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1 Resumen

Rhodococcus equi (R.equi) es la causa mas comun de neumonia en potrillos de 3
semanas a 5 meses de edad. No existe una vacuna comercial para potrillos contra
R.equi por lo que la administracién de plasma hiperinmune (HIP) especifico para
R.equi ha sido una medida de prevencién comun en los establecimientos donde la
enfermedad se presenta de forma endémica. La eficacia del HIP es controversial y en
los dltimos afios se ha adjudicado la disparidad en los resultados a la variabilidad de
los HIP comerciales. El mecanismo de proteccidon asociado al HIP no es claro y se ha
propuesto la difusion de los anticuerpos a las vias aéreas como un mecanismo
probable. El objetivo de este estudio consistié en evaluar la cinética en sangre de las
inmunoglobulinas (Igs) especificas contra R.equi administradas mediante HIP. Se
administré HIP intravenoso a 20 potrillos de 27+2 dias de edad y 5 potrillos fueron
usados como control. La concentracion de Igs especificas contra R.equi en el plasma
de los potrillos fue evaluada mediante un ELISA indirecto cuantitativo. La mayoria de
los potrillos no presentaron Igs especificas contra R.equi apreciables a las 24 horas y
50 dias luego de administrado el HIP. En conclusion, los anticuerpos del HIP difunden
extravascularmente poco después de su administracién lo que podria ser un
mecanismo importante asociado al efecto protector del HIP.

2 Summary

Rhodococcus equi (R.equi) is the most common cause of pneumonia in foals from 3
weeks to 5 months old. Since a commercial vaccine for foals is not available against
R.equi, the use of R. equi specific hyperimmune plasma (HIP) has been a common
preventative measure used in farms where the disease is endemic. The efficacy of HIP
has been controversial and in the last few years the disparity in the results has been
attributed to the variability between the commercially available HIP. While the
mechanism of protection associated with HIP administration is not fully understood,
the diffusion of antibodies into the airways was proposed. The objective of this study
was to evaluate the permanence of the R.equi specific immunoglobulins (Igs)
administered by transfusion of HIP in the foal's plasma. Twenty foals were given
intravenous HIP at 27+2 days of age while 5 remained as controls. R.equi specific Igs
in the foal’'s plasma were evaluated using a quantitative indirect ELISA. Most foals
showed non detectable R.equi specific Igs 24 hours or 50 days after HIP
administration. In conclusion, antibodies present in HIP diffuse extravascularly shortly
after HIP administration and this might be an important mechanism of protection
associated with HIP.



Introduccién

La neumonia es una causa comun de enfermedad y una de las principales causas de
muerte en los potrillos. Rhodococcus equi (R.equi) es el agente etiolégico mas comuin
en neumonias de potrillos de 3 semanas a 5 meses de vida. Es responsable de
importantes pérdidas econdémicas en la industria de cria equina a nivel mundial. Se ha
estimado que es la causa del 3% de las muertes de potrillos en el mundo y se la
relaciona a la cria intensiva de equinos. (Carla Giles y col., 2016; Gressler y col., 2015;
Johns, 2013).

En Uruguay, 2011, se reporté una existencia de 425 mil equinos representando el
segundo puesto en cuanto a la relacién de habitantes por caballo en el mundo. Se
reportaron aproximadamente 100 establecimientos registrados para la cria comercial
de caballos deportivos, siendo el enduro la seccién que presentd mayor proyeccion a
seguir creciendo por las oportunidades que se presentaron para la exportacion de
animales. Estos establecimientos comerciales representan los de mayor densidad de
equinos, y la concentracién de animales sigue aumentando debido al valor agricola
de las tierras. La neumonia por R.equi es reconocida en el pais y se cree que su
incidencia va en aumento debido a la intensificacion de la cria.(Ferrari y col., 2011)

Actualmente no existe una vacuna comercial efectiva que proteja a los potrillos de la
neumonia por R.equi y, el tratamiento masivo de los potrillos con antibiticos es
desmotivador con serios efectos a largo término. Por esta razéon los Haras con
neumonia por R.equi enzodtica adquieren medidas preventivas y muchos se basan
en la administracion de plasma hiperinmune (HIP). (Cesar y col., 2016).

La eficacia del HIP en controlar la enfermedad en infecciones naturales o
experimentales ha sido controvertida a lo largo de los afios. La falta de correlacion
positiva en la concentracion de inmunoglobulinas (Igs) especificas contra R.equi entre
el HIP y los potrillos receptores no esta totalmente clara. Sin embargo, se ha
demostrado una gran variabilidad en el contenido de IgG especificas contra R.equi de
los HIP y, ha sido demostrada como uno de los factores principales en la controversia
de los resultados sobre la eficacia del HIP como protector, con consecuencias clinicas
y financieras importantes. Ademas, Sanz y col. (2014) demostraron que el coeficiente
de variacion de Igs especificas contra R.equi observada entre los HIP persiste en los
potrillos receptores de ese HIP. En base a esto hemos propuesto que la falta de
correlacion entre la concentracion de Igs especificas contra R.equi en el HIP y en el
plasma de los potrillos receptores de ese HIP puede ser influido por esta variabilidad.
En este estudio proponemos que podremos estimar parametros que permitan
optimizar el uso del HIP si existe una correlacion entre la concentracion de Igs en el
HIP y la concentracion de Igs en el plasma de los potrillos receptores a las 24 horas
de administrado el HIP.(Cesar y col., 2016; Sanz y col., 2014).



4 Revision bibliografica

4.1 Etiologia y epidemiologia

El género Rhodococcus pertenece a la familia Nocardiaceae, suborden
corynebacterineae, orden Actinomycetales. Se posiciona ademas, dentro de un Unico
orden denominado Mycolata, junto a los géneros Mycobacterium, Nocardia y
Corynebacterium entre otros. La caracteristica distintiva de este grupo es que
contienen acido micdlico en su pared celular, un tipo de acido graso de cadena larga,
hecho de significancia epidemioldgica debido a que posee un rol en la sobrevivencia
de la bacteria bajo condiciones extremas. (Hines, 2013; Von Bargen y Haas, 2009).

Los Rhodococcus incluyen especies simbidticas y patdgenas, tanto para las plantas
como para los animales. Entre las patdogenas se encuentra R.equi, siendo el que
posee mayor potencial patégeno para los animales y el Hombre. Estudios
taxonomicos actuales respaldados por estudios gendmicos han sugerido que R.equi
deberia pertenecer a un género propio, Prescottella, pero esto aln esta en debate.
(Jones y col. 2013; Von Bargen y Haas, 2009)

Rhodococcus equi es una bacteria intracelular facultativa, es un patégeno primario del
tracto respiratorio bajo de los potrillos, un saprofito facultativo del intestino de los
equinos y un habitante del suelo. Presenta distribucion mundial con una amplia
diseminacién en establecimientos de cria equina. Los herbivoros son portadores
pasivos de R.equi en sus intestinos, y las cepas virulentas son capaces de colonizar
el intestino de los potrillos y multiplicarse. Debido a esto, los potrillos infectados son
considerados la principal fuente de infecciobn diseminando grandes cantidades de
R.equi virulento en sus heces hasta los 3 meses de vida. Bajo condiciones adecuadas
R.equi puede multiplicarse en el suelo, particularmente en suelos con heces equinas
que proveen acidos organicos para el crecimiento. El crecimiento éptimo de R.equi es
entre los 30°C y 37°C con un pH entre 8,5y 10 y, puede sobrevivir en condiciones
extremas de temperatura y pH durante 12 meses. El pH alcalino éptimo es similar al
de la materia fecal. Igualmente, R.equi presenta la capacidad de codificar ureasas y
amidasas que mediante la liberacion de amoniaco favorecen el crecimiento en
entornos &cidos. (Hines, 2013; Letek y col., 2010; Rusca Correa Porto y col., 2011).

R.equi es un cocobacilo gram positivo, inmovil, no esporulado. A diferencia de los
Rhodococcus del ambiente que son estrictamente aerobios, R.equi presenta una
nitrato reductasa (NarGHIJ) y una reductasa de Oxido nitrico (REQ03280) que
potencialmente lo equipan para una respiracién anaerébica via desnitrificacion, atil
para la sobrevivencia en entornos microaerobicos.(Letek y col., 2010).

La neumonia por R.equi se reconoce mundialmente en potrillos menores a 6 meses
de edad. Infrecuentemente causa infeccion en caballos adultos, siendo los casos
reportados asociados a inmunosupresion. R.equi ha sido aislado de una variedad de
especies incluyendo gatos, perros, suidos y vacunos pero la enfermedad clinica no es
comun y la infeccion suele ser localizada. Hoy en dia se considera al R.equi un
patdgeno importante en Humanos inmunocomprometidos, particularmente aquellos
infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). En el Humano produce
una neumonia similar a la tuberculosis con alta tasa de mortalidad. (Hines, 2013; Letek
y col., 2010).



