; YAGER; SMART, 1986). Pneumonias sdo as causas mais
importantes de morbidade e mortalidade em potros a partir de um més de vida e R. equi
encontra-se no rol das entidades nosolégicas do trato respiratorio inferior dessa faixa
etaria (PARADIS, 2006).

Dada a importancia do agente na equinocultura, que adquire importancia no
cenario nacional, torna-se crucial reconhecer com clareza os sinais, as lesdes e 0s
fatores predisponentes da enfermidade. Somado a isso, a crescente importancia do
agente em saude publica reforga a necessidade de melhor compreendé-lo (PRESCOTT,
1991).

O objetivo deste trabalho & descrever lesbes macroscopicas, microscopicas e
dados clinicos de potros infectados por R. equi e demonstrar o agente nas lesdes por
meio de exame imuno-histoquimico. Aliado a isso, buscou-se por diferentes métodos

outros patdgenos associados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Etiologia

Previamente denominado Corynebacterium equi, a bactéria Rhodococcus equi €
um cocobacilo Gram positivo de distribuicdo mundial que possui metabolismo aerobico
e hébito saprofitico no solo (QUINN et al., 2011). Fisiologicamente € adaptado ao solo
tdo bem quanto ao trato gastrintestinal de animais herbivoros, realizando infeccdes
oportunistas em animais suscetiveis (BARTON, 1984).

O género Rhodococcus possui doze espécies, das quais quatro ja foram isoladas
em casos clinicos, porém a que possui maior potencial patogénico é R. equi. Pertencente
a ordem Actinomycetales, em que estdo classificadas as bactérias do género
Mycobacterium, possui em comum propriedade serem alcool-acido resistentes,
habilidade de crescimento intra-celular e de produzir lesdes pulmonares (QUINN et al.,
2011).

Em relacdo mais estreita com bactérias de importancia em medicina veterinéria,
estdo os géneros Corynebacterium e Nocardia. Dentro do género ha, ainda, um
fitopatégeno denominado Rhodococcus fascians, que causa um tipo de galha que afeta
as folhas de uma ampla variedade de vegetais, entre os quais, o tabaco (GOETHALS et
al. 2001).

E identificado pelo crescimento em meios ndo enriquecidos e formacdo de
colbnias mucoides de cor salmao, que indicam a producdo de capsula e pigmento. A
ultima caracteristica lhe valeu o nome genérico, que significa coco de cor vermelha
(GOODFELLOW; ALDERSON, 1977). Porém na sua morfologia ha certo
pleomorfismo, que varia de cocoide a bastonete de até 5um de comprimento, de acordo
com a cepa (QUINN et al. 2011).

2.2. Infeccdo clinica em diferentes espécies

Diferente do que ocorre em potros, em que a infeccdo pulmonar por R. equi
representa a causa mais importante de pneumonia, 0s equinos adultos raramente sdo
acometidos pela enfermidade, que ocorre, geralmente devido a imunossupressdao ou
outra doenca concomitante (GIGUERE PRESCOTT, 1997; LEGUILLETTE; ROY;
LAVOIE, 2002; VENGUST; STAMPFLI; PRESCOTT, 2002; YAGER 1987; ZINK;
YAGER; SMART, 1986). Das outras espécies domésticas, apenas no suino a infecgédo

por R. equi pode ser considerada comum (PRESCOTT, 1991). Em um estudo conduzido
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na Holanda com suinos ao abate, foi possivel isolar R. equi em 44 de 98 (44.9%)
animais com linfadenite cervical, constituindo assim um diagnostico diferencial de
linfadenites por Mycobacterium avium subsp. avium (KOMIJN et al., 2007).

Em caprinos a infeccdo por R. equi foi registrada no Rio Grande do Sul,
caracterizada por nodulos de contetdo caseoso de aproximadamente 5 cm de didmetro
no figado e pulmdes, que recordavam lesbes ocasionadas por Corynebacterium
pseudotuberculosis (DAVIS et al., 1999; SANTOS et al., 2007). Em ovinos o agente foi
encontrado em uma ocasido associado a pneumonia (PRECOTT, 1991). No caso de
bovinos, conforme constatado durante uma campanha de erradicacdo da tuberculose
bovina na Austrélia, a infeccdo por R. equi pode mimetizar as lesdes de tuberculose
(MCKENZIE; DONALD, 1979).

Apesar de raros, os casos de infeccdo por R. equi, tanto em felinos como em
caninos, tém sido relatados com frequéncia crescente e cursam, sobretudo com lesdes
extrapulmonares (FAIRLEY; FARILEY, 1998; TAKAI et al. 2003). Em dromedarios
(Camelus dromedarius) foi constatada infec¢do disseminada em individuos adultos com
lesbes caseosas (KINNE et al., 2010) semelhantes as encontradas em uma lhama (Lama
glama) adulta com linfadenite necrética (HONG; DONAHUE, 1995).

Outras espécies com relatos raros ou esporadicos incluem bubalinos com
mastites e piometras; foca do Baikal (Pusa sibirica) com abscessos pulmonares e
linfadenite (BAUWENS et al, 1987); sagui-de-cabeca-branca (Saguinus oedipus) com
broncopneumonia piogranulomatosa; coala (Phascolarctos cinereus) com rinite
purulenta e pneumonia; crocodilianos com bacteremia fulminante, entre outros
(PRESCOTT, 1991).

Em seres humanos a infec¢do por R. equi € rara, mas adquiriu reputagdo como
importante agente causador de morbidade e mortalidade em pacientes
imunocomprometidos (PRESCOTT, 1991; WEINSTOCK; BROWN, 2002). A
emergéncia do micro-organismo em medicina humana esta claramente associada com a
infeccdo pelo virus HIV, porém outros fatores sdo reconhecidos, como a concorréncia
de tumores hemolinfaticos, transplantes renais, corticoterapia, entre outros
(PRESCOTT, 1991).
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2.3. Ecologia e epidemiologia

A relacdo natural existente entre R. equi, os animais hospedeiros e o solo foi
sugerida em investigacdes com animais de vida livre na Africa e na Asia. Os resultados
sugeriram gque 0 micro-organismo estava presente no trato digestorio de equideos e
outros herbivoros selvagens, bem como no seu ambiente, sem causar doenca. Em
algumas ocasifes 0 micro-organismo estava ausente e, em outras, ndo exibiu seu fator
de viruléncia (TAKAI et al.,, 2004a,b). Animais domeésticos também podem ser
portadores de R. equi, como pode ser constatado nas fezes de equinos e bovinos, nos
linfonodos submandibulares de suinos, assim como no solo de instalacbes de criacdo
(TAKAI; TSUBAKI, 1985)

A ocorréncia da doenca em potros é endémica em algumas propriedades e
esporadica em outras e varia entre zero e 100% dos animais nascidos em uma
temporada. Em propriedades endémicas a porcentagem de potros afetados pode variar
de 13% a 25%, enquanto a letalidade fica entre zero e 30% (HINES, 2007).
Aparentemente, tal discrepancia ocorre devido a diferencas na concentracdo de potros
na propriedade, ao manejo realizado e a fatores ambientais, como temperatura, excesso
de poeira, pH do solo, assim como uma alta proporcéo de amostras virulentas de R. equi
no local (MEIJER; PRESCOTT, 2004).

O uso prolongado de determinada area para a cria de potros aumenta a
contaminacdo por R. equi, devido ao fornecimento progressivo de nutrientes necessarios
a seu crescimento. Além disso, as temperaturas da temporada de paricdo sdo as mais
elevadas do ano e propiciam o incremento na proliferagdo do agente. Finalmente, o
intestino de potros entre 8 e 12 semanas de idade fornece condi¢gdes mais propicias para
0 crescimento de R. equi quando comparado ao ambiente altamente anaerdbio do
intestino de equinos adultos, fazendo com que o0s potros sejam 0S maiores
disseminadores do agente no ambiente (TAKAI et al., 1986; PRESCOTT, 1987).

A concentracdo de equinos na propriedade correlaciona-se com a contaminagédo
ambiental, pois as fezes contém o micro-organismo e fornecem os &acidos organicos
volateis que potencializam seu crescimento no solo (MEIJER; PRESCOTT, 2004).
Verbes secos e quentes, sobretudo em piquetes com escassa cobertura vegetal,
apresentam as condicOes adequadas para R. equi multiplicar-se e disseminar-se com a
poeira (MEIJER; PRESCOTT, 2004, QUINN et al., 2011). Em humanos descreve-se,
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também, maior ocorréncia em trabalhadores rurais envolvidos com criagdo de animais
ou com manejo de seus dejetos (PRESCOTT, 1991).

Experimentalmente a deteccdo de amostras virulentas de R. equi é 17,3 vezes
maior no ar empoeirado de estabulos quando comparado ao ar de ambientes externos de
clima temperado e Umido, 0 que comprova que a inalacdo é o principal meio de infeccdo
pulmonar (MUSCATELLO et al., 2006). Foi comprovado também o contagio do agente
por aerossdis provenientes do trato respiratorio de potros com ou sem sinais clinicos
(MUSCATELLO etal., 2007).

Na infeccdo oral com pequenas doses, pode haver colonizagdo entérica sem
sinais clinicos e, a partir de dois a trés meses de idade a estimulac&o linfocitéria confere
resisténcia ao agente em equinos adultos (HONDALUS, 1997; JOHNSON;
PRESCOTT; MARKHAM, 1983b). O ciclo fecal-oral de R. equi implica na
contaminacdo progressiva e insidiosa do ambiente, que é irrelevante enquanto o
organismo permanece no solo, incapaz de ser inalado (MUSCATELLO et al., 2007).

A populacdo de potros determina contaminagdo de escala muito superior a de
equinos adultos, uma vez que excretam entre 1000 e 10000 unidades formadoras de
colonias (ufc) de R. equi por grama de fezes, com 10% a 40% das colGnias compostas
por micro-organismo virulentos, frente a excrecdo de 100 a 1000 ufc/g de fezes com
menos de 10% de colbnias virulentas pelos equinos adultos. Potros com pneumonia por
R. equi podem eliminar 10® ufc do agente por grama de fezes sendo até 80% da amostra
virulenta (MUSCATELLO et al., 2007).

No que diz respeito aos fatores intrinsecos ao hospedeiro que o tornam suscetivel
a infeccdo, foram realizadas investigacfes com resultados pouco definitivos, como a
subpopulacdo de linfécitos que predomina em animais afetados e ndo afetados (HINES,
2007). Aparentemente a propor¢do menor que 3.0 na relacdo de linfocitos CD4/CD8 e
menor contagem de neutrofilos segmentados determina maior suscetibilidade a infeccao
(CHAFFIN et al., 2004).

Em um experimento, potros enfermos possuiam maior concentragdo absoluta e
relativa de linfocitos B quando comparados com animais sdos de mesma idade
(FLAMINIO; RUSH; SCHUMAN, 1999). Outro trabalho demonstrou que a infeccao
por Herpesvirus Equino tipo 2 (EHV-2) também pode predispor potros a infecgédo
pulmonar por R. equi (NORDENGRAHN, 1996).
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2.4. Patogenia e patogenicidade

Em 1991, a descoberta de um antigeno expresso por um gene plasmidial de R.
equi revolucionou a concepcdo da doenca. A existéncia do antigeno, uma proteina de
superficie de 15 a 17 kDa, demonstrou ser determinante de patogenicidade em
camundongos e potros. InvestigacOes a respeito da expressdo antigénica revelaram que a
mesma era maximizada em pH baixo (6,5) em temperaturas mais elevadas (34° a 41°C)
e impedida em temperaturas mais baixas (25° a 32°) (TAKAI et al., 1991a; TAKAI et
al., 1991b; TAKAIl et al., 1992; MEIJER; PRESCOTT, 2004).

O antigeno descoberto na ocasido recebeu posteriormente a denominacdo de
VapA, da sigla inglesa para proteina viruléncia-associada (TAN et al., 1995). O gene
homonimo VapA € responsavel pela sua expressdo e é considerado, juntamente com o
plasmidio que o porta, altamente associado com a doenca em potros. Outros antigenos
expressos por genes da mesma familia foram identificados desde entéo, totalizando
nove, identificados pelas letras A até | (MONEGO et al., 2009). Os genes VapA e VapB
sdo auto-excludentes, porém os demais (C, D, E, F, G e H) podem combinar-se de
diferentes maneiras entre si, normalmente acompanhados por VapA ou VapB na mesma
amostra (MONEGO, 2008; MONEGO et al, 2009).

A expressao diferenciada de genes reflete-se no grau de viruléncia das amostras,
conforme testado em camundongos. R. equi portador do antigeno VapA, isolado com
frequéncia em amostras de equinos, apresenta o0 maior indice de viruléncia testado por
bioensaio. As amostras isoladas em linfonodos de suinos com ou sem linfadenite
caseosa, por outro lado, portam o antigeno VapB, de viruléncia intermediaria em
aproximadamente 60% dos casos, sendo negativas para VapB e VapA nos restantes
(MONEGO, 2009; PATE et al, 2004; TAKAI, et al., 1996a; TKACHUK-SAAD;
PRESCOTT, 1991). Em humanos ha registros de isolamento de amostras contendo
tanto VapA como VapB ou mesmo sem qualquer gene de viruléncia (BYRNE et al.,
2001; MONEGO, 2009; TAKAI, 1994; TAKAI, 1996; TAKAI et al., 2002).

A proteina VapA, codificada pelo plasmidio de mesmo nome, confere ao micro-
organismo a propriedade de sobreviver e proliferar no interior de macrofagos alveolares
(GIGUERE et al., 1999; HONDALUS; MOSSER, 1994). Com o avanco da doenca, ha
destruicdo do parénquima pulmonar com persisténcia de macrofagos intra-lesionais

repletos de R. equi (HONDALUS, 1997). Na mucosa entérica, em placas de Peyer e
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demais agregados linfoides, ha macréfagos contendo R. equi em meio a reagdo
piogranulomatosa e necrose linfoide (BROWN; BAKER; BARKER, 2007).

Foi demonstrado experimentalmente que na opsonizacdo com anticorpos
anticapsulares, houve aumento significativo da fusdo fagolisossomal com eliminagéo
das bactérias em macrdéfagos alveolares. Além disso, foi comprovado que o0s
macrofagos de equinos ndo expostos foram capazes de fagocitar, mas ndo eliminar as
bactérias infectantes em seis horas, em mais de 65% dos casos. Por outro lado, potros
sensibilizados pelo micro-organismo foram capazes de eliminar mais de 95% da carga
infectante no mesmo periodo. Ainda o mesmo experimento demonstrou que fatores
derivados de linfécitos sensibilizados foram responséaveis pelo aumento de 50% da
atividade em macrdfagos ndo expostos ao micro-organismo, e de 100% em macréfagos
expostos (HIETALA; ARDANS, 1987).

Ha infiltrado de numerosas células inflamat6rias com numerosos macréfagos,
culminando com a formacdo de granuloma. Apesar do efeito benéfico de conter o
agente, a reacao granulomatosa age de forma possibilita a perpetuacdo da infeccédo e
disseminacéo para hospedeiros suscetiveis (FLYNN; CHAN, 2005).