4.2

Los potrillos estdn expuestos a R.equi desde el nacimiento. La inhalacién de particulas
conteniendo R.equi virulento es la principal via de infeccion pulmonar. A pesar que la
ingestidon es una via comun de exposicion no resulta en enfermedad pulmonar. La
ingestion de grandes cantidades de R.equi virulento puede resultar en linfadenitis
mesentérica y tiflocolitis con multiplicacion en la materia fecal del intestino
contribuyendo a la diseminacion en el ambiente. (Letek y col., 2010; Vazquez-Boland
y col., 2010).

La incidencia y prevalencia de neumonia por R.equi es estacional, aumentando en
primavera y verano. Esto se corresponde con la presencia de individuos susceptibles
que se enfrentan a una mayor cantidad de patégenos en forma de aerosol. Segun
Muscatello (2012) la incidencia va en aumento, posiblemente por una intensificacion
en el manejo reproductivo y el cambio climético. ( Muscatello, 2012; Dawson y col.
2010; Kanaly y col. 1995).

La prevalencia de la enfermedad clinica por R.equi es muy variable entre los Haras y
varia afio a afio en el mismo establecimiento. Puede ser un problema endémico en
algunos establecimientos, con incidencias de hasta 13 a 25% y mortalidad de hasta
50%. Sin embargo, puede ocurrir esporadicamente 0 nunca haber sido registrado en
otros. Esto suele ser explicado por las diferencias en la densidad de animales, el
manejo del establecimiento, factores ambientales y caracteristicas del suelo. (Crowley
y col., 2016; Carla Giles y col., 2016; Hines, 2013; Lazzari y col., 1997; Muscatello,
2012; Rusca Correa Porto y col., 2011).

Enfermedad clinica

Mediante el uso de la ultrasonografia se ha determinado que la forma méas comun de
infecciobn por R.equi es la abscedacion pulmonar periférica o la consolidacion
pulmonar sin signos clinicos. La frecuencia acumulativa de los hallazgos
ultrasonograficos excede la frecuencia acumulativa de la neumonia clinica en los
establecimientos. Esto sugiere que muchos potrillos infectados se recuperan
espontaneamente sin necesidad de tratamiento. La incidencia acumulativa de potrillos
con abscesos pulmonares evidenciados por ultrasonografia en predios endémicos es
de 29 a 64%, pudiendo llegar a 92%. En contraste, la incidencia acumulativa de la
enfermedad clinica es de 5 a 25% en los Haras endémicos. (Giguere y col., 2011;
Vennery col., 2012).

Cuando la enfermedad clinica se desarrolla suele ser de naturaleza insidiosa y ocurre
en potrillos de 3 semanas a 6 meses de edad, siendo lo mas usual antes de los 4
meses de edad. La enfermedad respiratoria es la que se observa con mayor
frecuencia a pesar que otros sistemas también se afectan, tanto independiente como
en conjunto a la enfermedad pulmonar. (Cohen, 2012a; Hines, 2013).

Los signos clinicos generales asociados a enfermedad por R.equi incluyen fiebre leve,
letargia, pérdida de estado corporal y disminucion del apetito. Si bien la enfermedad
tiene un cardcter crénico, una pequefia proporcion de los potrillos desarrolla los
sintomas de forma aguda y con mal prondstico a pesar de un tratamiento intensivo.
Estos potrillos son encontrados muy descompensados, con distrés respiratorio agudo,
mucha fiebre o muertos. En la necropsia, esta forma aguda se caracteriza por una
neumonia intersticial con lesiones miliares piogranulomatosas difusas en el pulmén.
(Johns, 2013; Muscatello, 2012; Vazquez-Bolandab y col., 2013).
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4.2.1 Enfermedad pulmonar

La manifestacion mas usual de la infeccion por R.equi es una bronconeumonia
piogranulomatosa crénica con abscedacion, asociada a linfadenitis supurativa (Figura
1). (Hines, 2013).

Los signos clinicos iniciales son inespecificos e inconsistentes. Suele estar asociado
a hipertermia, taquipnea, intolerancia al ejercicio y depresién, pudiendo o no, estar
asociado a tos y descarga nasal. Con el progreso del cuadro clinico puede haber
anorexia, decubito, respiracion abdominal y cianosis. (Rusca Correa Porto y col.,
2011).

Las alteraciones en la auscultacién son variables. Cuando se auscultan suele ser en
la zona craneo-ventral, pero no se correlaciona a la severidad de la neumonia. Cuando
hay abscesos grandes o gran consolidacion pulmonar los ruidos pueden estar
disminuidos, al igual que cuando hay efusion pleural, pero esta ultima no ha sido
relacionada a infeccion por R.equi. (Hines, 2013).

Ry
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*
4

£

£

observa hepatizacion y extensa abscedaciéon del pulmén. No se observan zonas de
parénquima pulmonar normal. Fuente: Dani, 2013.
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4.2.2 Desordenes extra pulmonares (DEPS)

Se han asociado a la infeccion por R.equi una gran variedad de desordenes extra-
pulmonares (DEPs). Se desarrollan como sitios de infeccion extrapulmonar o como
una consecuencia de reacciones inmunomediadas. (Cohen, 2012a; Hines, 2013).

La presencia de DEPs es usual. En un estudio el 74% de los casos presento al menos
un DEP. Pueden ocurrir de manera concomitante o independiente a la neumonia, ser
anicos o multiples y ser subclinicos o clinicos, pudiendo algunos ser la primera
manifestacion clinica de la infeccién por R.equi. (Cohen, 2012a).

La presencia de DEPs puede complicar y alargar el tratamiento y se ha asociado a un
prondstico mas bajo. Un estudio reportd un 43% de sobrevivencia en casos que
presentaban DEPs a diferencia de un 82% en casos que no los presentaban. Los
signos clinicos en los casos de DEPs dependen del sistema afectado, al igual que su
tratamiento. (Johns, 2013).

Entre las infecciones extra pulmonares, la enfermedad abdominal es la mas comun.
Los colicos y las diarreas son los signos predominantes cuando ésta se presenta,
asociados a tiflocolitis ulcerativa por la ingesta de grandes cantidades de la bacteria.
También se han reportado abscesos abdominales (los DEPs de peor prondstico),
peritonitis y adherencias. Algunos potrillos pueden desarrollar ascitis por la inflamacién
granulomatosa extensiva de la mucosa y submucosa del colon. En un estudio se
observo que el 50% de los casos de bronconeumonia también presentaban lesiones
intestinales, pero solo un 4% presentaba lesion abdominal sin bronconeumonia.
Ademas se observé que de los que tenian lesiones abdominales sélo un 38%
presentaba signos clinicos de enfermedad abdominal. (Hines, 2013; Rusca Correa
Porto y col., 2011).

Entre los DEPs inmunomediados, la sinovitis aséptica ha sido documentada en
aproximadamente un tercio de los casos de infeccion por R.equi y puede ser una
manifestacion temprana de la enfermedad. Se presenta como una efusion variable en
una 0 mas estructuras sinoviales sin claudicaciéon o muy leve si existe. Tipicamente
son varias las articulaciones afectadas, tratandose de una polisinovitis aséptica. Las
articulaciones mas frecuentemente afectadas son la tarso-crural y fémoropatelar,
seguidas por el carpo y el nudo. La patogenia de la polisinovitis no esta clara, se cree
que se da a consecuencia de la deposicién de inmunocomplejos en las membranas
articulares lo que conduce a una sinovitis reactiva. (Hines, 2013; Rusca Correa Porto
y col., 2011).

La artritis y osteomielitis sépticas han sido observadas con mucho menos frecuencia.
Se distinguen clinicamente de las sinovitis asépticas por el grado de claudicacién y
gue varios casos se dan junto a una celulitis. Se han registrado casos de osteomielitis
vertebral a causa de R.equi, los signos iniciales suelen ser inespecificos y muchas
veces el diagndstico no se consigue hasta que la infeccidén alcanza el espacio epidural
y aparecen signos de compresion espinal o nerviosa como ataxia, paralisis o sindrome
de cauda equina. (Hines, 2013).

En adicion a las infecciones extrapulmonares ya mencionadas se han descrito
linfoadenopatias periféricas, abscesos en casi todos los tejidos incluyendo el cerebro,
panoftalmitis, hipopion, pericarditis, endocarditis, nefritis, hepatitis, colangitis,
empiema de bolsas guturales, miositis, sinusitis, estomatitis, onfalitis, pleuritis,
piémetra, linfangitis, dermatitis y celulitis secundarias a heridas. Raras veces se aisl6
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4.3

del pulmodn de fetos abortados, placentay, del Gtero de yeguas infértiles. (Hines, 2013;
Szeredi y col., 2006).

Han sido observados otros DEPs asociados a reacciones inmunomediadas. Las mas
reportadas luego de las sinovitis inmunomediadas son, las anemias hemoliticas
inmunomediadas y las uveitis inmunomediadas. (Hines, 2013; Vazquez-Bolandab y
col., 2013).