Compativel com sua classificacdo junto a bactérias dos géneros Mycobacterium e
Brucella, que sdo patdgenos intra-celulares, R. equi € suscetivel a fagocitose por células
polimorfonucleares, entretanto, sua residéncia no interior de fagossomos de macréfagos
impede o acesso de componentes do sistema imune, como proteinas do sistema
complemento e anticorpos (ELLENBERGER; KAEBERLE; ROTH, 1984).

A partir dos pulmdes o agente pode ganhar acesso ao trato gastrintestinal pela
degluticdo de secrecdo respiratoria contaminada. Aproximadamente metade dos casos
de pneumonia por R. equi cursa com enterocolite ulcerativa, enquanto que lesdes
entéricas sem lesGes pulmonares ocorrem com pouca frequéncia (JOHNSON;
PRESCOTT; MARKHAM, 1983a; ZINK; YAGER; SMART, 1986).

A infeccdo da mucosa entérica tem origem nas placas de Peyer e demais
agregados linfoides entéricos por meio das células M e ocasiona reacdo
piogranulomatosa dos agregados da mucosa e de linfonodos mesentéricos (GELBERG,
2012; HONDALUS, 1997). Em casos com les@es entéricas, existe uma correlagéo direta
entre a carga infecciosa e o desenvolvimento de enterite piogranulomatosa, pois a
reproducdo experimental da infeccdo entérica necessita inoculagdo oral repetida
(JOHNSON; PRESCOTT; MARKHAM, 1983Dh).
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R. equi também pode disseminar-se por via septicémica para outros locais,
ocasionando serosites, osteomielites, artrites septicas, abcessos renais, hipopio e outras
lesGes. Alguns casos de linfangite ulcerativa, celulite piogranulomatosa e abscessos
subcutaneos estdo relacionados com migracdo transcutanea de Strongyloides westeri
(HINES, 2007; GIGUERE; PRESCOTT 1997). Placentites e abortos também s&o
descritos na espécie, porém com frequéncia pouco representativa da ubiquidade do
organismo no ambiente (SZEREDI, 2006).

A polissinovite asséptica € uma lesdo decorrente de reacdo imunomediada que
pode ser constatada em aproximadamente um terco dos casos, especialmente nas
articulacdes tibio-tarsica e fémuro-tibio-patelar. A resposta inflamatoria observada
consiste em infiltrado linfo-plasmocitario com efusdo abundante intra-articular. Ha
nesses casos marcagdo da porcdo Fc de anticorpos equinos na regido perivascular da
membrana sinovial em exame de imunofluoréscencia (SWEENEY; SWEENEY;
DIVERS, 1987; GIGUERE; PRESCOTT, 1997). Enquadram-se na mesma categoria
patogénica, 0s casos de uveite imunomediada (CHAFFIN; MARTENS, 1997;
HEIDMANN; MADIGAN; WATSON, 2006).

2.5. Coinfeccdo por Pneumocystis sp. e Rhodococcus equi

A infeccdo por Pneumocystis sp.é uma das causas de pneumonia intersticial em
medicina veterinaria em que ha dano alveolar com perda de funcdo da unidade alveolo-
capilar. Em equinos a infeccdo é considerada rara e esta relacionada, na maior parte dos
casos com potros arabes acometidos por imunodeficiéncia combinada severa ou com
potros recebendo tratamentos imunossupressivos, normalmente associada com infecgédo
por adenovirus ou bactérias oportunistas (PERRON LEPAGE; GERBER; SUTER,
1999).

H& também mencdo de Rhodococcus equi como agente imunossupressor
envolvido na ocorréncia de pneumonia micética por Pneumocystis sp. (PERRON
LEPAGE; GERBER; SUTER, 1999). Entretanto ndo esta esclarecido qual a frequéncia
em que 0s agentes estdo associados em doencas respiratorias de potros, embora se saiba
em diferentes espécies de animais que a infeccdo pelo fungo estd associada com
diversos outras eventos imunossupressivos, como demodicose e cinomose em cées e
sindrome respiratéria e reprodutiva suina e circovirose em suinos (CASWELL;
WILIAMS, 2007).
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Mais de dez por cento dos humanos alberga Pneumocystis sp., que se torna um
patégeno oportunista quando a imunidade do individuo é comprometida. A infeccéo
ocorre associada com outras enfermidades, como nocardiose, actinomicose, aspergilose,
criptococose e infecgdo por citomegalovirus, assim como varios tipos de leucemia.
Criancas prematuras, pacientes debilitados ou recebendo terapia imunossupressiva e,
sobretudo pessoas com sindrome da imunodeficiéncia adquirida sdo candidatos a sofrer
de criptococose (RENSBURG, 2004).

Existe a suspeita de que animais, especialmente 0s cdes possam servir de
reservatorio da infeccdo por Pneumocystis sp. para humanos, que é contraida por
inalacdo do agente por um individuo suscetivel a partir de um hospedeiro acometido
(RENSBURG, 2004).

Em medicina veterinaria a enfermidade causada por Pneumocystis sp. pode ter
apresentacdo insidiosa e curso lento, porém eventualmente pode ocorrer de forma
stbita. Os principais sinais sdo tosse ndao produtiva, taquipneia, dispneia e taquicardia,
além de ligeira elevacdo de temperatura, leucocitose e leve eosinofilia (RENSBURG,
2004).

Macroscopicamente os pulmdes de potros acometidos por pneumocistose
apresentam-se firmes, vemelho-escuros e umidos. As alteracfes das paredes alveolares
derivam da proliferacdo de pneumdcitos tipo 2 e a luz alveolar h& deposicao de fluido
celular acidofilico. O fluido de edema com acimulo de nucleos cariorréticos, neutrofilos
e células gigantes preenchendo os alvéolos da origem ao aspecto de favos de mel
observado na microscopia (LONG, 2007).

Impregnacao das paredes cisticas por prata com métodos como a coloragdo de
prata metenamina de Gomori pode auxiliar no diagnéstico histologico, assim como o
uso do acido perodico de Schiff, que acentua o aspecto espumoso intra-alveolar
derivado da coloracdo das paredes do micro-organismo espacgadas pelo exsudato de
permeio (RENSBURG, 2004).

2.6. Imunidade

Se por um lado a consecucdo de uma exposicdo a R. equi é determinada pela
dose e viruléncia do inoculo, por outro a resposta imune do hospedeiro merece a mesma
atencdo. Partindo da premissa que virtualmente todos 0s potros séo expostos ao agente e

que a maioria ndo desenvolve sinais clinicos, somado ao fato que equinos adultos
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possuem imunidade protetora, surge a questdo de qual o mecanismo imunoldgico que
permite aos animais sublevar a infeccdo e tornarem-se imunes (HINES, 2007).

E importante a compreensdo de que se o macréfago néo ativado representa a
residéncia para R. equi, a forma ativada é decisiva para a eliminacdo do micro-
organismo. A producdo de interferon gama por linfécitos Thl e seu papel chave no
incremento respiratorio e producado de radicais de oxigénio e nitrogénio por macréfagos,
demonstra a necessidade de interacbes celulares complexas no combate efetivo ao
agente (DARRAH et al.,, 2000). Neutréfilos cumprem um papel importante na
eliminacdo precoce do micro-organismo como comprovado experimentalmente em
camundongos com deficiéncia induzida de neutrofilos que apresentaram concentracéo
bacteriana e severidade da doenca aumentadas (MARTENS et al., 2005).

A resposta mediada por anticorpos é considerada peca chave no combate a
infeccdo bacteriana do trato respiratério de potros, havendo mencéo a deficiéncia de
imunoglobulinas gerada pelo atraso na aquisicdo de resposta ativa apds o declinio dos
niveis de anticorpos maternos (PARADIS, 2006). A evidenciacdo de anticorpos ao
antigeno de viruléncia de R. equi na maioria dos potros aos trés meses de vida reforca o
papel da imunidade adquirida (TAKAI et al., 1996b).

Plasma hiperimune é capaz de prevenir ou reduzir a severidade das lesGes
induzidas por R. equi em potros infectados natural ou experimentalmente segundo
diversas pesquisas (HINES, 2007). O colostro de éguas vacinadas para R. equi, por sua
vez, ndo confere protecdo de mesma ordem que o plasma hiperimune, provavelmente
devido a auséncia de diversos componentes plasmaticos da resposta imune, como
proteinas do sistema complemento (PERKINS et al., 2001).

A resposta celular é indubitavelmente importante na eliminacdo de patégenos
intra-celulares como R. equi, sobretudo linfocitos T CD4+, como comprovado
experimentalmente. Camundongos transgénicos deficientes em linfocitos T CD8+
foram capazes de eliminar a infecgcdo, ao passo que aqueles deficientes em linfécitos T
CD4+ foram incapazes de elimina-la (KANALY; HINES; PALMER, 1993). O que nédo
destitui de importancia a atividade de linfocitos T CD8+ em associagdo com os demais
componentes celulares, ja que, a semelhanca do que ocorre com Mycobacterium
tuberculosis, esse grupo de linfdcitos realiza a lise dos macrofagos infectados
(CANADAY et al., 2001)

Analisando mais profundamente as celulas e os mediadores envolvidos na

infeccdo, constatou-se que a sub-populacdo Thldos linfocitos T CD4+ secreta interferon
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gama, ativador de macrofagos e e efetiva em eliminar a infeccdo. Enquanto Th2,
secretor de IL-4 promove a formacdo de granuloma com predominio de eosindéfilos e é
incapaz de eliminar o agente (KANALY; HINES; PALMER, 1995).

2.7. Sinais clinicos em equinos

Em potros, a forma de apresentacdo mais frequente consiste em
broncopneumonia supurativa cronica com massiva abscedagdo acompanhada de
linfadenite supurativa (GIGUERE; PRESCOTT 1997; ZINK; YAGER; SMART, 1986).
Na pratica clinica, o abundante exsudato muco-purulento nas vias respiratérias confere a
respiracdo 0 estertor caracteristico referido como “chocalhar” em inglés
(MUSCATELLO, 2007). Em casos cronicos pode haver tosse, respiracdo laboriosa e
crepitacdo humida a ausculta, por vezes associados com falha no desenvolvimento e,
frequentemente sem sinais de febre (RADOSTITS et al., 2005).

A difuséo lenta da leséo associada com a capacidade do animal em compensar a
progressiva perda de area pulmonar viavel dificulta o diagnostico precoce da infeccéo
pulmonar. Em estagios precoces sinais brandos de taquipnéia e febre muitas vezes nao
se fazem notar, o que permite que a enfermidade progrida, gerando um quadro crénico
agudizado, com sinais e lesdes severas (GIGUERE; PRESCOTT, 1997). Em casos com
curso agudo os potros podem ser encontrados mortos ou com dispneia intensa e febre
alta. Tais casos possuem prognéstico reservado (HINES, 2007).

Junto com a infeccdo por R. equi, as enfermidades respiratdrias mais frequentes
em potros a partir de um més incluem a “doenga do trato respiratorio indiferenciada”, a
infeccdo por Pneumocystis sp.e a “pneumonia broncointersticial atipica” (PARADIS,
2006). Além disso a infec¢cdo por R. equi pode vir acompanhada de outros patdgenos,
como Pneumocystis sp.(HINES, 2007). Na espécie equina a pneumonia por esse
eucarioto, quando ndo associada com casos de imunodeficiéncia combinada da raca
arabe, concorre com infeccdo por outros agentes em metade dos casos (PARADIS,
2002).

Nos casos de infeccdo entérica, os sinais clinicos podem incluir febre, depressao,
anorexia, perda de peso, célica e diarreia (GIGUERE; PRESCOTT, 1997; ZINK;
YAGER; SMART, 1986). Obstrucéo linfatica severa do trato gastrintestinal, associada
com aumento da concentracdo proteica do fluido peritoneal e hipoproteinemia, podem

desencadear ascite e conferir ao potro abdémen de aspecto pendular. O prognéstico
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nesses casos é desfavoravel, devido a extensa colite e linfadenite piogranulomatosas
(GIGUERE; PRESCOTT, 1997).

Claudicacdo leve e andar enrijecido podem ser indicativos de polissinovite
reativa, no entanto, muitos casos nao apresentam qualquer alteracdo de marcha e pouca
efusédo articular. Embora com frequéncia seja clinicamente pouco expressiva, a leséo
ocorre em muitos animais com infec¢do pulmonar por R. equi, € sua constatacdo em
potros entre um e seis meses € altamente indicativa da infec¢do pelo micro-organismo
(GIGUERE; PRESCOTT, 1997; RIBEIRO et al., 2002).

Clinicamente, o grau de claudicacdo distingue artrite séptica da forma
imunomediada, j& que a primeira normalmente mostra-se mais acentuada. Casos de
osteomielite por R. equi também podem cursar com claudicacdo e aumento de volume
local, eventualmente ocasionando artrite séptica ou celulite por contiguidade. Sinais
precoces de osteomielite vertebral, por sua vez, podem restringir-se a febre, letargia,
andar rigido, relutancia em se mover e resisténcia a palpacao. O diagndstico da leséo, no
entanto, muitas vezes s6 ocorre quando ha invasdo do espaco epidural com compressdo
da medula ou nervos (GIGUERE; PRESCOTT, 1997).

Em um estudo sobre apresentacdo clinico patoldgica extra-pulmonar da infeccéo
por R. equi, de 61 animais selecionados com a enfermidade, observou-se polissinovite
reativa em 30%, linfadenite abdominal em 28%, diarreia em 21%, tiflite ou enterocolite
em 16%, abscessos periféricos em 15%, uveite ou queratouveite em 11%, linfadenite
mediastinica em 10%, hipertermia decorrente do uso de eritromicina e rifampicina em
10%, osteomielite e sinovite séptica, ambas em 6,5%, piogranuloma hepético e
peritonite, ambas em 5% (CHAFFIN; MARTENS, 1997).

Com menos de 3% cada, foram vistos no mesmo estudo anemia hemolitica
imuno-mediada, pericardite, efusdo pleural, empiema de bolsas guturais, acometimento
neuroldgico, laringite piogranulomatosa, dermatite piogranulomatosa, sinusite séptica,
eflavio, pielonefrite, hiperlipemia e trombocitopenia imunomediada (CHAFFIN;
MARTENS, 1997). Além desses, sdo relatados casos de linfangite ulcerativa, celulite
piogranulomatosa, abscessos subcutaneos, panoftalmite, nefrite e abscessos renais
(GIGUERE; PRESCOTT, 1997).

Em equinos adultos, embora seja rara, a enfermidade pode sobrevir com
apresentacdo clinica semelhante a descrita em potros, envolvendo pulmdes, célon e
linfonodos associados, ou, com menor frequéncia, infeccdo de ferimentos (GIGUERE;
PRESCOTT, 1997). Foi sugerido que em casos letais de infeccdo por R. equi em
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equinos adultos, haja imunodeficiéncia semelhante ao que ocorre em humanos (ZINK;
YAGER; SMART, 1986). Em um caso de septicemia e pneumonia abscedativa em um
equino adulto foi constatada imunodeficiéncia combinada de origem desconhecida
(GIGUERE; PRESCOTT, 1997).

Diversos casos de aborto equino com isolamento de R. equi de pulmdes e
estdbmagos de fetos, assim como de vias de pari¢cdo de éguas em periodo pds-parto sao
descritos. No entanto, o0 agente ndo é considerado uma causa comum de aborto nessa
espécie e nem ha correlacdo entre a infeccdo genital da mée com infeccdo do potro
(ZINK; YAGER; SMART, 1986). A semelhanca do que ocorre em potros, a infecgio
fetal é ocasionada por amostras de R. equi portadoras VapA que incita resposta
inflamatdria piogranulomatosa a partir dos seis meses de gestacdo (SZEREDI et al.,
2006). Placentite piogranulomatosa associada com lesdes fetais também ja foi descrita
em infeccdes por R. equi (PATERSON-KANE; DONAHUE; HARRISON, 2002). Em
um estudo com 343 casos de aborto equino, apenas em dois foi constatado R. equi como
agente causal (SZEREDI et al., 2006).

O primeiro caso de aborto equino com isolamento de R. equi acompanhado de
lesBes caracteristicas de pneumonia piogranulomatosa demonstra de maneira definitiva
0 papel do micro-organismo como causa de aborto. A constatacdo do agente
exclusivamente em pulmdes e estdmago do feto sugere que o liquido amnidtico seja a
provavel porta de entrada. Embora essa propriedade ndo apresentasse outros casos
concomitantes da enfermidade, anos antes a égua fora acometida. Com isso soma-se a
hipGtese de infec¢do trans-cervical a possibilidade de um nodulo remanescente da
doenca clinica ter servido de abrigo para 0 micro-organismo até 0 momento da gestacao
(FITZGERALD; YAMINI, 1995).

Diagnostico diferencial da apresentacdo pulmonar deve incluir pneumonia
intersticial de causa viral ou indeterminada, imunodeficiéncia combinada de potros
arabes, infeccdo respiratéria por Streptococcus zooepidemicus, pneumonia parasitaria
por migracdo de larvas de Parascaris equorum e pneumonia por Pneumocystis
sp.(RADOSTITIS et al., 2007). Causas de diarreia em equinos da mesma faixa etaria
esperada para R. equi séo parasitismo por ciatostomineos, infecgdo por Salmonella spp.
e diarreia induzida por antimicrobianos (PIEREZAN et al., 2009a; RADOSTITIS et al.,
2007). A sinovite asséptica associada a lesdes pulmonares de R. equi deve ser
diferenciada de sinovites sépticas por S. zooepidemicus, Salmonella spp., do proprio R.
equi entre outras bactérias (RADOSTITIS et al., 2007).
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O prognostico desportivo para animais acometidos que se recuperam da infeccéo é
de diminuicdo da chance de competir em relagdo a populagdo geral. Entretanto o
desempenho dos animais quando adultos € similar para animais que contrairam infeccéo
pulmonar por R. equi enquanto jovens comparado com 0S que nao contrairam
(RADOSTIS et al., 2007).

2.8. Diagnostico

O diagnostico precoce € preconizado para 0 sucesso no tratamento da infeccéo
por R. equi, que ndo € responsivo aos antimicrobianos utilizados no combate de outros
agentes causadores de pneumonia. Além disso, é importante reduzir o estresse da
manipulacdo excessiva ao exame clinico, para evitar a que a queda de imunidade
predisponha os potros a pneumonia (PORTO; FERNANDES; BARREIRA, 2011a,b).

Contagem completa de células sanguineas, concentracdo de fibrinogénio e
proteinas plasmaticas devem ser realizados sempre que haja suspeita de pneumonia por
R. equi. Radiografia e testes soroldgicos auxiliam na deteccdo de lesdes pulmonares e
na discriminacdo da enfermidade, respectivamente. O diagndstico clinico definitivo,
entretanto é firmado por meio de exame citologico e cultivo bacteriano de secrecdo
respiratoria (GIGUERE; PRESCOTT, 1997).

H& evidéncia experimental de que entre as diferentes causas de pneumonia
abscedativa em potros, a que demonstra aumento mais expressivo na concentracao de
fibrinogénio plasmatico e de leucdcitos totais é a causada por R. equi. Com raras
excecdes, a hiperfibrinogenemia é o achado mais consistente, aléem disso, neutrofilia
com ou sem monocitose também sdo frequentes. A sobreposicdo de resultados,
entretanto, tornam esses exames pouco definitivos para animais individuais (GIGUERE;
PRESCOTT, 1997).

Em relacdo aos exames hematoldgicos, a concentracdo de leucocitos acima de
13000 ceélulas por pL possui sensibilidade de 95% e especificidade de 61% para
pneumonia por R. equi. A concentragcdo plasmética de fibrinogénio é menos util na
deteccdo de pneumonia por R. equi, e possui 91% de sensibilidade e 51% de
especificidade quando a concentragdo é de 400 mg/dL, enquanto que com valores de
600 mg/dL a sensibilidade é de 38% e a especificidade de 96% (RADOSTITS et al.,
2007). Além disso, o nivel de amiloide A sérico foi citado como parametro util para
determinacdo de melhora no tratamento para R. equi, por responder mais prontamente
que os demais parametros (HULTEN; DEMMERS, 2002).
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A contagem de células sanguineas totais permite simultaneamente a avaliacdo do
estado de hidratacéo e do estado imunitario do animal. Linfopenia persistente, de menos
que 1,0 X 10° linfécitos por litro de sangue, especialmente em potros arabes, pode ser
indicativo de imunodeficiéncia combinada equina e requer mais exames para firmar o
diagnostico. Também é citado que trombocitose pode estar associada com infec¢éo por
R. equi, porém a informagdo ndo se repete na literatura (GIGUERE; PRESCOTT,
1997).

Testes sorologicos, como a imunodifusdo radial e 0 ensaio imunoenzimatico
indireto (ELISA) possuem valor limitado para a detecgdo da infeccéo clinica, uma vez
que os anticorpos estdo difundidos na populacdo equina e ndo representam
necessariamente enfermidade (PORTO; FERNANDES; BARREIRA, 2011a,b). Apesar
da baixa sensibilidade e especificidade dos exames soroldgicos para R. equi, a detec¢do
dos niveis populacionais de anticorpos podem fornecer dados importantes sobre o nivel
de exposicdo de uma propriedade. Entretanto para o diagnostico individual os exames
podem resultar em sobre-estimacdo de diagndsticos positivos, e, a0 mesmo tempo um
retardo no diagndstico de casos verdadeiros (GIGUERE; PRESCOTT, 1997). O exame
de imunodifusdo em &gar gel (AGID), utilizado como teste de triagem de rebanhos
demonstrou sensibilidade de 62,5 % e especificidade de 75,9% (SELLON et al., 2001).

Radiografia toracica pode ser util na determinagdo da severidade e na avaliagdo
da resposta ao tratamento. Padrdo alveolar evidenciado, caracterizado por areas mal
definidas de consolidacdo focal, sdo as alteracdes radiograficas mais frequentes. Areas
nodulares mais bem definidas, por vezes com cavitagdo central, sdo indicativas de
abscedacédo, que deve ser diferenciada de pneumonia abscedativa por outros agentes,
como Streptococcus zooepidemicus, especialmente em potros com mais de trés meses
de idade (GIGUERE; PRESCOTT, 1997).

Linfadenopatia mediastinal, evidenciada radiograficamente por nodulagdes que
deslocam a traqueia dorsalmente, pode ser util na determinacdo progndstica, ja que
consiste em um achado frequente em animais que ndo se recuperam. Embora as
alteracOes radioldgicas tendam a ser mais severas em potros que evoluem para a morte,
ha casos em que lesbes acentuadas sdo vistas em animais que se recuperam e, portanto,
a radiografia ndo deve ser utilizada como unico critério para a realizacdo de eutanésia
(GIGUERE; PRESCOTT, 1997).

Em um estudo comparativo entre métodos de diagndstico de pneumonia causada

por R. equi e por outros agentes, avaliou-se a sensibilidade e especificidade de exame
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clinico, microbioldgico, radiolégico e hematoldgico. Foi concluido que, embora com
alguma sobreposicao de resultados, 0 exame clinico revela que potros com pneumonia
por R. equi sdo mais jovens e possuem taquipneia marcada (LECLERE et al., 2011).

Outras conclusdes do mesmo estudo apontam que a radiologia possui
sensibilidade de 71% e especificidade de 85%, enquanto o cultivo bacteriano do lavado
traqueal demonstrou ser altamente especifico (91%), mas pouco sensivel (35%) para
infeccdo por R. equi. Junto desse, a contagem de leucocitos com valores maiores que
20000 células/puL possui 86% de especificidade e a concentracdo de fibrinogénio
plasméatico maior que 700 mg/dL possui 92% de especificidade, demonstram-se
altamente sugestivos de infeccdo por R. equi em potros com pneumonia e que justificam
intervencdo com antimicrobianos (LECLERE et al., 2011).

Apesar das multiplas ferramentas de diagnostico atualmente reconhecidas, o
isolamento bacteriano a partir de aspirados tragueobronquiais mantem o status de
diagnéstico padrdo ouro na infeccdo por R. equi. Mesmo frente a testes mais avangados,
como a reacdo da polimerase em cadeia (PCR) do gene de viruléncia VapA e da
imunofluorescéncia indireta para o antigeno de 15 a 17 kDa, em um trabalho houve
melhor sensibilidade deteccdo de R. equi por isolamento do aspirado traqueobronquial
(ANZAI et al., 1997).

Por outro lado estudos mais recentes com amostras de fluido traqueal tem
revelado sensibilidade da PCR de 100%, muito superior ao valor de 57,1% para a
sensibilidade do cultivo bacteriano. A especificidade, porém ndo demonstra diferenca
consideravel entre os dois métodos, sendo de 90,6% para a PCR e de 93% para o cultivo
bacteriano (SELLON et al., 2001).

Provavelmente a sensibilidade da PCR do fluido traqueal seja superior em
decorréncia dos casos em que o cultivo bacteriano ndo é viavel, devido a utilizacéo de
antimicrobianos ou ao crescimento de outras bactérias patogénicas. Além disso, ha
casos em que a especificidade da PCR também pode ser superior, j& que a mesma €
capaz de discriminar entre amostras virulentas e avirulentas do agente (SELLON et al.,
2001). O uso de PCR quantitativo também tem demonstrado qualidades desejaveis,
como a analise de amostras altamente contaminadas, como fezes ou solo e a
quantificacdo simultanea do micro-organismo (HARRINGTON et al., 2005).

Exames clinicos diarios podem ser uma ferramenta importante para o controle

das manifestagdes clinicas de R. equi, pois a detec¢do precoce de sinais caracteristicos
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permite a realizacdo de exames complementares em tempo habil e tratamento com
maior indice de sucesso (DEPRA et al., 2001; GIGUERE; PRESCOTT, 1997).

A decisdo de realizar exames clinicos diarios, entretanto, deve ser tomada com
cautela, pois manipulacdo intensa dos potros pode acarretar em queda de imunidade e
predisposicdo a pneumonias (PORTO; FERNANDES; BARREIRA, 2011ab). Um
esquema de exames clinicos completos com ausculta tordcica duas vezes por semana
demonstrou ser eficiente em realizar diagnostico precoce e prevenir mortalidade em
uma propriedade endémica (GIGUERE; PRESCOTT, 1997).

O diagndstico post mortem pode ser firmado com o achado de lesdes macro e
microscopicas caracteristicas e amparado por exame bacteriolégico das amostras. O uso
de imuno-histoquimica anti-R. equi com anticorpos policlonais ou monoclonais pode
elucidar casos em que o cultivo bacteriano ndo tenha sido conclusivo, pois ndo ha
coloragdo histoquimica conclusiva para a demonstragdo da bactéria nos tecidos, sendo a
coloragdo de Gram e a de Ziehl-Neelsen apenas auxiliares no diagndstico (MARIOTTI
et al., 2000).

2.9. Achados patologicos

A lesdo pulmonar mais constante de infeccdo por R. equi consiste em
consolidacdo das porg¢des cranio-ventrais, que pode estender-se a todo o 6rgdo em casos
severos. Inicialmente os pulmdes podem ter o peso triplicado e conter maltiplos nédulos
de 1 a 10 cm de diametro, brancacentos, firmes com distribuicdo multifocal a
coalescente. Com a evolucdo, o centro dos nédulos torna-se friavel com caseifica¢do ou
liguefacdo. As porgdes internodulares do pulmdo estdo mais vermelhas e firmes,
correspondendo a atelectasia (JOHNSON; PRESCOTT; MARKHAM, 1983a;
CASWELL; WILIAMS, 2007).

O aspecto microscépico das lesdes pulmonares contraria a descrigdo usual das
lesbes de broncopneumonia supurativa com formacéo de abscessos. Em verdade os
nodulos encontrados nos pulmbes possuem infiltrado predominantemente
piogranulomatoso, em que se pode constatar células gigantes e inimeros macrofagos
degenerados contendo bactérias intracitoplasmaticas e com frequencia carecem de
capsula de tecido conjuntivo que caracteriza um abscesso (JOHNSON; PRESCOTT;
MARKHAM, 1983a; CASWELL; WILIAMS, 2007).

Os linfonodos brénquicos apresentam-se edematosos e aumentados em mais de

cinco vezes com superficie de corte de aspecto mosqueado de vermelho e creme, com
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areas focais de liquefacdo (JOHNSON; PRESCOTT; MARKHAM, 1983a). O aspecto
liquefeito dos linfonodos, de fato decorre da necrose caseosa e o infiltrado, inicialmente
encontrado nos seios subcapsulares e paracortex, € composto majoritariamente de
macrofagos e células gigantes contendo grandes quantidades de bactérias
intracitoplasmaticas, associado a edema e histiocitose de seio medular (CASWELL,;
WILIAMS, 2007; JOHNSON; PRESCOTT; MARKHAM, 1983a).

Pequenas Ulceras avermelhadas de até 1 ou 2 cm, recobertas por fibrina com a
periferia elevada constituem as lesGes tipicas da mucosa do colon e ceco.
Histologicamente ha infiltrado piogranulomatoso e necrose associados a centros
linfoides, ocasionando elevagdo focal da mucosa com ulceracdo central. A submucosa
adjacente pode estar edematosa e, na forma cronica pode haver obliteracdo da luz de
vasos linfaticos por macrofagos e eventuais células gigantes contendo bactérias
intracitoplasmaticas. Os capilares da submucosa, por sua vez, encontram-se repletos de
leucdcitos intra-luminais (JOHNSON; PRESCOTT; MARKHAM, 1983a; BROWN;
BAKER; BARKER, 2007).

A forma abdominal da enfermidade por vezes pode manifestar-se
exclusivamente como linfadenite mesentérica, em que os linfonodos se encontram
aumentados, palidos e com areas de necrose. Em casos extremos, as lesbes nos
linfonodos mesentéricos podem fazer lembrar abscessos com aderéncias as paredes
intestinais, devido ao aumento acentuado associado com massiva necrose caseosa ou
liquefativa (CASWELL; WILIAMS, 2007).