Patogenia y virulencia

Varios estudios utilizando la infeccion experimental de potrillos han revelado que la
infeccidn por la via respiratoria es la que resulta en la enfermedad pulmonar, mientras
gue la inoculacién intragastrica de grandes voliumenes de microorganismos no induce
las tipicas lesiones pulmonares. (Felippe Flaminio, 2010).

Una vez que el R.equi es inhalado es atrapado por células fagociticas alveolares en
el pulmén. La multiplicacion de R.equi virulento ocurre en el macréfago dentro de la
vacuola fagocitica. Durante el establecimiento de la infeccion la replicacion de R.equi
virulento resulta citotoxica y conduce a la muerte por necrosis de los macrofagos
infectados, lo que desencadena una cascada de signos proinflamatorios. Se desarrolla
una hipercelularidad donde los alvéolos y bronquiolos terminales se infiltran con
neutréfilos, macroéfagos y células gigantes que subsecuentemente progresa a la
inflamacion piogranulomatosa y necrosis con destruccion del parénquima pulmonar.
Los R.equi virulentos comienzan a replicarse en los macréfagos de 6 a 12 hrs luego
de la infeccion y afectan la viabilidad de los macréfagos a las 48 hrs posteriores.
(Felippe Flaminio, 2010; Vazquez-Bolandab y col., 2013).

La infectividad del R.equi es restringida a las células de la linea monocito-macréfago.
La estrategia para sobrevivir intracelularmente la poseen solamente las cepas
virulentas de R.equi que lo logran interfiriendo en la maduracion de los fagosomas en
el macréfago. (Von Bargen y col., 2009).

La fagocitosis de los R.equi por los macréfagos se ve incrementada por el
complemento e involucra el receptor Mac-1 (un receptor del complemento CR3). El
lipoarabinomanano (LAM), un componente de membrana del R.equi, puede unirse al
receptor de manosa entrando al macrofago via este receptor o, favorecer la deposiciéon
de la fraccion C3b del complemento sobre la superficie celular y la entrada al
macrofago mediante Mac-1. Estas vias de entrada esquivan la entrada mediante el
receptor FCR y tienen un rol importante sobre la sobrevivencia del R.equi dentro del
macrofago. Normalmente la entrada por el receptor FCR mediante la opsonizacion con
anticuerpos especificos resulta en la activacion del macréfago. Esta activacion
involucra la secreciébn de mediadores proinflamatorios, aumento de la fusion
fagosoma-lisosoma y un aumento en la eliminacion del R.equi intracelular mediante
los intermediarios reactivos de nitrégeno y oxigeno.(Garton y col., 2002; Vazquez-
Boland y col., 2010)

El mecanismo de sobrevivencia intracelular del R.equi involucra la manipulacion de la
via endosomal - lisosomal del macrofago (Figura 2). La replicacién del R.equi ocurre
dentro de una vacuola modificada (vacuola contenedora de R.equi [RCV]). La
maduracién temprana de la RCV es normal, presentando los tipicos marcadores de
endosomas tempranos. Sin embargo, la maduracion a estados tardios no presenta
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todos los marcadores correspondientes a un endosoma tardio. Presenta LAMPs y
Rab7 pero en ausencia de ATPasas vacuolares (bomba de protones vacuolares) y los
marcadores lisosomales b-galactosidasa y catepsina D. Esto sugiere que el R.equi
establece y mantiene una vacuola segura para su sobrevivencia y replicacion
previniendo que las RCV se acidifiquen (el pH se mantiene en 6,5) y se fusionen a los
lisosomas.(Vazquez-Boland y col., 2010).

C o v

: I
c3b O

Mac -1

Lis

MHC -1l MHC -1

C3b (factor del complemento C3b opsonizante), Mac-1 (Receptor del complemento),
Lam (Lipoarabinomanano un componente de membrana de R.equi), FcR (Receptor Fc),
IgG (Inmunoglobulinas G especificas para R.equi), RCV (Vacuola contenedora de
R.equi), F.1 (Fagosoma temprano), F.2 (Fagosoma tardio), E1 (endosoma temprano), E2
(endosoma tardio), Lis (Lisosoma), MHC-l y MHC-lII (Complejo mayor de
histocompatibilidad 1 y 2 respectivamente)

Figura 2. Esquema mostrando la tendencia en la maduracién de las vacuolas
fagociticas en un macrofago segun la via de entrada del R.equi virulento. Lado
izquierdo: Receptores mediante los que se favorece la multiplicacion de los R.equi y
la necrosis del macréfago. Lado derecho: Receptor mediante el cual se favorece la
muerte de los R.equi y la presentacion de antigenos. Datos adaptados de Vazquez-
Boland y col., 2010 y Von Bargen y col. (2009).
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Los mecanismos moleculares involucrados en la patogenia no se conocen en su
totalidad. La habilidad de evitar la maduracion del fagosoma y eventualmente matar
la célula hospedera por necrosis, ha sido asociada a la presencia de una isla
patogénica (PAI) localizada en un plasmido conjugativo grande de 80-90 kb
aproximadamente. (Coulson y col., 2010; Takai y col., 1991).

La PAI codifica una familia de 7 proteinas asociadas a la virulencia (vap), entre otras
proteinas, que son Unicas del R.equi. Entre las vap, la vapA es la Gnica localizada en
la superficie celular y con un rol en la virulencia claro: evitar la maduracion del
fagosoma. La vap A es una lipoproteina de superficie muy inmundogena y su expresion
es regulada por la combinacion de signos del entorno, entre ellos la temperatura y el
pH, siendo la expresién maxima entre 34-41°C con un pH de 5. Estas caracteristicas
sugieren que la expresion de VapA se ve favorecida en el ambiente intracelular del
hospedador. Los aislados de bacterias a partir de potrillos infectados presentan el
plasmido de la virulencia y expresan Vap A constantemente, pero no es asi en los
aislados de otras especies o cepas del ambiente. (Coulson y col., 2010; Kakuda y col.,
2014; Vazquez-Bolandab y col., 2013; Von Bargen col., 2009; Wang y col., 2014).

Se conocen otras dos funciones de la PAI asociadas a la virulencia, la modulacion del
crecimiento intracelular por el gen “intracellular growth A” (IcgA) y la regulacion de la
expresion de genes cromosomicos y de la PAI por los reguladores transcripcionales
“virulence regién R” (virR) y “virulence regién S” (virS). Estos tres genes junto a otros
dos estan bajo la regulacién de un operoén virR (virR- icgA- vapH- orf7-virS).(Coulson
y col., 2015; Wang y col., 2014).

El gen IcgA codifica una proteina de transporte perteneciente a la superfamilia
principal de transportadores facilitadores (MFS). Es inducida luego de la fagocitosis,
donde su expresion reduce la velocidad de crecimiento del R.equi dentro del
macrofago. Esto resulta en un aumento de la viabilidad del macréfago permitiendo al
R.equi vivir méas tiempo dentro de él. La proteina de transporte IcgA es el primer factor
identificado que afecta negativamente el crecimiento del R.equi dentro del macréfago
y, la segunda proteina estructural conocida no reguladora (vapA fue la primera)
codificada por la PAI que tiene un efecto directo sobre el crecimiento intracelular del
R.equi. La eliminacién de icgA resulta en un fenotipo hipervirulento. (Coulson y col.,
2015; Wang y col., 2014).

Los virR y virS son reguladores transcripcionales codificados por la PAI que influyen
sobre la expresion de genes de la PAI en respuesta a cambios en el entorno. Entre
ellos la expresion de vapA, lo que explica parte de la atenuacion en los mutantes con
falta de virR o virS. Ademas se demostro que los virR y virS modifican el transcriptoma
cromosomico de tal forma que alteran la fisiologia del R.equi permitiéndole ser un
parasito de los macrofagos. Esto implica cambios significativos en procesos de
transporte, produccién de energia y el metabolismo celular. De esta forma se
demostré que existen factores asociados a la virulencia codificados por el cromosoma
pero regulados por la PAI. Esto indica que el surgimiento de la virulencia fue un
proceso gradual, iniciado por la adquisiciébn de genes claves mediante el plasmido
conjugativo conteniendo la PAI, seguido por la alteracion en la expresion de patrones
génicos cromosOmicos, resultando en un ajuste de la fisiologia de la bacteria de tal
forma que le permite vivir intracelularmente.(Coulson y col., 2015).
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4.4 Aspectos inmunoldgicos en el control de la infeccion por Rhodococcus equi.

4.4.1

El mecanismo inmunitario para la proteccion contra R.equi tiene implicaciones
importantes para el control de la enfermedad y, todos los aspectos del sistema inmune
estan involucrados. (Hines, 2013).