A excecdo das lesdes reativas, como observadas em polissinovites
imunomediadas, em que ha infiltrado linfoplasmocitario, as lesdes ocasionadas pela
bactéria sdo basicamente as mesmas em qualquer tecido. Desta forma, as lesdes
incitadas por R. equi em equinos, sejam elas artrites sépticas, osteomielites, linfangites,
entre outras, serdo compostas de infiltrado piogranulomatoso com bactérias no
citoplasma de macrdfagos associado a areas de necrose caseosa (PRESCOTT et al.,
1991).

2.10. Tratamento

A resisténcia natural testada in vitro a agentes antimicrobianos como cefalotina
(97%) e penicilina (83%) fornece por si s6 um dado importante na escolha da terapia. A
suscetibilidade in vitro de R. equi também é conhecida para diversos agentes, como
sulfametoxazol e trimetoprima (88%), tetraciclina (87%), cloranfenicol (83%), porém é
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pouco elucidativa sobre a aplicabilidade em animais vivos, como € o caso da
gentamicina, que apesar da atividade antimicrobiana efetiva em testes in vitro,
demonstra baixo sucesso no tratamento de casos clinicos (SWEENEY; SWEENEY;
DIVERS, 1987).

O fato de R. equi consistir em um patdgeno intra-celular facultativo que incita a
formagéo de piogranulomas, revela o motivo que o antimicrobiano possua boa
penetracédo tecidual e em macrofagos, assim como atividade em pH relativamente baixo
(HINES, 2007). Farmacos que preenchem tais requisitos e de concentracdo minima
inibitoria satisfatoria podem ser combinados para obter-se atividade sinérgica, como é o
caso da combinagdo de eritromicina e rifampicina (SWEEENEY; SWEENEY;
DIVERS, 1987).

A atividade de outras drogas como azitromicina e claritromicina tanto in vitro
como em pratica clinica demonstra bons resultados quando comparado com outras ja
conhecidas, como eritromicina (JACKS; GIGUERE; NGUYEN, 2003; HINES, 2007).
Possivelmente devido a estabilidade quimica e biodisponibilidade superiores nas duas
primeiras drogas (HINES, 2007).

A aquisicdo de resisténcia mais acelerada no uso de antimicrobianos como
eritromicina e especialmente rifampicina, justifica o uso de azitromicina, claritromicina
como alternativas terapéuticas. A resisténcia a eritromicina e rifampicina é adquirida
com maior velocidade, sobretudo quando as drogas sdo utilizadas como monoterapia,
somado ao fato de haver resisténcia cruzada entre antimicrobianos macrolidios. Além da
resisténcia, outras possiveis limitagdes podem opor-se ao tratamento com macrolidios e
rifampicina, como a ocorréncia de diarreia ou custos excessivos (HINES, 2007).

Peculiaridades em cada caso exigirdo tratamentos adicionais, como um terceiro
antimicrobiano em casos de coinfecgé@o por outro agente com diferente suscetibilidade e
tratamento de suporte que inclua nutricdo e hidratacdo adequadas, além de ambiente
fresco e ventilado. Broncodilatadores e oxigenoterapia também sdo indicadas em casos
com comprometimento respiratorio severo. Anti-inflamatérios ndo esteroidais devem
ser administrados com cautela visando diminuicdo da febre, melhora do estado geral e
do apetite. Terapia local devera ser utilizada em casos com acometimento extra-
pulmonar (HINES, 2007).
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2.11. Prevencéao

Medidas que acarretem em reducdo da carga de infeccdo e da disseminagéo do
agente no ambiente demonstram ser benéficas na diminuicdo da incidéncia da
enfermidade em estabelecimentos endémicos (DEPRA et al., 2001). O que implica em
reduzir a contaminacédo por fezes de equinos no ambiente, j& que as mesmas possuem 0s
requisitos para o crescimento acelerado do micro-organismo (HUGHES; SULAIMAN,
1987).

Tais mudancas de manejo traduzem-se em diminuicdo da densidade populacional
de reprodutoras, diminuicdo dos teores de poeira no ar, antecipacdo dos partos para o
inicio da temporada, visando a obtencdo de uma populagdo de potros com maior
maturidade imunoldgica a época em que haja maiores temperaturas e maiores niveis de
poeira no ambiente. O aumento da cobertura vegetal dos potreiros e locais de transito
dos animais possui o0 efeito de reduzir o teor de poeira do ar e prover bem estar as éguas
e potros (DEPRA et al., 2001).

A deteccdo precoce e isolamento de potros com infecgdo clinica é importante na
diminuicdo das perdas, prevencao da disseminacdo e reducdo das perdas econémicas em
propriedades enzodticas (GIGUERE; PRESCOTT, 1997). As sugestdes de formas de
abordagem clinica sdo sugeridas no topico de diagnostico.

A aplicagdo de plasma hiperimune por via intra-venosa pode conferir protegéo
aos potros, embora a idade ideal para realizacdo do procedimento seja varidvel entre
propriedades. Imunizacdo ativa dos potros, por sua vez, € uma area que grande
concentracdo de esforcos no sentido de criar linhagens atenuadas de R. equi, uso de
bacilo de Calmette-Guérin (BCG) recombinante que expresse 0 antigeno VapA, entre
outras (HINES, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Aspectos clinicos e epidemiolégicos

Foram estudados vinte casos de rodococose diagnosticados no Setor de Patologia
Veterinaria da UFRGS (SPV — UFRGS) entre janeiro de 1997 até janeiro de 2013.

As informacdes clinicas foram disponibilizadas pelos veterinarios que atenderam
cada caso. Realizou-se, também, visita a um estabelecimento de criagdo de equinos
onde a doenca é endémica para a obtencdo de dados clinico-epidemioldgicos e
observacao das instalacoes.

Coletaram-se oito amostras de solo de diferentes locais da propriedade. As
amostra foram congeladas e posteriormente encaminhadas para a realizacdo de exame
bacterioldgico seletivo para crescimento de R. equi. Em uma etapa posterior remeteu-se
a amostra para aplicacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase para a identificacdo do

gene de viruléncia.

3.2. Patologia macroscopica

Nas necropsias foram coletados e fixados em solucdo de formalina a 10%,
fragmentos de pulmdes, coracdo, estbmago, intestino delgado, ceco, célon, figado, rins,
bexiga, encéfalo, masculo esquelético globos oculares, cdpsulas articulares, medula
espinhal, pele e 0sso0s.

Para cultura microbiana foram utilizados suabes estéreis em lesdes planas ou
expostas e aspiracdo com seringa para nddulos de conteddo liquefeito e liquido sinovial
ou nodulos intactos de pulmdes e linfonodos.

As amostras foram remetidas imediatamente ou foram conservadas em
refrigeracdo para exame bacteriolégico no Laboratorio de Medicina Veterinaria
Preventiva da Faculdade de Veterinaria da UFRGS. Procedimento semelhante foi
adotado para remessa de material para exame micologico no Setor de Micologia
Veterinaria da UFRGS.

3.3. Bacteriologia
As amostras coletadas foram submetidas a cultivo bacteriano aerébio e

microaerdbio em meio agar sangue e suplementado com 5% de sangue ovino e agar

MacConkey. As amostras de casos clinicos foram incubadas a 37°C durante 24 a 120
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horas. As amostras de solo foram cultivadas em meio seletivo modificado para
crescimento de Rhodococcus equi, de acordo com a técnica descrita por Makrai et al.,
2005.

Realizou-se a identificacdo bacteriana através da observacdo macroscopica das
colénias e da morfologia microscopica. Foram realizados 0s seguintes testes
bioguimicos para confirmacdo da espécie do micro-organismo: deteccdo das enzimas
catalase, teste da oxidase, teste da oxidacdo e fermentacdo (OF), reducdo de nitrato,
hidrolise da uréia, fermentacdo de carboidratos e teste de CAMP, que identifica a
producdo de fator equi, determinante de hemolise sinérgica com bactérias produtoras de
esfingomielinase (QUINN et al., 2011; SILVA et al., 2012).

3.4. Estudo molecular (PCR)

Amostras de isolados de R. equi de trés casos clinicos dos anos 2011 e 2012,
todos provenientes da propriedade investigada e uma amostra isolada do solo desse
estabelecimento foram remetidas ao Laboratério de Bacteriologia da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria para realizacdo de exame de

Reacdo em Cadeia da Polimerase para o gene de viruléncia VapA.

3.5. Histopatologia

Apos fixacdo em solugdo formalina a 10% por aproximadamente 24 horas, 0
material coletado durante a necropsia foi processado rotineiramente e corado pela
técnica de hematoxilina e eosina (HE). Empregou-se a técnica de Brown-Hopps para
evidenciacdo e determinacdo de Gram das bactérias em tecidos com lesdo
piogranulomatosa. Em casos com suspeita de lesdo micética foi realizada a coloragéo de
prata metenamina de Grocott (PROPHET et al.,1992). Analisaram-se e registraram-se

as alteragdes histologicas de todas as amostras coletadas em exame de necropsia.

3.6. Imuno-histoquimica (IHQ)

Analise imuno-histoquimica para R. equi e Pneumocystes sp. foi realizada em
todos os pulmdes dos animais acometidos, mesmo quando ndo se constatou lesdo
macroscopica ou microscopica sugestiva de infeccdo pulmonar pelos agentes. Exame de
IHQ para R. equi nos linfonodos, intestinos, ossos e articulagbes com leséo
piogranulomatosa, assim como em articulagcbes com inflamacéo linfo-plasmocitaria e

nos olhos com deposicéo de fibrina.
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Para IHQ anti-R. equi utilizou-se como controle positivo o pulmédo de um potro
com lesBes piogranulomatosas tipicas e isolamento bacteriano de R. equi. Para teste de
reacao cruzada empregou-se uma amostra de rim de um equino com glomerulonefrite
neutrofilica em que foi isolado Actinobacillus equuli ssp. haemolyticus. Na IHQ para
Pneumocystis sp. foi utilizado como controle positivo o pulmdo de um suino com
pneumonia intersticial por circovirus e Pneumocystis sp.

Desses tecidos selecionados foram realizados cortes histologicos de 5um de
espessura, sobre laminas positivadas (Starfrost Sakura®). O anticorpo priméario
policlonal utilizado para deteccdo de R. equi foi produzido pelo Laboratério de
Imunologia do Centro de Biotecnologia da UFRGS a partir da inoculagdo do antigeno
de cepa ATCC de R. equi em coelhos. Para o teste imuno-histoquimico anti-
Pneumocystis sp. utilizou-se o anticorpo comercial Pneumocystis carinii (3F6): sc-
57980 (Santa Cruz Biotecnology®).

Ap0s serem secadas verticalmente em temperatura ambiente, as laminas foram
aquecidas em estufa a 60° C por 3 a 4 horas. Em seguida foram desparafinadas em xilol,
hidratadas em solugdes decrescentes de alcool etilico e lavadas em agua destilada. O
blogueio da peroxidase enddgena foi realizado pela incubacdo das laminas em solugéo
de peréxido de hidrogénio a 10% em metanol por 20 minutos em temperatura ambiente.

Para a recuperagdo antigénica os cortes da IHQ anti-Pneumocystis sp. foram
tratados com tripsina a 0,1% diluida em solucdo de tampdo fosfato salina (PBS) por
quinze minutos a 37°C, em camara Umida. Em seguida as laminas foram imersas em
solugéo de tampao citrato pH 6,0 e aquecidas em banho maria por 40 minutos a 96°C.
Enquanto que as laminas de IHQ anti-R. equi foram imersas em solugdo de tampéo
citrato pH 6,0 e aquecidas em micro-ondas, em trés ciclos de cinco minutos, sendo
adicionada a solugdo de tampd&o citrato para completar o volume, quando necessério,
entre os intervalos dos ciclos. Ao final, as laminas foram deixadas resfriando em
temperatura ambiente, por aproximadamente 20 a 30 minutos, imersas no tampao.

Para a reducdo das ligacGes inespecificas, os cortes foram tratados com leite
desnatado (Molico®) a 5% diluido em 4gua destilada durante 20 minutos & temperatura
ambiente. Os anticorpos primarios de R. equi e Pneumocystis sp.foram diluidos em PBS
na concentracdo de 1:1000 e de 1:50, respectivamente. Em seguida foram aplicados nos
cortes por 14 a 16 horas (overnight) a 4 °C, em cdmara Umida.

Posteriormente, utilizou-se anticorpo secundario biotinalado e solucgdo
streptavidina conjugada a peroxidase (kit LSAB-HRP, K0690, Dako®) por 20 minutos
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cada, a temperatura ambiente. As laminas eram entdo submetidas a uma solugéo
reveladora, que consistia no cromogeno 3,3-diaminobenzidina (kit DAB, K3468,
Dako®) para IHQ de R. equi e no cromdgeno 3-amino-9-etilcarbazol (AEC, K3469,
Dako®) para Pneumocystis sp.. Apés cada etapa as laminas foram lavadas trés vezes
com &gua destilada. Para IHQ de R. equi fez-se contracoloracdo com hematoxilina de
Harris por 20 segundos e lavagem em &gua corrente por 1-2 minutos, em seguida as
laminas foram desidratadas em graduac@es crescentes de alcool, clarificadas em xilol e
montadas com Entellan (Merck®). Para IHQ de Pneumocystis sp.realizou-se
contracoloracdo com hematoxilina de Mayer por 20-30 segundos, lavagem em &gua
corrente e montagem da lamina em meio aquoso (Ultramount Aqueous Permanent
Mounting Medium, $1964, Dako®).

4. RESULTADOS
4.1. Epidemiologia

Os casos analisados nesse trabalho foram submetidos & necropsia no SPV —
UFRGS a partir do ano de 1997 e eram provenientes de estabelecimentos de criacdo de
equinos do municipio de Porto Alegre. Dentre os vinte potros encaminhados para exame
post mortem no periodo de estudo, dezessete pertenciam a uma propriedade onde a
doenca era endémica. Na temporada em que ocorreu o0 surto, foram necropsiados oito
potros do estabelecimento entre 0 més de novembro de 2010 e abril de 2011, somados a
trés casos no ano de 2012. Os demais casos provenientes dessa propriedade ocorreram
de forma isolada, com no maximo dois 6bitos em um ano. Todas as necropsias foram
realizadas entre os meses de novembro e abril, com exce¢do de uma, realizada em
agosto.

Os potros da propriedade com o maior nimero de casos eram das ragas
Brasileiro de Hipismo, Holsteiner ou suas cruzas, sendo, por vezes, produtos de
transferéncia de embrido em éguas Percherdo. Dos trés animais restantes, cada um
pertencia a uma propriedade distinta, dois dos quais eram da raca Quarto de Milha e um
da raca Manga Larga Marchador. Foram afetados machos e fémeas na mesma
proporcdo e nenhum dos animais era castrado devido a idade. Os dados referentes a
raca, sexo e idade, assim como data de realizacdo da necropsia estdo representados na
Tabela 1.