Las respuestas inmunes de los neonatos y potrillos jovenes son diferentes a las de los
adultos. A pesar que los componentes del sistema inmune y sus mecanismos son
similares, la regulacion de la inmunidad y las respuestas a patégenos o vacunaciones
son muy diferentes. Son varios los factores que influyen sobre esta diferente
respuesta inmunoldgica. Entre estos factores podemos citar la falta de memoria
inmunoldgica vy, los perfiles de citoquinas diferentes a la mayoria de los patégenos y
estimulos antigénicos comparado con los caballos adultos. Esta diferencia en la
respuesta inmune muchas veces se ha interpretado como una inmunodeficiencia. Esto
puede ser defendido si se compara la respuesta inmune de potrillos y caballos adultos
a los mismos antigenos de forma cuantitativa. Sin embargo, esta respuesta
inmunologica diferente se considera una estrategia de sobrevivencia y no un defecto.
Los potrillos inmunolégicamente virgenes pero capaces, enfrentan desafios donde
deben diferenciar comensales de patdgenos y tolerar o eliminar distintos antigenos.
Para esto se requieren mecanismos regulatorios muy bien establecidos, con
capacidad de controlar y balancear la respuesta inmune. Por esta razon el sistema
inmune del potrillo se considera virgen pero no inmunodeficiente.(Perkins y Wagner,
2015).

Los potrillos estan expuestos al R.equi desde el momento del nacimiento y la mayoria
no enferman ya que son capaces de generar respuestas inmunes que los protegen de
por vida. La capacidad de superar la infeccion por R.equi estd muy influenciada por el
nivel de exposicion y la virulencia del microrganismo, pero la respuesta inmune del
hospedador es critica. (Felippe Flaminio, 2010).

La respuesta inmune exacta de los potrillos a la infeccién por R.equi no se conoce.
Igualmente, se ha propuesto que el sistema inmune virgen del potrillo presenta
algunos puntos clave que, en algunos casos, pueden limitar su habilidad para
defenderse de la infeccién por R.equi. Paraddjicamente, los R.equi virulentos
desarrollaron el mecanismo para sobrevivir y replicarse dentro de los macrofagos
donde logran evadir al sistema inmune. La replicacion de los R.equi virulentos dentro
de los macrofagos no activados es fundamental para la patogenia de la enfermedad,
por lo que al mismo tiempo la activacion de los macrofagos con la subsecuente muerte
de los Rhodococcus es clave para el control de la infeccion. (Hines, 2013).

El potrillo neonato adquiere inmunoglobulinas, células T y citoquinas de su madre a
través del calostro. Estas son cruciales para la sobrevivencia de los potrillos en el
periodo neonatal y probablemente ayuden al desarrollo del sistema inmune luego del
nacimiento. (Perkins y Wagner, 2015).

Inmunidad humoral

Inicialmente, los potrillos deben obtener todos sus anticuerpos derivados maternales
mediante la ingestion de calostro, esto es debido a la placenta de tipo epiteliocorial de
los equinos. Esta transferencia pasiva tiene un rol critico en la resistencia a agentes
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infecciosos. La declinacion de los anticuerpos maternales coincide con la tipica edad
a la que se diagnostica la neumonia por R.equi. Las Igs de origen calostral presentan
una vida media de 21-30 dias. Por otro lado la seroconversion detectable de los
potrillos comienza a partir de las 4-5 semanas de edad debido a la estimulacién
antigénica oral y no exclusivamente a la enfermedad. En base a esto se ha sugerido
que, a pesar de no significar una proteccion absoluta, existe un rol protector por parte
de los anticuerpos.(Dawson y col., 2010).

Se ha demostrado in vitro que la opsonizaciéon de los R.equi con inmunoglobulinas
especificas promueve la fagocitosis de la bacteria e incrementa la actividad bactericida
al estimular la formacién de fagolisosomas. Ademas, la fagocitosis mediante el
receptor FCR incrementa la activacion del macrofago con la subsecuente produccion
de citoquinas. Mediante este mecanismo la proteccién conferida por los anticuerpos
es (til en la exposicion inicial a la bacteria, previo a ingresar al ambiente intracelular.
(Dawson y col., 2011).

La producciéon endégena de inmunoglobulinas comienza en el Gtero y bajas
cantidades de IgM e IgGa se detectan en el plasma de los neonatos previo a la ingesta
de calostro. Igualmente el sistema inmune ingenuo del potrillo requiere del soporte
brindado por la madre. El perfil de los anticuerpos de los potrillos difiere del de los
adultos (Figura 3). El plasma de los adultos contiene predominantemente IgG4/7
(80%) y concentraciones moderadas de IgG3/5 e IgG1. Inicialmente, el perfil de Ig del
potrillo se parece al del calostro con predominancia de IgG4/7. Luego, la
concentracion total de Ig en el plasma declina a medida que las Ig maternas son
utilizadas y degradadas. La vida media de las Igs maternas es de 18, 32 y 21 dias
para las 1gG1, 1gG4/7 e 1gG3/5 respectivamente. Cuando el total de Igs llega a un
minimo subsecuentemente comienza a incrementarse en consecuencia a la
produccién enddgena de Igs. El isotipo producido predominantemente por los potrillos
es IgG1l, a deferencia de los adultos que es IgG4/7. La produccién enddgena de
IgG4/7 es lenta durante el primer afio de vida siendo detectable recién a partir de las
16-20 semanas de vida. La producciéon de IgG1 es detectable a las 5 semanas y la de
IgG3/5 e IgA es detectable entre las 6 y 8 semanas de vida. lgualmente, la
concentracion y los mecanismos inmunes (por ejemplo activacion del complemento e
interaccion con el receptor FcR) de IgG1 e IgG3/5 en los potrillos con IgG4/7 en los
adultos se compensan. A pesar de la diferencia en los perfiles de Igs, la produccion
enddgena de Igs en los potrillos permite comprobar la activacion de células B pero el
camino regulatorio que influye en este perfil diferente no se conoce. Se ha sugerido
que la infeccion por R.equi ocurre en las primeras semanas de vida, de esta forma los
anticuerpos adquiridos pasivamente brindan una proteccion inicial hasta que los
potrillos comiencen a producir las inmunoglobulinas de forma enddgena. (Lewis y col.,
2008; Perkins y Wagner, 2015).
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4.4.2
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Figura 3. Concentracién de los isotipos IgGa (IgG1/2), 1gGb (IgG4/7) e 1gG (T)
(IgG3/5) en caballos adultos (izquierda) y potrillos hasta las 9 semanas de edad
(derecha). Gréficas adaptadas de Lunn y Horohov (2004).

R.equi induce una fuerte respuesta inmune humoral en los potrillos. En condiciones
naturales se detectan inmunoglobulinas especificas contra R.equi en todos los
potrillos. La concentracion de estas inmunoglobulinas se correlaciona con los cambios
cuantitativos fecales de R.equi, lo que sugiere una estimulacién antigénica oral. La
mayoria de los anticuerpos especificos son contra las vap, en especial contra la vapA
de superficie y la vapC secretora. La mayoria de los potrillos expuestos a R.equi
desarrollan una respuesta humoral con anticuerpos contra vapA sin presentar signos
de la enfermedad. Los potrillos con nheumonia por R.equi inducida también producen
niveles significativos de anticuerpos contra vapD y vapE. Esto puede deberse a la
expresion alterada de vapD y vapE en las infecciones persistentes y puede estar
asociado a la presencia y regulacion de vapA. Por otro lado, esta diferencia también
puede ser explicada por tratarse de antigenos poco inmundégenos y los anticuerpos
contra estos aparecen luego de la infeccion persistente. (Hooper-McGrevy y col.,
2003; Hooper-Mcgrevy y col., 2005).

Algunos estudios han propuesto que los potrillos clinicamente sanos y naturalmente
expuestos a R.equi generan una respuesta humoral con predominancia del isotipo
IgGa (IgG1/2). Por otro lado, también se ha propuesto que los potrillos con neumonia
por R.equi tienden a presentar concentraciones mas altas de IgG (T) (IgG3/5)
comparado a los potrillos expuestos pero sanos. (Hooper-McGrevy y col., 2003; Jacks
y Giguére, 2010; Sanz y col., 2015).

Inmunidad innata

La habilidad de las células del sistema inmune innato en controlar las infecciones
primarias tiene un rol critico en los potrillos inmunolégicamente virgenes. Los fagocitos
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participan en las primeras etapas de la respuesta inmune eliminando los
patégenos.(Felippe Flaminio, 2010).

Los neutrdéfilos son bactericidas para los R.equi opsonizados y son los primeros en
reclutarse en los sitios de infeccion en respuesta a citoquinas y quimioquinas. La
capacidad fagocitica de los neutrofilos de potrillos es comparable a la de los adultos
pero se encontré que la capacidad opsonizante del suero de los potrillos es un factor
limitante. El calostro posee factores opsonizantes y se ha demostrado que la
capacidad fagocitica mejora luego de la ingestion de calostro. Se demostro in vitro que
la actividad fagocitica y el estallido respiratorio de los fagocitos de los potrillos mejora
al ser mezclado con plasma de adultos. Esto se le atribuye a factores opsonizantes
como complemento, fibronectina e inmunoglobulinas provistos por el suero de adulto.
Igualmente, en esos estudios se observé que los neutrofilos de algunos potrillos
presentaban una eficiencia menor que el resto y se propuso que podria ser un factor
en la susceptibilidad de algunos potrillos a la infeccion. Ademés de eliminar los
patogenos, los neutrofilos pueden tener un efecto inmunomodulador en las vias
aéreas al ser una fuente de citoquinas y quimioquinas. Se ha propuesto que la
expresion de ciertas citoquinas por los neutrofilos esté influenciada por la edad, lo que
podria limitar la sefializacion y activacién de células durante la infeccién por R.equi. A
pesar de grandes cantidades de neutréfilos en las vias aéreas la infeccion en los
potrillos puede continuar.(Felippe Flaminio, 2010).