Tabela 1: Dados gerais dos equinos necropsiados pelo Setor de Patologia Veterinaria
da UFRGS acometidos por Rhodococcus equi.

Caso Raca Sexo Idade Data dg

necropsia
01 Quarto de Milha fémea 2 meses 12/01/1997
02 NI* macho 2 meses 30/12/2004
03 NI macho 3 meses 24/03/2005
04 NI fémea 1 més e 15 dias 09/01/2006
05 NI fémea 1 més 03/02/2007
06 NI fémea 2 meses e 15 dias 26/04/2007
07 Quarto de Milha macho 2 meses 27/08/2007
08 NI fémea 1 més e 15 dias 28/11/2012
09  Manga Larga Marchador  macho 2 meses e 15 dias 14/04/2010
10 Holsteiner fémea 1 més e 15 dias 05/11/2010
11 NI macho 2 meses 22/11/2010
12 Holsteiner macho 1 més 27/12/2010
13 Holsteiner macho 2 meses e 10 dias 04/02/2011
14 Brasileiro de Hipismo fémea 2 meses e 15 dias 21/02/2011
15 Brasileiro de Hipismo macho 2 meses 05/04/2011
16 Holsteiner fémea 1 més e 22 dias 12/04/2011
17 Holsteiner macho 2 meses e 21 dias 29/04/2011
18 Holsteiner fémea 2 meses 03/03/2012
19 NI fémea 1 més e 10 dias 12/12/2012
20 NI macho 2 meses 18/12/2012

* NI: Ndo informado.
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A propriedade com o maior nimero de casos localizada na Zona Sul de Porto
Alegre foi visitada no final de abril de 2011 com finalidade de coletar dados e esclarecer
0 motivo da alta ocorréncia de casos clinicos de infec¢do por R. equi em potros pelo
segundo ano consecutivo. Dentre 35 potros nascidos na temporada, 25 desenvolveram
sinais de infec¢do por R. equi. Oito desses casos clinicos culminaram em morte nos
anos de 2010 e 2011 e trés no ano de 2012 e foram encaminhados ao SPV — UFRGS. A
populacéo de equinos adultos ndo apresentou problemas sanitarios relacionados.

Dedicado a cria de potros e atividades hipicas, a propriedade possuia 62 hectares
de &rea, 45 dos quais ocupados com animais, realizava em media, historicamente, 12
partos por temporada, com desmame aos seis meses. Nos ultimos seis anos, fémeas
prenhes de outras propriedades eram introduzidas, quando foi observada a emergéncia
de casos de rodococose. Nessa temporada foram introduzidas cinco fémeas prenhes na
propriedade. Segundo o veterinario, exame de imunodifusdo em agar gel revelou niveis
altos de anticorpos para R. equi nas éguas introduzidas e niveis baixos nas fémeas da
propriedade.

Antes do aparecimento da doenca os partos eram realizados com assisténcia em
baias de paricdo. Apds os primeiros casos da doenca, ha seis anos, 0s partos comegaram
a ser realizados em piquetes, ocorrendo casos esporadicos de animais com sinais, que,
em geral, apresentavam boa resposta ao tratamento convencional a base de azitromicina
e sulfa/trimetoprim por cerca de 15 dias.

Com a previsdo do aumento do nimero de pari¢fes, na temporada de 2010-2011
as éguas receberam duas doses de vacina comercial (Rhodovac®), a primeira aos 45
dias pré-parto e a segunda aos 15 dias. Os cinco primeiros potros da temporada ndo
apresentaram sinais de rodococose. Os vinte potros subsequentes apresentaram
hipertermia, aumento de fibrinogénio plasmatico, leucocitose ou outras alteracdes
sugestivas de infeccdo por R. equi.

Como medida de prevencdo de novas ocorréncias, 0s partos passaram a ser
realizados em baias individuais, para minimizar a exposi¢cdo dos potros ao ambiente
excessivamente contaminado. O tratamento a base de azitromicina nos animais
acometidos passou a ndo surtir o efeito desejado, havendo agravamento com
desenvolvimento de sinais respiratdrios em fases avancadas da enfermidade. Devido a
baixa eficacia do produto convencional, foi empregada eritromicina associada a

rifampicina e, posteriormente claritromicina. Mesmo com a ado¢do dos novos
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principios, os tratamentos tendiam a ser mais prolongados do que nas ocorréncias da

doenga em outros anos.

4.2. Sinais clinicos

Dez potros apresentaram hipertermia com amplitude de 40,5 a 44,0°C.
Normalmente a febre esteve presente intercorrente com os demais sinais, apresentando-
se crénica em casos de longa evolugdo. Fibrinogénio plasmético estava aumentado em
quatro casos. Em trés casos havia fraqueza, depressao e inapeténcia.

Sinais respiratorios foram referidos em dez casos e consistiram em secrecao
nasal, tosse ou dispneia severa. O curso variou de mais de trés semanas até um dia. Em
cinco casos foi mencionado aumento de volume articular, sobretudo das articulagdes
tibio-tarsicas. Apenas um caso apresentou claudicacdo do membro afetado. Em dois
casos houve paralisia dos membros pélvicos (casos 11 e 12).

Em trés casos havia opacidade da camara anterior. Um potro, no entanto, estava
aparentemente cego, mas nao exibia opacidade ocular. No dia do 6bito 0 mesmo
apresentou fraqueza extrema, andar em circulos, cambaleio e presséo da cabeca.

Trés casos cursaram com diarreia, um dos quais por aproximadamente duas
semanas. Em trés casos foi relatado subdesenvolvimento e ou baixo peso desde o
nascimento. Apenas dois animais ndao apresentaram qualquer sinal clinico de doenca
prévia. Em todos os casos foi instituido tratamento para R. equi, exceto os casos de

morte subita.

4.3. Achados de necropsia

O estado corporal dos potros a necropsia foi classificado em bom, regular e ruim
de acordo com o aspecto visual externo da carcacga. Trés animais apresentavam estado
corporal ruim (casos 6, 11 e 20), sete apresentavam estado corporal regular e, dez estado
corporal bom (Figura 1). Cinco casos apresentaram aumento de volume em articulagdes
apendiculares, sobretudo das articulagfes tibio-tarsicas, mas também da articulagéo

femuro-tibio-patelar e carpica.



41

meses, em bom estado corporal (caso 18).

Em trés casos havia fluido articular abundante, amarelado, translicido e de
viscosidade diminuida (casos 12, 18 e 20, Figura 2). O caso 13 apresentava fluido
articular aumentado e hemorragico (Figura 3) e hemorragias sistémicas. O caso 14
possuia aumento de volume na face medial da articulacdo tibio-tarsica do membro
pélvico direito e acentuado espessamento de capsula articular com fistula de
aproximadamente 5 cm de didmetro e conteudo friavel e avermelhada (Figura 4).

Figura 2. Infec¢do por R. equi em potros: articulacdo carpica com aumento
do liquido sinovial, coloracdo amarelada e perda de viscosidade (caso 18).
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Figura 3. Infeccdo por R. equi em potros: articulgéo tibio-tarsica com
aumento da quantidade de liquido sinovial de aspecto sanguinolento (caso
13).

Figura 4. Infeccdo por R. equi em potros: articulacdo tibio-tarsica
aumentada e fistulada com intensa fibrose e material caseoso (caso 14).

Os pulmdes apresentaram lesGes em 19 equinos. Observou-se nodulos de
coloracdo amarelada de alguns milimetros a 10 cm de didmetro, com distribui¢éo focal a
multifocal a coalescente (Figuras 5 e 6). O tamanho e a distribuicdo dos nodulos estao

representados na Tabela 2. Embora as areas de consolidacdo pulmonar iniciassem na
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regido cranio-ventral, os nddulos distribuiam-se de forma aleatoria por todos os lobos.

Um potro apresentou lesdes osteo-articulares sem envolvimento do sistema respiratério

(caso 14).

Figura 5. Infeccdo por R. equi em potros: pulmdes com nddulos
amarelados de 1 a 5 cm de didmetro com distribuicdo multifocal a
coalescente (caso 05).

Figura 6. Infeccdo por R. equi em potros: pulmbes com nddulos
amarelados de 3 a 10 cm de diametro, com distribuicdo multifocal e area de
coalescéncia em porcdo  cranio-ventral (caso  18). Linfonodo
traqueobrénquico moderadamente aumentado.
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O contetdo dos nddulos pulmonares apresentava-se caseoso a liquefeito
(Figuras 7 e 8), por vezes encapsulados, enquanto outros possuiam periferia indistinta
em meio a consolidacdo (Figura 9). Eventualmente constatou-se halos hiperémicos bem
demarcados. Consolidacdo cranio-ventral, caracterizada por consisténcia carnea e

coloragéo avermelhada foi constatada com variados graus de intensidade.
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Figura 7. Infeccdo por R. equi em potros: pulmdo com nodulo de
consisténcia firme e aspecto caseoso em superficie de corte.

Figura 8. Infecgéo por R. equi em potros: pulmdo com nddulo de
consisténcia flutuante e contetdo liquefeito.
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Figura 9. Infeccdo por R. equi em potros: superficie de corte de pulmdes
demonstrando mdltiplos ndédulos amarelados com diferentes distribuicdes: A)
distribuicdo multifocal com ndédulos bem delimitados e sem consolidacdo internodular.
B) distribuicdo multifocal com nodulos bem delimitados, regido internodular
consolidada e com edema de septos interlobulares. C) distribuicio multifocal a
coalescente em porcdo mediastinal; regido internodular consolidada e com edema de
septos interlobulares. D) distribuicdo multifocal a coalescente em porcéo ventral; regido
internodular consolidada.

N&o colabamento pulmonar difuso, caracterizado por com impressbes das
costelas, consisténcia firme e aumento do peso do 6rgdo, foi observado em um caso,
juntamente com consolidacdo cranio-ventral e formacdo de nédulo delimitado (caso 20,
Figura 10 e 11). O mesmo potro apresentou derrame pleural discreto de coloragdo
amarelada e pleura visceral opaca. Ambas as bolsas guturais do potro apresentavam-se
timpanizadas.

Outro potro que ao exame externo exibia secre¢do purulenta na cavidade oral,
apresentava exsudato purulento na luz de traqueia, brénquios e bolsas guturais, além de
fibras vegetais na luz de brénquios (caso 01). A cavidade toracica apresentava grande
quantidade de liquido sero-hemorragico com grumos de pus e fibrina e maultiplas
aderéncias na cavidade pleural. Além disso, havia nos pulmdes hemorragias petequiais e
sufusdes.

Em outro potro observou-se hemorragias petequiais e equimoticas com

distribuicdo difusa nos pulmdes (caso 13, Figura 12). Havia também hifema do globo



46

ocular direito, hemartrose na articulacéo tibio-tarsica esquerda e multiplas hemorragias
e edema no tecido subcutaneo, musculatura esquelética dos membros, cabeca e pesco¢o
(Figura 13).

~

Figura 10. Infecgdo por R. equi em potros: pulmdes ndo colabados,
pesados, com impressdes das costela e consisténcia firme (caso 20).

Figura 11. Infeccdo por R. equi em potros: pulmdes ndo colabados com
nodulo focal de aproximadamente 7 cm de diametro sobre a incisura cardiaca
do lobo cranial direito; porcdo cranial consolidada e com nodulagfes
amareladas pouco delimitadas entremeadas. Superficie pleural opacificada na
porcao dorsal dos lobos diafragmaticos (caso 20).
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Figura 12. Infeccao por R. equi em potrs: pulmdes com hemorragia
multifocal a coalescente (caso 13).

Figura 13. Infeccdo por R. equi em potros: hemorragia e edema difusos na
musculatura esquelética e tecido subcutaneo.

Em dois casos havia deposi¢cdo de material grumoso amarelado na camara
anterior dos globos oculares (casos 07 e 20, Figura 14). Um terceiro caso apresentava

material grumoso associado com sangue na camara anterior (caso 12).
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Figura 14. Infecgédo por R. equi em potros: camara anterior com deposicao
de material grumoso amarelado.

Em um caso havia pneumotérax acentuado com projecdo do diafragma para a
cavidade abdominal (caso 18, Figura 15), originado de uma lesdo sub-pleural,
evidenciada pela formacdo de uma bolha de gas de cerca de 10 cm de diametro (Figura
16 e 17) com aderéncias fibrinosas a lobos pulmonares adjacentes e liquido espesso,

acastanhado e turvo em gquantidade moderada na cavidade torécica.
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Figura 15. Infeccdo por R. equi em' botros: diafgma abldo,
pneumotorax (caso 18).
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Figura 16. Infecgao por R. eqU| em potros bolha de gas soba pleura do
lobo diafragmatico esquerdo (caso 18)

Figura 17. Infeccdo por R. equi em potros: pulmbes com o parénquima
exposto sob a area de enfisema (caso 18).

Um potro apresentou, na mucosa na traqueia, ligeiras elevacfes ulceradas de
aproximadamente 0,5 cm de didmetro de distribuicdo difusa, por vezes coalescente
(Figura 18).
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Figura 18. Infeccdo por R. equi em potros: traqueia com nodulos
amarelados, por vezes ulcerados, com cerca de 0,5 cm de diametro com
distribuicdo multifocal a coalescente (caso 03).

Nos casos 06 e 17 se constatou lesbes de candidiase na lingua e no eséfago,
caracterizada por erosdes da mucosa com formacédo de placas esbranquicadas de cerca
de 3 mm de espessura na superficie. No caso 06 envolvia também a por¢do aglandular
do estdbmago. No caso 17 havia leve hiperemia e formacdo de membrana amarelada na
mucosa do es6fago (Figura 19), extensas areas de ulceracdo na lingua (Figura 20),
além de hiperemia e formacdo de placas esbranquicadas em multiplas Ulceras de 0,2 a
0,5 cm de didmetro na traqueia.
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Figura 19. Infeccdo por R. equi em potros: mucosa esofagica hiperémica
com formacgdo de membrana amarelada e fridvel na superficie (caso 17).

Figura 20. Infeccdo por R. equi em potros: lingua com superficie dorsal e
lateral com extensas ulceras lineares profundas (caso 17).

Tiflocolite ulcerativa foi observada em cinco casos. O caso 06 apresentava
ulceracBes irregulares, pouco delimitadas em meio a mucosa acentuadamente
edematosa. O caso 17 apresentava ulceragdes coalescentes recobertas por delgada

membrana de fibrina e circundadas por halos hiperémicos (Figuras 21 e 23). O caso 18
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apresentava areas elevadas e bem delimitadas com centro ulcerado de 0,5 a 2 cm de
didmetro com distribuicdo esparsa (Figura 22). O caso 11 possuia areas elevadas e
delimitadas por vezes ulceradas e com halos hiperémicos de 1,0 cm de diametro de
distribuicdo difusa e mucosa edematosa. O caso 10 possuia areas elevadas e delimitadas
de aproximadamente 0,1 cm de didmetro de distribuicdo difusa e mucosas ceco-cdlicas
avermelhadas.

No caso 13 havia erosdes e ulceracdes da mucosa do terco final do intestino
delgado com contetdo sanguinolento livre na luz, além de aumento acentuado de
linfonodos mesentéricos com material caseoso a liquefeito e extensas areas de aderéncia

ao figado, ao pancreas e ao c6lon maior.

Figura 21. Infeccdo por R. equi em potros: ceco, mucosa com Ulceras
irregulares multifocais a coalescentes com periferia hiperémica e deposicéo
de fibrina na superficie (caso 17).
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Figura 22. Infeccdo por R. equi em potros: célon, mucosa com areas

elevadas e bem delimitadas de 0,5 a 2 cm de diametro com centro ulcerado
(caso 18).

Dez potros apresentaram linfadenite, sendo cinco casos com envolvimento de
linfonodos traqueobrénquicos e oito casos com envolvimento de linfonodos
mesentéricos. Os linfonodos estavam aumentados e com conteudo liquefeito a caseoso
(Figura 6). Havia casos em que os linfonodos cecais e colGnicos eram 0s mais
acometidos (Figuras 23, 24 e 25) e outros cujos linfonodos mesentérios apresentavam-
se fusionados.

Em dois casos havia também evidenciacdo dos vasos linfaticos na serosa
intestinal (casos 06 e 16, Figura 19). Em ambos 0s animais constatou-se intenso edema
da parede de ceco e colon. Entretanto, edema de colon também pdde ser observado em
um caso sem constatacdo de lesdo ulcerativa da mucosa ou evidenciagdo dos vasos
linfaticos, mas com severo acometimento de linfonodos mesentéricos, em que 0s
mesmos estavam aumentados, fusionados e com centro caseoso (caso 20).

Transudagdo peritoneal intensa de fluido amarelado opaco com grande
quantidade de fibrina foi observada no caso descrito anteriormente. O montante de
liquido atingiu tal nivel de pressdo na cavidade abdominal que promoveu a projecao de
uma bolsa de peritonio através do anel umbilical, que se salientou externamente a

semelhanga de uma hérnia umbilical preenchida unicamente por transudato.



Figura 23. Infeccdo por R. equi em potros: linfonodos cecais e colénicos
acentuadamente aumentados e hiperémicos; mucosa do ceco com Ulceras
irregulares multifocais a coalescentes recobertas por fibrina (caso 17).

Figura 24. Infeccdo por R. equi em potros: linfonodos cecais e coldnicos
acentuadamente aumentados (caso 06).
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Figura 25. Infeccdo por R. equi em potros: linfonodos cecais
acentuadamente aumentados; superficie serosa de ceco e coélon com
evidenciacdo dos vasos linfaticos; superficie mucosa com edema intenso e
Ulceras multifocais de contorno irregular pouco delimitadas (caso 06).

Outras alteracBes observadas em cavidade abdominal ou trato digestério sem
associacdao direta com a infeccdo incluiam, em um caso, exsudato peritoneal em
quantidade moderada associado com invaginacao jejuno-ileal, de aproximadamente 35
cm, com necrose, hemorragia e congestdo acentuada do segmento (caso 01). Um
segundo caso apresentou hérnia inguinal esquerda contendo segmento de intestino
delgado de 15 cm de extensdo sem alteracdes circulatérias (caso 09). Em outro potro
observou-se hiperemia acentuada da mucosa do intestino delgado e contetdo liquefeito
ao longo do intestino delgado e grosso com edema da parede e moderada quantidade de
fibrina sobre a mucosa (caso 19).

Lesdes dsseas foram observadas em trés casos. No caso 11, a segunda vértebra
lombar estava com o corpo preenchido por material caseoso amarelado e consisténcia
Ossea reduzida, além disso, a medula espinhal adjacente estava comprimida (Figura
26). No caso 14 havia nodulo de 20 cm de didmetro na lateral do pescoco,
imediatamente caudal ao ramo esquerdo da mandibula (Figura 27). A leséo consistia
em um grande abscesso repleto de liquido acastanhado com destruicdo da asa esquerda
do atlas (Figuras 28 e 29).



Figura 26. Infecgdo por R. equi em potros: coluna vertebral com segunda
vértebra lombar de coloracdo amarelada e consisténcia friavel em superficie
de corte; canal medular invadido por material liquefeito e medula espinhal
comprimida.

Figura 27. Infeccdo por R. equi em potros: potro com aumento cervical
delimitado, imediatamente caudal ao ramo esquerdo da mandibula de
consisténcia macia e contorno esférico (caso 14).
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Figura 28. Infeccdo por R. equi em potros: abscesso de aproximadamente
20 cm de didmetro com cépsula incisada, exibindo liquido acastanhado no
interior (caso 14).

Figura 29. Infeccdo por R. equi em potros: superficie de corte transversal
do atlas exibindo aspecto esbranquicado e fridvel da asa esquerda com
destruicdo 0ssea e formac&o de capsula de tecido conjuntivo na regido ventro-
lateral (caso 14).

No caso 17 havia lesdo nodular de cerca de 5 cm de didmetro com

aproximadamente 0,5 cm de elevagdo na superficie pleural da jungdo costo-condral da
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terceira costela esquerda, que apresentava perda da consisténcia e material caseoso
amarelado no cortex e medula (Figuras 30 e 31).

Figura 30. Infeccdo por R. equi em potros: superficie pleural da juncéo
costo-condral da terceira costela esquerda com nodulo de cerca de 5 cm de
didmetro e aproximadamente 0,5 cm de elevacéo (caso 17)

Figura 31. Infeccdo por R. equi em potros: superficie de corte da
extremidade esternal da terceira costela esquerda: medular de coloragéo
amarelada e consisténcia fridvel. Periferia amarelada e liquefeita.



Tabela 2: AlteracGes macroscopicas em potros acometidos por Rhodococcus equi.

Caso

Lesbes do trato respiratorio e cavidade toracica

LesOes extrapulmonares

01

02

03

04

05

Pulmdes: multiplos nodulos; areas multifocais de edema e
congestdo com hemorragias petequiais e sufusivas. Traqueia e
brénquios: exsudato purulento e fibras vegetais em pequenos
brénquios. Cavidade toréacica: grande quantidade de liquido
sero-hemorragico com grumos de pus e fibrina. Aderéncias
pleurais multifocais.

Pulmdes: moderada quantidade de nodulos de 2 a 4 cm de
didametro com distribuicdo multifocal esparsa, por vezes pouco
delimitados.

Pulmdes: poucos nodulos esparsos com cerca de 4 cm de
didmetro e edema de septos interlobulares. Traqueia: mucosa
com Ulceras de aproximadamente 1 a 5 mm de didmetro, de
periferia brancacenta e elevada com distribuicdo multifocal
coalescente.

Pulmdes: poucos ndédulos de 2 a 5 cm de didmetro com
distribuicdo multifocal esparsa e hemorragias petequiais
periféricas.

Pulmdes: grande quantidade de nodulos de 1 a 5 cm de
didmetro com distribuicio multifocal a coalescente
especialmente na porcdo cranio-ventral, alguns com halos
hiperémicos.

Cavidade abdominal: hidroperitdbnio moderado. Intestino
delgado: invaginacdo jejuno-ileal de aproximadamente 35 cm
com necrose hemorragia e congestdo acentuadas.. Bolsas
guturais: discreta quantidade de exsudato purulento

Rins: manchados de vermelho e branco. Bago: aumentado.

Baco: aumentado.

SIA*

Linfonodos mesentéricos e traqueobrénquicos: aumentados e
liquefeitos.
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Tabela 2 - AlteragBes macroscopicas em potros acometidos por Rhodococcus equi (Continuacao).

Caso Lesdes do trato respiratério e cavidade toracica

LesOes extrapulmonares

06

07

08

09

10

11

Pulmdes: moderada quantidade de nodulos de 1 a 5 cm de
didametro com distribuicdo multifocal a coalescente alguns com
halos hiperémicos.

Pulmdes: poucos nddulos de 2 a 3 cm de diametro com
distribuicdo multifocal esparsa, pesados e de coloragdo
vermelha.

Pulmdes: moderada quantidade de nodulos de 1 a 4 cm de
didmetro com distribuicdo multifocal esparsa apresentando
halos hiperémicos.

Pulmdes: um nodulo de 3 a 4 cm de diametro em cada um dos
lobos diafragmaticos, consolidagdo cranio-ventral.

Pulmdes: moderada quantidade de nodulos de 2 a 3 cm de
didmetro com distribuicdo multifocal. Cavidade toréacica:
pequena quantidade de liquido transltcido amarelado.

Pulmdes: poucos nddulos esparsos com cerca de 2 a 3 cm de
didmetro e consolidacédo cranio-ventral.

Linfonodos cecais e colbnicos: acentuadamente aumentados e
liquefeitos. Ceco e colon: edema intenso, mucosa ulcerada e
evidenciacdo de vasos linfaticos na serosa. Lingua, eséfago e
estdmago: Ulceras recobertas por fibrina.

Olhos: camara anterior com material fibrinoso. Linfonodos
mesentéricos: aumentados.

Intestino delgado: grande quantidade de petéquias em diferentes
segmentos.

Linfonodos traqueobrdnquicos: nddulo liquefeito de 4 a 5 cm
de diametro. Hérnia inguinal com intrusdo de segmento de
intestino delgado com 15 cm de extensdo sem alteragdes
circulatorias.

Célon e ceco: mucosa avermelhada com nodulacdes
brancacentas de aproximadamente 0,1 cm, distribuidas por toda a
extensdo da mucosa.

Colon e ceco: mucosa com nodulos de até 1,0 cm de diametro,
por vezes ulcerados. Linfonodos colicos: moderadamente
aumentados. Segunda vértebra lombar: destruicdo 6ssea com
substituicdo por material caseoso infiltrando o canal medular.
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Tabela 2 - Alteragdes macroscopicas em potros acometidos por Rhodococcus equi (Continuacao).

Caso Lesdes do trato respiratorio e cavidade toracica

Lesdes extrapulmonares

12

13

14

15

Pulmdes: moderada quantidade de nodulos de 1 a 7 cm de
didmetro bem delimitados com distribuicdo multifocal esparsa
e extensa consolidacédo cranio-ventral.

Pulmdes: poucos nodulos esparsos de 4 a 5 cm de diametro,
hemorragias petequiais disseminadas.

SIA*

Pulmdes: grande quantidade de nodulos de 3 a 10 cm de
didmetro com distribuicdo multifocal a coalescente com halos
hiperémicos, lobos crénio-ventrais massivamente
consolidados. Cavidade toracica: liquido transllcido
amarelado em moderada quantidade.

Articulacdes femuro-tibio-patelares e tibio-tarsicas: aumento
de volume e perda da viscosidade do liquido sinovial. Olhos:
camara anterior com sangue e material fibrinoso.

Tecido subcutaneo, musculatura esquelética, serosa vesical:
extensas areas multifocais de hemorragia. Olho direito: hifema.
Articulagbes tibio-tarsicas: moderado aumento de volume e
perda da viscosidade do liquido sinovial de cor vermelha.
Linfonodos hepéaticos e mesentéricos: acentuadamente
aumentados, com material caseoso e &reas de aderéncia ao
figado, péncreas e segmentos do cdlon maior. Linfonodo
tragueobrénquicos: aumento moderado. Intestino delgado:
terco final com erosdes e ulceracbes da mucosa e contetdo
sanguinolento.

Coluna vertebral cervical: nodulo de conteudo liquefeito
acastanhado com aproxidamente 20 cm de diametro com
destruicdo da asa do atlas. Articulacédo tibio-tarsica direita:
fibrose de cépsula articular com fistula e conteldo castanho
friavel.

Estdmago: porcdo aglandular extensamente ulcerada.
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Tabela 2 - Alteragdes macroscopicas em potros acometidos por Rhodococcus equi (Continuacao).

Caso

Lesdes do trato respiratorio e cavidade toracica

Lesdes extrapulmonares

16

17

18

Pulmdes: moderada quantidade de nodulos de 2 a 7 cm de
didmetro com distribuicio multifocal a coalescente
especialmente na porcao cranio-ventral.

Pulmdes: moderada quantidade de nddulos de 1 a 10 cm de
diametro com distribuicdo multifocal a coalescente,
evidenciagdo de septos interlobulares e &reas de atelectasia.
Traquéia: mucosa com leve hiperemia e multiplas Ulceras de
0,2 a0,5 cm de didmetro. Cavidade torécica: nddulo de 5 cm
de diametro salientando-se sobre a superficie pleural da juncao
costo-condral da segunda costela esquerda.

Pulmdes: moderada quantidade de nddulos de 3 a 10 cm de
diametro de distribuicdo multifocal a coalescente, sobretudo
em lobo crénio-ventral direito e acessorio; areas atelectasicas
periféricas; lobo diafragmatico esquerdo com colecdo de ar
sob a pleura visceral em area de aproximadamente 10 cm de
didmetro, aderéncias fibrinosas focais. Cavidade toricica:
pneumotdrax acentuado e quantidade moderada de liquido
espesso vermelho-acastanhado turvo.

Linfonodos mesentéricos: ligeiramente aumentados e com
liquefacdo central. Cdlon: mucosa com pregas espessadas e
vermelhas.

Lingua: epitélio com extensas areas ulceradas. Es6fago: mucosa
com leve hiperemia e deposicdo de fibrina. Estémago: porc¢édo
aglandular com mudltiplas ulceras de 0,5 a 1 cm de didmetro.
Linfonodos coldnicos e cecais: acentuadamente aumentados,
hiperémicos, firmes e com conteudo caseoso. Colon e ceco:
mucosa com multiplas Glceras de 0,5 cm de diametro recobertas
por fibrina e com bordos elevados. Serosa com vasos linfaticos
evidentes. Intestino delgado: grande quantidade de Parascaris
sp. na luz. Parede tor4cica: nédulo de 5 cm de didmetro com
destruicdo da extremidade esternal da 32 costela esquerda.

Linfonodos traqueobronquicos: moderadamente aumentados
com exsudato caseoso. Cdlon maior: mucosa com nddulos
umbilicados de 0,3 a 1,0 cm de didmetro. Articulacdo carpica:
liquido sinovial aumentado, amarelado e menos viscoso.
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Tabela 2 - Alteragdes macroscopicas em potros acometidos por Rhodococcus equi (Continuacao).

Caso Lesdes do trato respiratorio e cavidade toracica

Lesdes extrapulmonares

19 Pulmdes: um nodulo de 2 cm de didmetro em lobo
diafragmatico direito. Restante do parénquima nédo colapsado e
congesto. Cavidade toracica: hidrotorax discreto (300 ml).

20 Pulmdes: um nodulo de 7 cm de didmetro bem delimitado
sobre a incisura cardiaca do pulmédo esquerdo e multiplos
nodulos pouco delimitados coalescentes nos lobos créanio-
ventrais. Restante de ambos os pulmdes ndo colapsados, com
impressdao das costelas, de consisténcia carnea difusa e
superficie pleural com aspecto opaco.