Los macrofagos, a diferencia de los neutréfilos, no siempre logran eliminar los R.equi
una vez fagocitados. Para que el macréfago consiga eliminar el R.equi necesita ser
activado a macrofagos tipo 1 (mediante la via clasica) y subsecuentemente producir
citoquinas y otras moléculas reguladoras del sistema inmune. Como se mencioné
anteriormente, la opsonizacion de los R.equi con anticuerpos especificos y su
fagocitosis mediante el receptor FcR incrementa la capacidad bactericida y activacion
del macrofago. (Felippe Flaminio, 2010).

Los macréfagos también pueden activarse cuando los receptores de superficie (por
ejemplo receptores tipo Toll [TLR]) reconocen estructuras altamente conservadas
expresadas solamente por patdégenos (patrones moleculares asociados a patégenos
[PAMPs]). Los TLR-2 estan implicados en el reconocimiento del R.equi y se ha
demostrado que la vapA puede activar este receptor. Se ha reportado que los
neonatos presentan una baja sefializacion de los TLR lo que podria suponer otro factor
en la susceptibilidad a R.equi.(Felippe Flaminio, 2010).

Por otro lado la activaciéon de los macréfagos es incrementada por ciertas citoquinas,
en particular el IFNy y el TNFa. Se ha propuesto que la activacion de los macréfagos
con IFNy previo a la infeccion intracelular resulta en un efecto bactericida eficiente del
R.equi. Estudios en ratones e in vitro han demostrado la importancia del IFNy en las
infecciones por R.equi. Se ha propuesto que bajos niveles de IFNy en los potrillos
puede ser un factor mas en la susceptibilidad al R.equi. Sin embargo, se ha observado
gran produccion de estas citoquinas en potrillos infectados con R.equi. Los
macrofagos inactivados no logran evitar la replicacion del R.equi intracelular pero, la
infeccion de éstos induce la secrecion de citoquinas. Un estudio reporté que la
infeccion por R.equi puede influir en el tipo de citoquinas producidas vy
subsecuentemente en la produccion de IFNy en los pulmones. Se ha propuesto que
la respuesta de citoquinas esta influenciado por la dosis de antigeno, dénde frente a
un menor indculo generan una mayor razéon IFNy/IL-4.(Giguere y col., 1999; Jacks y
Giguére, 2010).
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4.4.3

La respuesta inmune de tipo Thl con produccion de IFNy y el desarrollo de células T
citotoxicas (CTLs) especificas para R.equi derivan de una buena presentacion de
antigenos y signos co-estimulatorios. Los macrofagos y células dendriticas forman el
grupo de células presentadoras de antigenos (APC). Estas procesan los antigenos y
se los presentan a los CD4+ (ThO) mediante la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il (MHC-II) y a los CD8+ mediante el MHC-I juntos a otros
signos co-estimulatorios (por ejemplo IL-12). La expresion de MHC-Il y MHC-I es
reducido en las APC de los potrillos menores a 3 meses de edad pudiendo incrementar
la susceptibilidad a infecciones por una baja presentacion de antigenos a los linfocitos
T. Sin embargo, las células de sistema inmune innato de potrillo, como las células
dendriticas, responden a la infecciobn por R.equi con un mayor incremento en la
expresion de ARNm para IL-12 comparado a los adultos. (Dawson y col., 2010; Felippe
Flaminio y col., 2009)

Inmunidad adquirida mediada por células

En infecciones de bacterias intracelulares se requiere de una respuesta inmune de
tipo Thl. Este tipo de respuesta incrementa las células inflamatorias y recluta linfocitos
CD4+ y CD8+ (linfocitos citotoxicos [CTL]) para reconocer y eliminar los macréfagos
infectados.(Dawson y col., 2010)

El tipo de respuesta inmune depende en gran medida de las citoquinas circundantes.
Por ejemplo, la IL-12 estimula a los linfocitos CD4+ (ThO) a diferenciarse en Thl. Esta
citoquina es producida por los neutréfilos, macréfagos y células dendriticas activadas
y se la considera importante en la eliminacion de la infeccion por R.equi. Una vez que
los linfocitos se diferencian en una direccion ésta suele persistir debido a que las
citoquinas producidas por el subtipo de Th inhiben el desarrollo en otra direccion.
(Dawson y col., 2010)

La expresion de citoquinas en los potrillos difiere de la de los adultos al menos hasta
los tres meses de edad. A pesar de la cuantitativamente reducida expresion de
citoquinas comparado a los adultos, los potrillos tienen tendencia a una respuesta
inmune de tipo Thl. Las respuestas tipo Th2 apenas son detectables por un periodo
extendido luego del nacimiento. La produccion de IFNy por los Thl, CTLs y NK es
detectable a los pocos dias de vida y va incrementado gradualmente con la edad. A
diferencia, la produccion de IL-4 por los Th2 es practicamente indetectable durante los
primeros tres meses de vida. La concentracion de IL-4 detectada en los primeros dias
de vida es producida principalmente por basofilos. En los animales adultos, la
activacion de las células B es principalmente via Th2. Los potrillos producen gran
cantidad de IgG1 e IgG3/5 desde una edad temprana a pesar de la falta virtual de una
respuesta Th2. Esto lleva a suponer que existen caminos independientes a Th2 (vias
alternativas) que son importantes en la produccion de IgG en los potrillos. (Perkins y
Wagner, 2015).

Actualmente existe cierta controversia sobre las respuestas inmunes de los potrillos.
Algunos autores proponen que los potrillos tienen una tendencia a las respuestas
inmunes de tipo Th2. Probablemente esto haya sido extrapolado de estudios en
ratones, quienes si tienen una tendencia Th2. A diferencia, estudios en neonatos
humanos han mostrado que tienen una tendencia Thl o ThO pero no Th2. En un
estudio por Wagner y col. (2010) se compararon las respuestas Thly Th2 en potrillos

20



4.5

evaluando el IFNy e IL-4 intracelular y no sélo mediante la concentracion total de
citoquinas en plasma. Este estudio mostré que los potrillos tienen una respuesta Th2
poco precisa y tienen tendencia a la respuesta Th1l. Los estudios que han establecido
el concepto sobre la tendencia inmune Th2 en los potrillos o han concluido a partir de
la medicidn del total de citoquinas sin tener en cuenta el origen de éstas. (Perkins y
Wagner, 2015; Wagner y col., 2010).

Respaldando el concepto de la tendencia Thl de los potrillos, Perkins y col. (2014)
realizaron un estudio donde demuestran una diferencia entre la composicion de
células y el perfil de induccion de citoquinas en el calostro de las yeguas comparado
a las células de la sangre periférica de la yegua al momento del parto. Esta diferencia
muestra que existe una seleccién en la transferencia de células al calostro y es
predominante para Thl, Thl7 y CTLs. En base a esto, sugieren que las células T
maternales transferidas pueden tener un rol importante en la inmunidad pasiva de los
potrillos y que puede ser un factor en la tendencia a una respuesta de tipo Thl en los
neonatos.(Perkins y col., 2014).

A pesar de la tendencia de la respuesta inmune tipo Thl y que la mayoria de los
potrillos son sanos, éstos presentan una susceptibilidad particular a la infeccion por
R.equi. Esta demostrado una menor produccién de IFNy por los potrillos comparado
a los adultos y se ha propuesto como un factor de susceptibilidad a R.equi. Sin
embargo, la expresion de IFNy incrementa en la infeccién por R.equi en potrillos y
adultos.(Dawson y col., 2010).

Se ha resaltado la importancia de la inmunidad pulmonar compartimentalizada. Un
estudio por Giguére y col. (1999) sugiere que la infeccién de los potrillos con R.equi
virulento estimula la expresion de ARNm para citoquinas inflamatorias en el pulmén e
inhibe la expresiéon de ARNm para INFy en las células CD4+ del pulmén comparado
a controles con R.equi avirulento. (Giguére y col., 1999).

Existen mas diferencias asociadas a la edad, propuestas como factores para la
susceptibilidad de los potrillos a la neumonia por R.equi. Sin embargo, a pesar de
todas las diferencias propuestas, la mayoria de los potrillos son capaces de montar
respuestas inmunes satisfactorias y no desarrollar la enfermedad clinica luego de la
exposicion. Actualmente las bases de la susceptibilidad asociada a la edad no estan
claras pero es muy probable que sea multifactorial. Mcqueen y col. (2014) reportaron
gue puede existir un trasfondo genético en el desarrollo de la enfermedad clinica pero
esto aun no ha sido comprobado.(Mcqueen y col., 2014).