Intestino delgado: congestdo acentuada da mucosa. Linfonodos
mesentéricos e colbnicos: moderadamente aumentados e
congestos. Coélon: contetdo liquefeito no limen, com hiperemia
acentuada da mucosa, edema da parede e moderada quantidade
de fibrina sobre a mucosa. Ceco: contetdo intestinal liquido de
coloracdo amarelada e mucosa hiperémica. Estbmago: mucosa
congesta. Figado: moderadamente congesto.

Mesentério: nddulo de 8x6x5 cm, superficie de corte
esbranquicada de consisténcia firme apresentando septos. Olhos:
material fibrinoso ocupando a camara anterior. Articulactes dos
membros: acentuado aumento de do liquido sinovial com perda
de viscosidade. Cavidade abdominal: moderada quantidade de
liquido amarelado opaco com abundantes filamentos de fibrina.
Estbmago: erosdes lineares na por¢édo glandular, hiperqueratose
discreta. Coracdo: atrofia gelatinosa da gordura do epicérdio,
auricula direita com placas esbranquicadas (mineralizacdo) na
superficie epicardica. Endocardio parietal e valvular do
ventriculo esquerdo com placas esbranquicadas quebradicas
(mineralizag&o).

*S/A: sem alteracoes.

€9



64
4.4, Histopatologia

Os nodulos multifocais a coalescentes apresentavam, microscopicamente,
extensas areas de necrose com infiltrado piogranulomatoso (Figura 32) composto por
abundantes neutrofilos, macrdéfagos e células gigantes do tipo Langhans e de corpo
estranho. Muitas vezes as células fagocitarias continham pequenos cocos intra-
citoplasmaticas visiveis em coloracdo de HE (Figura 33). A coloragdo de Brown-Hopps
revelou marcacdo Gram positiva das bactérias (Figura 34). Frequentemente as células
fagocitarias também continham neutroéfilos e outras células degeneradas em profusdo no

citoplasma (Figura 35). As areas eram circundadas por tecido conjuntivo.

i N S “k\ﬁ\\f\‘;\\ 1Y
Figura 32. Infeccdo por R. equi em potros: pulmdo com extensa area de
necrose com infiltrado piogranulomatoso focal (seta); area adjacente com
atelectasia e abundante infiltrado de neutrofilos e macrofagos (*).
Hematoxilina e eosina (HE), obj. 4x.
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Figura 33. Infeco porR. equi em potros: pulméo com abundante
infiltrado piogranulomatoso composto por neutrofilos e macréfagos com
citoplasma repleto de bactérias (setas) HE, obj. 20x.

Figura 34. Infeccdo por R. equi em potros: pulmdo com inUmeros
macrofagos contendo pequenos cocos Gram positivos (setas). Coloracdo de
Brown-Hopps, obj. 40x.
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piogranulomatoso com célula gigante tipo corpo estranho. Observa-se células
degeneradas no citoplasma da célula fagocitaria (seta) HE, obj. 40x.

No parénquima pulmonar externo aos nodulos também havia infiltrado de
neutrofilos, macrofagos e células gigantes na luz de alvéolos, brénquios e bronguiolos,
caracterizando uma broncopneumonia piogranulomatosa. Os capilares alveolares
apresentavam grande quantidade de neutrofilos e trombos de fibrina, mas apenas dois
casos apresentaram infartos.

Edema de septos interlobulares, atelectasia, congestdo, edema alveolar com
variavel quantidade de fibrina e eventual formacdo de membranas hialinas foram
achados em diferentes graus. Havia espessamento de paredes alveolares em cinco casos
(casos 4, 5, 12, 17 e 20) decorrente da proliferacdo de pneumacitos tipo 2 e, ou da
infiltracdo de macrdfagos.

No caso 20, alem do espessamento havia calcificacdo difusa de septos alveolares
e de parede de artérias (Figura 36). Também foi observado mineraliza¢do difusa de
fibras colagenas do endocardio ventricular e epicardio da auricula, além de
mineralizacdo multifocal do miocardio com infiltrado inflamatério predominado por
macrofagos.
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mineralizacdo de septos alveolares com infiltrado predominantemente
neutrofilico e intensa deposicao de fibrina intra-alveolar. HE, obj. 20x.

No caso 3 constatou-se, na mucosa e submucosa da traqueia, infiltrado
piogranulomatoso multifocal com macréfagos com grande quantidade de bactérias
intra-citoplasmaticas e ulceracédo superficial.

Na traqueia e esdfago do caso 17, assim como no estdmago do caso 06, havia
necrose multifocal da mucosa com infiltrado inflamatorio predominantemente
neutrofilico, deposicdo de fibrina e debris celulares, em associagdo com leveduras e
hifas coradas pela prata metenamina de Grocott, compativeis com Candida sp.

Nos casos com acometimento de ceco e célon havia infiltrado piogranulomatoso
composto por numerosos neutrofilos, macréfagos e células gigantes contendo grandes
quantidades de bactérias intra-citoplasmaticas com ulceracdo focal da mucosa,
associado a agregados linfaticos da submucosa. Os vasos linfaticos da submucosa e
serosa, também se apresentavam repletos de neutrdfilos, macréfagos e células gigantes
por vezes contendo bactérias intra-citoplasmaticas. Da mesma forma, os linfonodos
coldnicos, cecais e mesentéricos que demonstravam-se macroscopicamente aumentados,

liquefeitos ou caseosos possuiam infiltrado piogranulomatoso e extensa necrose central.
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O caso 19 apresentava, no intestino grosso, necrose superficial da mucosa com
colbnias bacterianas e escassos filamentos de fibrina. Nas criptas e glandulas de
Lieberkiihn havia neutréfilos degenerados na luz (abscesso de criptas), neutrofilos entre
as celulas epiteliais, edema e hiperemia marcada da submucosa e congestdo acentuada
do intestino delgado. O caso recebeu diagndstico morfologico de colite fibrino-
necratica.

Os casos 7 e 20 apresentaram deposicao de fibrina na cdmara anterior dos globos
oculares, o caso 12 apresentava fibrina associada com hemaécias e o caso 13, grande
quantidade de hemacias.

Os casos 12, 13 18 e 20 apresentaram, nas articulac@es, infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario e intensa proliferacdo das células de revestimento sinovial, por vezes
contendo necrose. O caso 13 apresentava também intensa hemorragia em meio ao tecido
conjuntivo fibroso da céapsula articular. O caso 20 apresentava também producdo de
matriz mixomatosa. O caso 14 apresentava intensa proliferacdo de tecido conjuntivo
fibroso com abundante infiltrado piogranulomatoso contendo macrofagos com inumeras
bactérias.

No caso 14, a primeira vértebra cervical apresentava extensa necrose e infiltrado
piogranulomatoso com macréfagos contendo miriades bacterianas, circundado por
tecido conjuntivo fibroso e destruicdo éssea. No caso 11, a segunda vértebra lombar
apresentava destruicao 6ssea com infiltrado piogranulomatoso que se estendia ao espacgo
epidural. A medula espinhal adjacente apresentava acentuada degeneracdo Walleriana e
gliose. O caso 17 apresentava, na costela, infiltrado piogranulomatoso e destruicdo
6ssea com envolvimento da musculatura intercostal adjacente.

Outros oOrgdos apresentavam grande quantidade de neutréfilos e trombos de

fibrina intravasculares, sobretudo os sinusoides hepaticos e vasos meningeanos.

4.5. Exames microbiologicos

O exame bacteriolégico revelou crescimento de Rhodococcus equi em quinze
entre vinte casos. Nos demais houve crescimento de micro-organismos contaminantes
ou auséncia de crescimento bacteriano.

No caso 14 houve crescimento de R. equi do abscesso de vertebra cervical e da
articulagdo tibio-tarsica direita. No caso 20 também houve isolamento de R. equi de

liquido sinovial. Nas demais amostras de liquido sinovial ndo houve crescimento
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bacteriano. O exame bacteriolégico do solo da propriedade endémica revelou
crescimento de R. equi na amostra do piquete de suplementacdo dos potros. Nos casos
17 e 19 também houve isolamento de Salmonella sp. de amostras intestinais.

O isolado de R. equi do caso 16 revelou resisténcia a azitromicina e eritromicina.
Ambos os antimicrobianos sdo considerados de eleicdo para tratamento de R. equi e
foram empregados em casos de rodococose na propriedade. Outros oito principios
foram testados e obtiveram resultado satisfatorio em inibir o crescimento bacteriano.

Nos casos 06 e 17 obteve-se isolamento de Candida albicans das mucosa
esofagica e lingual. Também houve isolamento de Aspergillus fumigatus em amostra
pulmonar, lingual e esofagica, além de Cladosporium sp. em amostra pulmonar do caso
06, porém, devido a auséncia de estruturas e lesdes microscopicas compativeis com 0s
micro-organismos a constatacdo em exame micoldgico foi interpretada como

contaminagéo.

4.6. PCR

Os isolados de R. equi de lesdes piogranulomatosas dos casos 15, 17 e 18 foram
todas positivas para o gene de viruléncia VapA em exame de PCR. O isolado de solo do
piquete de suplementacgdo alimentar dos potros, por outro lado, ndo revelou o mesmo

gene (Figura37).

CTP R504 R504 R1016 R1016 R539 R539 R1224 R1224 R900 R900 CTN CTN

vapA RG vapA RG vapA RG vapA RG vapA RG vapA RG vapA

Figura 37. Infec¢do por R. equi em potros: PCR para identificacdo do género
Rhodococcus e do gene de viruléncia VapA. RG: marcador do género. VapA:
marcador do gene de viruléncia. CTP: controle positivo; CTN: controle
negativo; R504: caso 15; R539: caso 17; R1016: caso 18; R1224: amostra de
solo. R900: amostra anatomopatolédgica nao incluida no estudo. Observar as
bandas de RG e VapA nos controles positivos e a auséncia das mesmas nos
controles negativos. As amostras de isolamentos de casos clinicos foram todas
positivas para 0os marcadores RG e VapA. A amostra de solo foi positiva apenas
para RG, mas ndo para o marcador de viruléncia VapA.
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4.7. Exames imuno-histoquimicos

IHQ para R. equi revelou o agente no interior de macrofagos e células gigantes
dos dezenove potros com pneumonia piogranulomatosa (Figura 38 e 39). O controle
de reagdo cruzada ndo apresentou marcacao.

As lesBes piogranulomatosas extra-pulmonares, como de Vvértebras, costela,
traqueia e intestinos (Figura 40) foram positivas na IHQ para R. equi. Os linfonodos
foram positivos em trés dos nove casos testados, Todos os olhos e capsulas articulares

com lesdo linfoplasmocitaria foram negativos.

Figura 38. Infeccdo por R. equi em potros: pulmao, marcacdo de bactéria
no interior de macrofagos e células gigantes. Imuno-histoquimica anti-
Rhodococcus equi pelo método biotina-estreptavidina ligada a peroxidase.
Cromogeno DAB, obj. 40x



» - @ - ‘ ./‘\.
y - - S > y ' :

R a2 i AN
B RS e e N ST B ey
P, SE T SN [ Z cn TSy
7 1’ - s Tt ,,w’_f.,A :‘,4 5
oz > e o O - < e ey ) R

T AV e e o oV s oy A [ P T
o < 5 7 . A {’E‘@‘ g -«‘f'\'.

‘V”. 7 'J‘ f“ -_. o' -'.41:‘ “ c" ;,‘:’
LI AN ol K T B s
Figura 39. Infeccdo por R. equi em potros: pulmao, marcacao de bactérias
em macrofagos e células gigantes na periferia da lesdo piogranulomatosa.
IHQ anti-Rhodococcus equi pelo método biotina-estreptavidina ligada a

peroxidase. Cromogeno DAB, obj. 40x
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Figura 40. Infeccdo por R. equi em potros: intestino grosso com marcagao
de bactérias em macrofagos na mucosa e submucosa. IHQ anti-Rhodococcus
equi pelo método biotina-estreptavidina ligada a peroxidase. Cromdgeno
DAB, obj. 20x
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Apesar de ndo haver casos com lesdes microscopicas ou macroscopicas
sugestivas de Pneumocystis sp., 0 exame imuno-histoquimico revelou treze casos
positivos para o agente (Figura 41 e 42). Um dos quais com marcacao difusa acentuada
tanto em septos quanto na luz alveolar e outro com marcacdo acentuada e distribuicédo
multifocal a coalescente. Cinco casos apresentaram marcacdo multifocal moderada e 0s

seis restantes com marcacao multifocal discreta.

Figura 41. Incgéo por R. equi em potos: puméo com marcagdo positiva
de estruturas ovais de aproximadamente 4 a 8 um, sobretudo em septos
alveolares. Imuno-histoquimica anti-Pneumocystis sp.pelo método biotina-

estreptavidina ligada a peroxidase. Cromogeno AEC, obj. 20x
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Figura 42. Infeccdo por R. equi em potros: pulmdo com marcagdo positiva
de estruturas ovais de aproximadamente 4 a 8 um, tanto em septos alveolares
como no interior de alvéolos. Imuno-histoquimica anti-Pneumocystis sp.pelo

método biotina-estreptavidina ligada a peroxidase. Cromdgeno AEC, obj.
40x.
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Tabela 3: Intensidade e distribuicdo de marcacdo de Pneumocystis sp. em exame

imuno-histoquimico de pulmdes de potros acometidos por Rhodococcus equi.

Caso Intensidade Distribuicdo
01 - -
02 - -
03 ++ Multifocal
04 + Multifocal
05 + Multifocal
06 - -
07 ++ Multifocal
08 - -
09 +++ Difusa
10 ++ Multifocal
11 - -
12 - -
13 - -
14 ++ Multifocal
15 + Multifocal
16 ++ Multifocal
17 +++ Multifocal a coalescente
18 + Multifocal
19 + Multifocal
20 ++ Multifocal

Marcacdo discreta: +; moderada: ++; acentuada: +++; sem marcacéo: -



75

5. DISCUSSAO

Os dados epidemiolégicos dos potros da propriedade endémica demonstram que
a rodococose ocorria esporadicamente até a introducdo de novas éguas no grupo de
paricdo. O aumento da densidade populacional de potros, assim como o perfil imune e
microbiotas diferenciadas das fémeas introduzidas e das residentes podem ter relacdo
com a epidemia ocorrida.

Os intestinos de equinos sdo o habitat natural de R. equi e as fezes desses
animais fornecem o substrato para sobrevivéncia e multiplicagdo no ambiente, portanto
a concentracdo aumentada de equinos poderia promover o incremento da contaminagéo
ambiental pelo micro-organismo (HUGHES; SULAIMAN, 1987). A vacinacdo das
fémeas nao surtiu efeito desejado de deter a infeccdo dos potros, provavelmente devido
ao baixo desempenho da imunidade passiva frente a R. equi constatado previamente
(DEPRA et al., 2001).