Diagndstico

El diagndstico temprano de la infeccion es muy importante porque R.equi no responde
a los antimicrobianos comunmente utilizados para otro tipo de neumonias y, comenzar
el tratamiento adecuado lo antes posible mejora el prondstico. (Rusca Correa Porto y
col., 2011).

La baja velocidad de diseminacion de la enfermedad junto a la gran capacidad de los
potrillos para compensar la pérdida progresiva de los pulmones hace que los signos
iniciales sean muy sutiles y dificulten el diagnéstico temprano. (Cohen, 2012a).

La observacién diaria de los animales ayuda a detectar pequefios cambios
comportamentales indicando la necesidad de examenes complementarios. El hecho
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gue se haya diagnosticado la enfermedad en otro potrillo del establecimiento y que se
trate de un animal menor a 6 meses implica tener en cuenta la posibilidad de infeccion
por R.equi. (Rusca Correa Porto y col., 2011).

Entre los exdmenes complementarios més utilizados se encuentran la imagenologia,
los analisis sanguineos, el PCR, la citologia y el cultivo del microorganismo.
Cualquiera de esos debe utilizarse teniendo en cuenta la sintomatologia clinica, la
epidemiologia y si es posible utilizarlos en conjunto (Cohen, 2012a).

La imagenologia permite revelar anormalidades en el parénquima pulmonar o en el
abdomen. La ultrasonografia (US) toracica es la que tiende a ser mas utilizada por su
practicidad y facil acceso en el campo. Permite observar lesiones en la periferia, y
resulta Gtil ya que se ha demostrado que casi todos los animales con enfermedad
pulmonar presentan lesiones a este nivel. La US no debe ser utilizada como
diagnoéstico definitivo ya que otros agentes patdgenos pueden causar abscesos
similares, como el streptococcus zooepidermicus principalmente en portillos mayores
a 3 meses de edad. (Hines, 2013; Rusca Correa Porto y col., 2011).

El conteo de células sanguineas, concentracion de fibrinbgeno y la bioquimica
sanguinea aportan informacion sobre la presencia de inflamacion pero estas son
inespecificas. La hiperfibrinogenemia es el hallazgo més consistente aunque hay
casos que pueden mantener valores normales. La leucocitosis neutrofilica con o sin
monocitosis también es comun. La trombocitosis e hiperglobulinemia han sido
reportados asociados a infecciones por R.equi. (Hines, 2013; Rusca Correa Porto y
col., 2011).

Valores de fibrindbgeno por encima de 700mg/dl junto a un conteo de células blancas
superiores a 20.000 cel./microlitro y la observacién de abscesos en la ecografia
pulmonar es mas probable en la infeccion por R.equi que en neumonias por otros
agentes etioldgicos. (Hines, 2013).

El PCR y el cultivo bacteriologico (figura 4) revelan la presencia del microorganismo,
pero esto no siempre significa que sea el agente causal de la enfermedad. Las
muestras se pueden obtener de aspirados traqueobronquiales u otros sitios si se trata
de DEPs. El cultivo permite ademas identificar si existen otros patégenos concurrentes
en la infeccibn y mediante el antibiograma evaluar la sensibilidad a los
antimicrobianos. El PCR permite la deteccion de R.equi de forma muy sensible aunque
exista una infeccion concurrente, por lo que utilizar el PCR junto al cultivo es de gran
utilidad. La citologia ayuda a confirmar si la presencia del microorganismo se
corresponde con una inflamacién concurrente en el tracto respiratorio lo que permitiria
realizar el diagndéstico definitivo. (Hines, 2013; Johns, 2013).

Figura 4. Cultivo puro de R.equi. Se observan colonias irregulares,
semitransparentes, brillantes y muy mucosas.
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4.6 Tratamiento y pronostico

R.equi es sensible a una gran cantidad de antimicrobianos in vitro, pero son muy pocos
los que resultan efectivos in vivo. Esta falta de correlacion se debe principalmente a
gue R.equi es un patogeno intracelular que causa inflamaciones piogranulomatosas y
por lo tanto es necesario que los antimicrobianos, ademas de ser efectivos contra
R.equi, tengan buena penetracion de tejidos y macréfagos y, funcionen en un entorno
relativamente acido. (Cohen, 2012b; Hines, 2013).

En la década del 80 se comenz6 a utilizar la combinacién de eritromicina, un
macrolido, junto a rifampicina, una rifamicina, lo que logré reducir drasticamente la
mortalidad de los potrillos a causa de la infeccion por R.equi. El éxito de sobrevivencia
aumento6 de aproximadamente 20 - 30% a 60 - 90%. Actualmente la azitromicina y la
claritromicina, macrélidos de generacién mas nueva, han remplazado a la eritromicina.
(Giguere y col., 2011; Hines, 2013; Rusca Correa Porto y col., 2011)

La rifampicina y los macrélidos son antibiticos bacteriostaticos, que a altas
concentraciones pueden tener efectos bactericidas. Tienen las caracteristicas de ser
liposolubles, capaces de penetrar las células y concentrarse en granulocitos y
macrofagos. La combinacion de ambas drogas se hace en base a que funcionan
sinérgicamente y a que ayuda a evitar el desarrollo de resistencia bacteriana, proceso
gue seria mas rapido utilizandolas como monodroga. No obstante, existe un estudio
donde se demostré que la rifampicina disminuye la concentracion de claritromicina y
potencialmente otros macrolidos en el plasma, el tejido pulmonar y las células
bronquioalveolares. (Giguere y col., 2011; Hines, 2013)

DROGA VIA  DOSIS

Eritromicina oral 25mg/kg c/6-8hrs 0 37,5mg/kg c/12hrs.
Claritromicina oral 7,5mg/kg c/12hrs.

Azitromicina oral 10mg/kg c/24hrs por 5 dias y luego continuar c/48hrs.
Rifampicina oral 5-10mg/kg c/12 hrs o 10mg/kg c/24hrs.

Tabla 1. Antibi6ticos frecuentemente utilizados para tratar la infeccion por R.equi en
potrillos. Datos adaptados de Cohen, 2012b; Giguere y col., 2011.

El tratamiento es largo, de 3 a 12 semanas normalmente, que se define a traves del
monitoreo del paciente teniendo en cuenta la resolucion de la sintomatologia, la
desaparicion de las lesiones ultrasonograficas y la concentracion de fibrinbgeno en
valores normales. (Cohen, 2012b; Hines, 2013).

La claritromicina y la azitromicina presentan mayor biodisponibilidad oral, logran
mayor concentracion en el parénquima pulmonar y presentan menor incidencia de
efectos secundarios que la eritromicina. Un estudio comparando los tres macrolidos,
cada uno administrado junto a rifampicina, mostré que la claritromicina es la que tiene
mejores resultados en el tiempo de recuperacion. También se observé que la
azitromicina no se diferencia a la eritromicina en el tiempo de recuperacién pero tiene
la ventaja de administrarse una sola vez al dia. (Hines, 2013).

Se han propuesto otros macrélidos como la tulatromicina, tilmicosina y gamitromicina
de uso inyectable cada siete dias, lo que los hace muy tentadores para su uso en la
clinica. Para los dos primeros existen investigaciones que descartan su utilidad para
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infecciones por R.equi debido a una recuperacion significativamente mas lenta del
paciente comparado con los macrélidos orales. La gamitromicina, en cambio, todavia
esta en estudio y hasta el momento pareceria tener buenos resultados para tratar los
casos de neumonia por R.equi. La dosificacion recomendada de la gamitromicina es
de 6 mg/kg intramuscular cada 7 dias. (Cohen, 2012b).

A nivel mundial existen varios reportes de cepas resistentes a los macrolidos, tanto en
animales como en humanos. Hasta donde sabe el autor en Uruguay todavia no hay
ningun estudio que documente tal resistencia. En el 2014 en Santa Maria, Brasil, se
realizd un estudio con cepas de la zona que reporta cierta resistencia a la eritromicina
pero gran sensibilidad a los demés macrélidos. Se ha reportado que en los Ultimos
afios el desarrollo de resistencia bacteriana se ha visto favorecido por tratar
masivamente a todos los animales con lesiones ultrasonograficas a pesar de no
presentar enfermedad clinica. (Gresslery col., 2015; Rusca Correa Porto y col., 2011).

Respecto a los efectos secundarios al uso de los macrélidos, las diarreas leves y la
hipertermia son los mas comunes. Si la diarrea es muy severa se recomienda cortar
el tratamiento, estabilizar al animal y algunos autores recomiendan el uso de
probioticos. La hipertermia suele resolverse trasladando al animal a un lugar fresco.
En las yeguas madre, que eventualmente ingieren los antimicrobianos, puede causar
una colitis que normalmente se resuelve espontaneamente. (Cohen, 2012b; Hines,
2013).

Se debe tener en cuenta que ademas de la antibidticoterapia muchas veces se
requiere proveer un tratamiento adicional que asegure mantener una buena nutricion,
hidratacion y ventilacion del animal. Si es necesario, se puede administrar AINES para
mantener la temperatura en rangos normales y estimular el apetito. Algunos autores
recomiendan la suplementacion con acidos grasos ya que se ha visto que estos
estimulan la fagocitosis por parte de los macréfagos. Respecto al uso de
broncodilatadores se ha visto que no aportan ningun beneficio extra.(Hines, 2013).

Los casos de DEPs infecciosos deben ser tratados con los mismos antibiéticos que
para la neumonia aunque las terapias locales son consideradas en algunos casos.
Por ejemplo, lavajes articulares en artritis sépticas o desbridamiento quirtrrgico en la
osteomielitis. (Giguére y col., 2011; Johns, 2013).

Los potrillos con sinovitis aséptica normalmente no necesitan un tratamiento
especifico y la efusion desaparece al resolverse la infeccién pulmonar. El ejercicio
limitado pero no eliminado ayuda a disminuir la inflamacién. (Giguéere y col., 2011;
Johns, 2013).

Los potrillos con uveitis 0 anemia hemolitica inmunomediada necesitan un tratamiento
especifico. La atropina y los corticoides topicos junto a AINES son adecuados para
las uveitis siempre que no haya Ulcera de cérnea. Los corticoides sistémicos son el
tratamiento ideal para la anemia hemolitica, pero su uso puede interferir con la
respuesta inmune frente a la infeccion bacteriana. De todas formas se indican los
corticoides en los casos graves junto a transfusiones sanguineas. (Johns, 2013).

Con las terapias antimicrobianas disponibles al dia de hoy la sobrevivencia de los
potrillos con neumonia por R.equi varia de un 60 a 70% en los hospitales a donde
generalmente llegan los casos mas graves. En los establecimientos se logran
sobrevivencias del 70 a 90%, llegando a un 100% en aquellos lugares donde se
emplean programas de monitoreo para detectar la enfermedad temprana. En general
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4.7

4.7.1

el pronostico es mas desfavorable en los casos con abscesos abdominales y
osteomielitis. (Hines, 2013).

Muchos estudios han intentado evaluar los efectos a largo plazo de la funcién
pulmonar y la performance atlética. Un estudio reporté que no existe impacto sobre la
posibilidad y la edad de comenzar a correr, pero si se observaron resultados negativos
respecto a la longevidad de la carrera deportiva y la posibilidad de ser “grandes
corredores”. De todas formas todavia no esta claro el rol que juega la neumonia por
R.equi en el potrillo con respecto a su futuro deportivo. (Hines, 2013; Treloar y col.,
2012) .

Control y prevencion

Las medidas de control y prevencion de la neumonia por R.equi son ampliamente
utilizadas en los Haras donde la enfermedad se presenta de forma endémica.
Consisten en identificar de forma temprana los potrillos infectados y disminuir el riesgo
de infeccion de los potrillos. (Johns, 2013).

Monitoreo para identificar los infectados de forma temprana

La neumonia que produce el R.equi es de naturaleza insidiosa, donde los signos
clinicos suelen aparecer cuando los cambios patolégicos ya son muy avanzados y su
evoluciéon puede ser devastadora. Debido a esto la deteccién temprana de potrillos
infectados se ha vuelto una préactica de rutina en muchos Haras con enfermedad
endémica. (Cohen, 2012c; Johns, 2013).

Se han descrito una gran variedad de métodos de monitoreo con el fin de detectar la
enfermedad en sus comienzos y lograr un mejor pronéstico. Estos incluyen la
observacion diaria de los potrillos, el examen clinico regular, la medicion de
parametros hematoldgicos y serolégicos y, la imagenologia. (Johns, 2013)

La observacion diaria de los potrillos ayuda a detectar sutiles cambios
comportamentales y cambios en el estado general del potrillo. EI examen clinico
regular en busca de signos de neumonia o DEPs y la medicion de la temperatura
rectal puede ayudar a detectar animales enfermos de forma temprana. (Cohen,
2012c).

La ultrasonografia toracica es un método de monitoreo accesible (Figura 5). A pesar
de esto, el uso de la ultrasonografia como método de monitoreo ha identificado
lesiones hasta en el 80 a 92% de los potrillos en los Haras donde la enfermedad es
endémica. Sin embargo, el porcentaje de estos potrillos que llega a desarrollar la
enfermedad clinica sin tratamiento es considerablemente mas baja. Se han reportado
estudios donde sélo el 21% de los potrillos con lesiones ultrasonogréaficas desarrollan
neumonia. Debido a que un alto porcentaje de los potrillos resuelve la infeccidon
espontaneamente, la identificacion de lesién ultrasonogréafica no debe ser utilizada por
si sola como una razon para iniciar la terapia con antibioticos. Se han desarrollado
sistemas de graduacién para cuantificar la severidad de las lesiones e intentar
determinar qué animales necesitan tratamiento. A pesar de esto, existen algunas
desventajas en este método de monitoreo. La necesidad de realizar las
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ultrasonografias en una forma seriada aumenta la mano de obra y el costo total para
el establecimiento. Los potrillos son expuestos a un manejo mMas intenso
repetitivamente lo que puede incrementarles el estrés y la susceptibilidad a
enfermedades. Ademas el ndmero de potrillos tratados con antimicrobianos por
neumonia presuntiva aumenta. Por otro lado la ultrasonografia es util como monitoreo
de los tratamientos y es de gran utilidad para definir el fin de la antibi6ticoterapia.
(Cohen, 2012c; Slovis y col. 2005).

Figura 5. Ecografias toracicas observandose abscesos pulmonares de diferentes
diametros. Fuente: Sanz, 2013.

La medicion de la concentracion de fibrinbgeno por si solo es poco sensible e
inespecifico. Segun un estudio realizado por Giguere y col. (2003) la medicién de la
concentracion de células blancas puede ser utilizado como método de monitoreo con
sensibilidad y especificidad razonable cuando existen conteos mayores a 15.000
células blancas / pl. (Johns, 2013).

La medicion de la concentracion sérica del total de anticuerpos especificos contra
R.equi no es atil como método de monitoreo. Recientemente un estudio demostro que
la concentracién sérica individual de los isotipos de IgG contra la vapA no son utiles
como predictores de enfermedad, excepto por IgG (T). Esto es debido a la presencia
de los anticuerpos por exposicion y no exclusivamente enfermedad. Este estudio
propone que las 1gG (T) especificas contra vapA podrian tener buena sensibilidad y
especificidad en los potrillos enfermos pero alin no esta demostrado. (Cohen, 2012c;
Sanzy col., 2015).

Recientemente, y aun no publicado, Crowley y col. (2016) proponen el uso potencial
del estrés oxidativo como un biomarcador en el diagndstico de la neumonia por R.equi
e incluso como un identificador de potrillos en riesgo al nacimiento. (Crowley y col.,
2016).

A pesar de los diferentes métodos de monitoreo descritos, todos ellos tienen sus
limitaciones. Los programas de monitoreo y las medidas tomadas frente a los casos
“positivos” deben ser adaptados a cada Haras segun su historia de morbilidad y
mortalidad de la infeccion por R.equi, los recursos disponibles y, la habilidad de
cambiar el manejo segun los resultados del programa. (Johns, 2013).
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4.7.2

4.7.3

Manejo del entorno

Respecto al manejo en los Haras se han investigado varias estrategias preventivas
con el fin de minimizar la carga bacteriana y de evitar la aerosolizacion de los
microrganismos. (Johns, 2013).

La densidad de caballos, particularmente yeguas con sus potrillos, aumenta el riesgo
de neumonia por R.equi. Los esfuerzos para lograr disminuir la carga de animales por
hectarea deberian ser considerados en Haras donde existe una alta concentracion de
animales y la enfermedad se presenta de forma endémica. El hecho de mantener
separados los lotes de animales residentes de los transitorios ayuda a disminuir la
transmision. (Cohen y col., 2002).

Las heces equinas son un excelente substrato para la multiplicacion de R.equi,
especialmente debido a que son ricas en &cidos grasos volétiles por lo que se ha
considerado como medida de control remover las heces de los potreros y parideras.
Sin embargo, esto no ha demostrado tener un impacto en la reduccién de la incidencia
de la enfermedad. La infeccidén por R.equi puede ocurrir desde el dia del nacimiento,
y se ha demostrado que los potrillos que nacen a campo tienen menos probabilidad
de desarrollar neumonia que aquellos que nacen en box. (Giguere y col., 2011; Hines,
2013)

Varios autores recomiendan el aislamiento de los potrillos enfermos para disminuir la
contaminacion del suelo. Se ha demostrado que los potrillos enfermos tienen una
mayor concentracion del microorganismo en sus heces respecto a los potrillos sanos.
De todas formas no se ha observado una disminucion en la incidencia de la
enfermedad con el uso de esta medida. (Giguére y col., 2011; Johns, 2013; Madrigal
y col., 2016).