O piquete de suplementacdo dos potros da propriedade visitada apresentou a
unica amostra ambiental com isolamento de R. equi, possivelmente devido a alta
concentracdo de animais no pico de eliminacdo da bactéria (PRESCOTT, 1987). Takai
(1997) sugere a busca de amostras virulentas de R. equi em ambientes de criagdo como
um marcador de endemicidade da doenca, porém a auséncia do gene de viruléncia VapA
na amostra isolada do solo, demonstra que nem toda a populacdo bacteriana ambiental é
dotada de patogenicidade, ao contrario do que se pbde constatar nas amostras das
lesBes, que invariavelmente possuiam o gene de viruléncia.

A idade média dos animais acometidos e a época do ano coincidem com o que é
mencionado pela literatura (GIGUERE; PRESCOTT, 1997), e ndo se constatou
predilecdo por sexo. Todos os animais acometidos pertenciam a estabelecimentos de
criagdo intensiva, denotando maior ocorréncia da enfermidade em ambientes mais
povoados frente a criagbes mais rusticas, em que 0s animais sdo criados de forma
extensiva, com acesso a areas abertas, com maior cobertura vegetal e menor
possibilidade de contagio por interacdo direta.

Os achados macroscopicos sdo caracteristicos da infeccdo respiratoria e
dificilmente estdo ausentes em potros acometidos. A lesdo mais encontrada a necropsia
consistia em nddulos amarelados com distribuicdo multifocal aleatéria por vezes

coalescente e com superficie de corte caseosa ou liquefeito, de aspecto semelhante a
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abscessos. Um dos animais deste trabalho, no entanto, ndo possuia lesdes pulmonares e,
possivelmente, a via para o desenvolvimento das lesbes é hematogena.

As lesdes extrapulmonares mais constantes apresentavam-se como nddulos
ulcerados na superficie mucosa do ceco e cdlon, que estiveram presentes em 25% dos
casos, proporcao bastante aquém dos 50% mencionados pela literatura (ZINK; YAGER;
SMART, 1986). A disseminagdo do micro-organismo para o trato gastrintestinal é
consequéncia da degluticdo de exsudato respiratério contendo macréfagos carregados
de bactérias (HONDALUS, 1997). A lesdo constatada na traqueia de um potro
presumivelmente também tenha origem na expectoracdo do organismo proveniente de
lesGes pulmonares.

Disseminacdo hematdgena de R. equi esteve associada com a ocorréncia das
lesGes osteo-articulares em trés casos. Dois animais apresentaram osteomielite vertebral
e um terceiro em uma costela. Devido a auséncia de contiguidade com les6es em outros
orgdos, fica clara a contribuicdo da septicemia em locais que estdo isolados por outras
vias de acesso. Em um caso com les&o vertebral e no caso com lesdo na costela havia
lesdo pulmonar associada que poderia esclarecer a entrada do agente no organismo. O
segundo caso com lesdo vertebral possuia lesdo séptica da articulagdo tibio-tarsica
direta, porém ndo possuia lesdes pulmonares ou intestinais que pudessem servir de porta
de entrada para 0 micro-organismo.

Sinais neuroldgicos estiveram presentes no potro com lesdo de veértebra lombar
devido a perda de consisténcia 6ssea e consequente compressdo do segmento medular
adjacente. O segundo caso, com osteomielite em vértebra cervical ndo manifestou sinais
de compressdao medular, apesar da exuberancia da lesdo, mas manifestou claudicagéo
em decorréncia da lesdo articular tibio-tarsica. Casos de osteomielite vertebral por R.
equi sdo bem documentados e tem sido sugerido que a frequéncia esteja aumentando
(MORRESEY; GARRETT; CARTER, 2011; HINES, 2007). O caso com osteomielite
da costela ndo demonstrou qualquer sinal clinico relacionado a lesao.

A confirmacdo da artrite séptica por R. equi em IHQ e bacteriologia no caso 14,
esteve de acordo com os sinais clinicos e achados patoldgicos, que revelaram infiltrado
piogranulomatoso e claudicagdo. O caso 20 mostra-se controverso devido ao isolamento
de R. equi do liquido articular, apesar dos sinais clinico e achados patoldgicos pouco
indicativo de artrite séptica.

Polissinovite reativa, caracterizada por aumento de volume de multiplas

articulacbes com acumulo de liquido sinovial pouco viscoso € ocasionada por
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mecanismo imunomediado e foi constatada em 15% dos casos, correspondendo a uma
propor¢do bem inferior aquela observada em outros estudos, com aproximadamente um
terco dos casos (CASWELL; WILIAMS, 2007). Foram considerados casos de sinovite
reativa aqueles com aumento de volume articular, contendo infiltrado inflamatério
linfoplasmocitéario e proliferagdo de células do revestimento sinovial, que ndo possuiam
isolamento bacteriano. Clinicamente esses animais apresentavam mero aumento de
volume articular, sem dor ou claudicacao.

O caso 13, entretanto, em decorréncia da coloracdo vermelha do liquido sinovial
e da constatacdo de hemorragia na capsula articular em exame microscopico sugere que
0 aumento de volume articular seja decorrente de uma hemartrose sobreposta a artrite
reativa, visto que o potro possuia diatese hemorragica e infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario com proliferacdo das células de revestimento sinovial.

As causas das hemorragias disseminadas nesse caso ndo foram esclarecidas,
porém algumas hipdteses podem ser aventadas. A plrpura hemorragica guarda algumas
semelhancas macroscopicas com o caso e ja foi mencionada como uma eventual
complicacdo da infeccdo por R. equi, entretanto microscopicamente ndo ha degeneracéo
vascular apreciavel (PUSTERLA et al., 2003). Coagulacédo intravascular disseminada é
mencionada em um potro inoculado experimentalmente com R. equi. por via
intrabronquial. O motivo para a ocorréncia do evento nesse caso também nao pode ser
desvendada, pois ndo houve isolamento de Salmonella spp. da carcaca do animal e os
autores consideram pouco provavel que septicemia por R. equi pudesse ser a causa,
porém ndo a descartam (JOHNSON, PRESCOTT, MARKHAM; 1983a).

A patogenia da ampla calcificagdo pulmonar, da parede de artérias e do
endocardio no caso 20 permanece especulativa. Uma causa sugerida para a deposicao de
calcio em tecidos moles é a hipercalcemia determinada pela produgdo desregulada de
vitamina D3 ativa por macrofagos em doencas granulomatosas, como constatado em
casos de paratuberculose e tuberculose bovina (BARROS; SOARES; GIMENENO,
2006; DRIEMEIER et al. 1999). Entretanto, ndo condiz com a 6tima condi¢éo corporal
do animal a frequente correlacdo entre a mineralizacdo da intima de vasos e doencas
caquetizantes, nem mesmo com uma alteracdo degenerativa da senilidade (DRIEMEIER
et al. 1999).

Embora as lesbes pulmonares fossem intensas na maioria dos animais, poucos

casos apresentaram sinais respiratorios acentuados. A apresentacdo clinica aguda em
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uma doencga cronica se deve a evolucdo lenta das lesdes combinada a capacidade
pulmonar compensatoria dos animais (GIGUERE; PRESCOTT, 1997).

Também ndo houve, em muitos casos, perda de condicdo corporal acentuada.
Quando constatada, esteve mais associada com tiflocolite piogranulomatosa ou
linfadenite mesentérica, presumivelmente devido a ma absor¢édo e perda de proteinas no
fluido peritoneal (GIGUERE; PRESCOTT, 1997).

A lesdo desencadeada por Rhodococcus equi nos pulm@es de potros esta
fortemente associada com sua capacidade de sobrevivéncia e proliferacéo intracelular e
apresenta-se na forma de piogranulomas contendo indmeros neutrofilos e macréfagos
carregados de bactérias intracitoplasmaticas, além de células gigantes portando bactérias
e fagocitando debris celulares. Além disso, a formacdo de capsula de tecido conjuntivo
é variavel nas lesdes piogranulomatosas, diferente do que se observa em abscessos
pulmonares (JOHNSON; PRESCOTT; MARKHAM, 1983a).

As lesbes microscopicas extra-pulmonares possuiam as mesmas caracteristicas
basicas de infiltracdo piogranulomatosa com amplas areas de necrose caseosa. Nas
superficies mucosas, as lesdes associavam-se, sobretudo, com agregados linfoides,
determinando a elevacdo focal da mucosa com ulceracdo central do epitélio e,
frequentemente invasdo dos vasos linfaticos por infiltrado inflamatério
piogranulomatoso acentuado. A drenagem linfatica do trato gastrintestinal representa a
via de acesso de R. equi aos linfonodos mesentéricos e, provavelmente de outros locais.

Dentre os exames complementares empregados para a deteccdo de R. equi, a
bacteriologia demonstrou sucesso no isolamento do agente em 75% dos casos
analisados, ao passo que 0 exame imuno-histoquimico foi capaz de evidenciar o agente
em 100% dos casos. A IHQ, portanto, demonstra ser exame altamente sensivel,
provavelmente devido a grande quantidade de bactérias no interior de células
fagocitarias.

A técnica IHQ supera o exame bacteriologico em situacbes em que a
contaminacdo da amostra com bactérias ambientais impede o crescimento de R. equi,
assim como em coletas realizadas a campo, em que ndo haja meios disponiveis para
conservacao das amostras para exame bacteriologico. O recurso também pode ser Util
em estudos retrospectivos em que se faga uso de tecidos fixados e embebidos em
parafina.

A marcacdo IHQ do micro-organismo, no entanto apresentou intensidades

diferentes dependendo do 6rgédo analisado. Enquanto as lesdes pulmonares, intestinais e
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0sseas foram intensamente marcadas em todos os casos, os linfonodos, sem uma razéo
conhecida, foram positivos em um terco dos casos, ainda que apresentassem leséo
piogranulomatosa com profusdo de macrofagos contendo bactérias intracitoplasmaticas.
Diante disso, os linfonodos sdo pouco recomendaveis para a marcacdo do agente.

A aquisicdo de resisténcia a azitromicina e a eritromicina, constatada pela
pratica clinica e pelos testes de sensibilidade a antimicrobianos foi fator complicador do
combate ao agente. O retardo na eliminacdo da infeccdo ocasiona, a um tempo o
agravamento do estado de saude dos animais em tratamento, além de prolongar a
eliminacdo de bactérias patogénicas e resistentes a antimicrobianos no ambiente. O
tratamento a base de eritromicina por via oral pode ocasionar diarreia em potros e
mesmo septicemia por Salmonella spp em casos extremos (GIGUERE PRESCOTT,
1997), o que pode explicar os casos de salmonelose descritos neste trabalho.

As causas para a ocorréncia de salmonelose associada com infeccéo por R. equi
podem ser os fatores de risco semelhantes para ambas as enfermidades, como a elevada
temperatura ambiental, a idade dos animais entre outros. Por outro lado a ocorréncia de
estresse relacionado ao manejo, tratamento antimicrobiano, diarreia e outros podem
desencadear a manifestacdo clinica da salonelose, ou aumentar sua eliminacao
ambiental (TRAUB-DARGATZ; BESSER, 2007). Esses eventos s&o mencionados com
frequéncia no histdrico de animais com infec¢do por R. equi

Além das enterites por Salmonella spp., estiveram presentes coinfeccdes ou
infeccdes secundarias por outros agentes, como a candidiase do trato digestério superior
em dois casos e a infecgdo pulmonar por Pneumocystissp., constatada por exame imuno-
histoquimico em treze casos. Ambos 0s agentes sdo considerados oportunistas e, no
caso de C. albicans, o crescimento € estimulado por mudancas de microbiota devido ao
uso de antimicrobianos, antiinflamatorios ou condicbes de estresse social. Enquanto
Pneumocystis sp.costuma ser constatado em casos de imunodeficiéncia congénita ou
adquirida (CASWELL; WILIAMS, 2007).

Pneumocystis sp.é responsavel por pneumonias em potros e a pesquisa do agente
foi realizada devido a sua associacdo conhecida com outros agentes como R. equi
(PARADIS, 2006). Os exames macroscopicos e histologicos dos pulmdes, no entanto,
ndo forneceram subsidios para suspeita do agente e possivelmente o micro-organismo
tenha sido mascarado na coloragdo de HE pela sobreposicéo de estruturas, como fibrina
na luz alveolar e debris celulares no interior de macréfagos. Por outro lado, cabe

ressaltar que o caso 14 ndo possuia lesbes pulmonares macroscopicas ou microscopicas
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e 0 exame imuno-histoquimico revelou Pneumocystis sp.. Essa constatacdo pode ser
interpretada como uma infeccdo em periodo prévio a qualquer manifestacéo clinica e
patoldgica ou a existéncia de casos com apresentacao subclinica. Além disso, ndo houve
correlacdo entre o espessamento de septos alveolares e a constatacdo de Pneumocystis
sp.em exame imuno-histoquimico. Os cinco potros com espessamento de paredes
alveolares apresentaram marcacdo IHQ para o fungo variando de acentuada com
distribuicdo multifocal a coalescente (caso 17), passando por moderada (caso 20) e
discreta (casos 4 e 5) com distribuicdo multifocal e um caso sem marcacédo (caso 12).

Diante da verificacdo de infeccdo por Pneumocystis sp. associado em alta
proporcédo a R. equi, ainda necessita maiores investigacoes. Além disso, a associagdo de
Pneumocystis sp.com outros patdgenos em equinos, € mesmo seu papel como agente
primario de pneumonia na espécie no Brasil ainda ndo estdo bem esclarecidos. Da
mesma forma, agentes virais poderiam representar uma infeccdo primaria que
possibilitasse o estabelecimento da infeccdo por R. equi, como é sugerido para o
Herpesvirus Equino tipo 2 e poderiam auxiliar a desvendar os espessamentos de septos
alveolares constatados em cinco animais deste trabalno (NORDENGRAHN, 1996). As
causas conhecidas de pneumonia intersticial em equinos, no entanto, necessitam extensa
investigacdo, abrangendo uma gama variada de agentes infecciosos, toxicos e alérgicos
(BUERGELT et al.,1986; PRESCOTT et al., 1991).
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6. CONCLUSOES

A lesdo mais frequente nos casos descritos € a broncopneumonia
piogranulomatosa com formacdo de nddulos caseosos de diferentes tamanhos e
distribuicoes.

As lesdes extra-pulmonares mais frequentes séo linfadenites traqueobronquica e
mesentérica e tiflocolites ulcerativas.

Osteomielites e artrites sépticas demonstram a importancia da disseminacéo
hematogena do agente.

Manifestagbes associadas com reagdo imunomediada ocorreram em diversos
casos sob forma de sinovites e uveites assépticas.

Os casos de candidiase e de salmonelose ressaltam o efeito imunossupressor da
infeccdo por R. equi e o desequilibrio da microbiota desencadeado por antimicrobianos.

A co-infeccdo por Pneumocystis sp. em elevada proporcdo de casos também
indica a atividade imunossupressora de R. equi.

O isolamento de R. equi no solo do piquete de suplementacdo dos potros pode
indicar alta contaminacdo ambiental associada com altas concentrac@es de potros.

O exame imuno-histoquimico demonstra sensibilidade e especificidades
satisfatorias no diagnostico post mortem da infeccdo por R. equi. Os linfonodos
mostram-se pouco adequados para a aplicacdo do método.
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