Evitar la aerosolizacion del microrganismo es de gran importancia debido a que la
inhalacion es la principal via de infeccion. La concentracion de R.equi en el aire
inspirado ha sido correlacionada con la incidencia de la enfermedad en un estudio en
Australia. Los factores asociados a una mayor concentracion de R.equi en el aire
incluyen temperaturas ambientales altas, baja humedad del suelo, escaza cobertura
de pasto y mayor concentracion de animales. Lograr una buena cobertura de pasto
en los potreros donde residen los potrillos ayuda a evitar la aerosolizacion de la
bacteria. Para controlar el polvo en los piquetes se ha propuesto humedecer el suelo.
(Giguere y col., 2011; Muscatello y col., 2006).

Quimioprofilaxis

La quimioprofilaxis con maltolato de galio (GaM) ha sido sugerida como otra
herramienta para la prevencion. El ion férrico (Fe3+) es esencial para el crecimiento
de la mayoria de los microrganismos, incluyendo el R.equi. El secuestro de hierro por
proteinas del hospedador como la transferrina, lactoferrina y ferritina son mecanismos
de defensa innata que limitan el acceso de los microorganismos al hierro. Sin
embargo, R.equi tiene la capacidad de usar el Fe unido a las proteinas, de forma tal
que esquiva este mecanismo de defensa. El galio es un semimetal trivalente,
guimicamente similar al ion férrico, que se une a la transferrina en los lugares de union
del hierro. La bacteria lo adquiere en lugar del hierro, pero este no es reducible a una
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4.7.4

4.7.5

forma divalente en condiciones fisioldgicas y por lo tanto no puede ser usado en las
vias metabdlicas. Ademas es preferentemente tomado por los fagocitos
mononucleares en zonas de inflamacion, lo cual logra una gran concentracion en los
tejidos infectados, sin necesidad de altas concentraciones sanguineas. El GaM se ha
administrado de forma segura a potrillos via oral y se ha demostrado que alcanza
concentraciones antimicrobianas a una dosis de 20-30 mg/kg. Se demostrd in vitro
que el GaM reduce significativamente la concentracion de R.equi intracelular. Sin
embargo, un estudio en un Haras con historia de la enfermedad endémica no mostrd
una diferencia significativa en el numero de potrillos enfermos entre grupos a los que
se les administr6 GaM oral y a los que se les administré placebo. Otros estudios se
han enfocado en el tratamiento de las yeguas periparturientas con GaM donde la
concentracion de R.equi en las heces fue significativamente menor, pero no se
observé una disminucién en la concentracion de la bacteria en el aire. (Johns, 2013;
Martens y col., 2007).

Estudios recientes han propuesto el uso del GaM como tratamiento alternativo a los
macrolidos para potrillos que presentan lesiones pulmonares relativamente pequefias.
Su efectividad aun no ha sido comprobada pero la posibilidad de poder utilizar otros
antimicrobianos es de gran interés para disminuir la velocidad de desarrollo de
resistencia a los macrolidos. (Coheny col., 2015).

No utilizar antibiéticos como profilaxis

El uso masivo de antibiéticos como profilaxis en los potrillos de establecimientos
afectados endémicamente no es recomendado debido a las altas probabilidades de
desarrollar resistencia bacteriana. En un establecimiento se report6 un incremento en
la resistencia del 25% previo al tratamiento a un 62% post tratamiento. Ademas otros
estudios han cuestionado la eficacia de los antibiéticos como preventivos y se ha visto
gue su uso no altera la proporcion de enfermos. (Johns, 2013; Venner y col., 2013).

Inmunizacién activa del potrillo

Se ha demostrado la importancia de respuestas inmunes tanto mediadas por células
como humorales para combatir la infeccion por R.equi. La vacunacion de los potrillos
es la que lograria estimular la inmunidad mediada por células. Esta deberia ser
administrada a edad muy temprana y producir un efecto protector rapido debido a que
los potrillos se pueden infectar desde los primeros dias de vida. (Dawson y col., 2010;
Johns, 2013).

Una vacuna efectiva necesita estimular la produccién de células de memoria en los
nodulos linfaticos regionales que rapidamente pueda expandir a la zona afectada una
respuesta promoviendo la produccion de citoquinas tipo 1. Ha sido demostrado que
los potrillos menores a 3 semanas de edad logran establecer respuestas inmunes
protectoras contra R.equi, por lo que dado una correcta estimulacion los potrillos
pueden producir una respuesta inmune protectora frente a una vacuna. (Giles y col.,
2014).
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4.7.6

4.7.6.1

Hasta el momento no se ha logrado una vacuna comercial efectiva que proteja a los
potrillos de la infeccion por R.equi. Se han intentado desarrollar vacunas vivas,
muertas y fisicamente atenuadas mediante los métodos convencionales pero no han
sido exitosas. (Bordiny col., 2014; Giles y col., 2016). El tnico método de inmunizacién
activa comprobado en proteger a los potrillos contra la infeccion intrabronquial con
R.equi virulento es la administracion oral de R.equi virulento vivo. A pesar de esto, la
administracion de organismos virulentos vivos como vacuna no es admisible por
razones de seguridad ambiental y para los potrillos, pero esto es alentador para
continuar con el intento de desarrollar una vacuna comercial efectiva.(Chirino-Trejo y
col., 1987; Hooper-Mcgrevy y col. 2005) .

Las vacunas modernas con ingenieria molecular, por ejemplo vacunas conteniendo
subunidades, ADN, o genéticamente atenuadas han demostrado cierto potencial, sin
embargo hasta el momento no se ha logrado que confieran la proteccion requerida.
Las vacunas utilizando vectores portando el gen vapA estan siendo probados y han
dado buenos resultados en roedores pero aun deben ser estudiados en potrillos. Se
demostré que el R.equi inactivado por irradiacién y estructuralmente intacto es
inmunogénico cuando es administrado oralmente, pero los regimenes de vacunacion
en potrillos evaluados hasta el momento no han sido suficientemente inmunogénicos.
Regimenes de dosis y vias alternativas necesitan mas investigacion. (Bordin y col.,
2014; Carla Giles y col., 2016; Rocha y col., 2016).

Inmunizacion pasiva del potrillo

Los anticuerpos son importantes en las etapas iniciales de la infeccibn pero su
presencia no significa que exista una proteccién absoluta. Algunos mecanismos
mediante los que los anticuerpos contribuyen a la inmunidad incluyen bloquear las
etapas iniciales de infeccidén celular, alterar la ruta por la que el R.equi ingresa al
macréfago y disminuir la habilidad del R.equi de evitar la maduracion del fagosoma.
Varios hechos evidencian el rol de los anticuerpos: 1. La edad a la que suele aparecer
la enfermedad clinica coincide con la ventana inmunitaria. 2. los anticuerpos contra
R.equi tienen amplia distribucion entre los caballos y en la mayoria de los potrillos de
tres meses de edad estdn presentes. 3. Existe una correlacion inversa entre la
concentracion de anticuerpos en sangre y la severidad y prevalencia de la
enfermedad. 4. Luego del desafio con R.equi virulento la respuesta inmunitaria se
caracteriza por aumentos en la concentracion sanguinea de IgGa e IgGb, que son
isotipos importantes en la opsonizacion y fijacion del complemento. 5. In vitro, la
opsonizacién del R.equi con anticuerpos especificos incrementa la fusion fagosoma-
lisosoma, aumentando significativamente la muerte de los R.equi por macréfagos
alveolares de potrillos. 6.Informacién adicional apoyando el papel de la inmunidad
humoral viene de estudios sobre la inmunizacibn pasiva con plasma
hiperinmune.(Hines, 2013).

Inmunizacién pasiva via calostro

La vacunacién de las yeguas durante la prefiez contra R.equi resulta en la produccion
de anticuerpos especificos y la subsiguiente transferencia de éstos a los potrillos
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4.7.6.2

mediante el calostro. Los anticuerpos calostrales incrementan la capacidad de
opsonizacién del plasma del potrillo pero no brindan una proteccion absoluta contra la
enfermedad debido a la importancia de la inmunidad mediada por células y a su
declinaciobn a valores no protectores cuando el potrillo ain es susceptible a la
infeccion. (Johns, 2013).

Los estudios investigando la inmunizacion activa de yeguas con el fin de aumentar la
transferencia pasiva de anticuerpos contra R.equi en el calostro y proteger a los
potrillos de la neumonia por R.equi han dado resultados diferentes. Algunos estudios
muestran que la vacunacién de las yeguas por si sola no ha probado tener un efecto
protector contra la neumonia en los potrillos a pesar de lograr un aumento significativo
en la concentracion de anticuerpos especificos contra R.equi en el calostro. Sin
embargo, otros investigadores encontraron que la transferencia pasiva de anticuerpos
especificos contra R.equi estaba asociada a proteccién contra la enfermedad en
potrillos. (Becu y col., 1997; Erganis y col., 2014; Martens y col., 1991; Varga y col.,
1997).

Becu y col. (1997) estudiaron la dinamica en la declinacion de anticuerpos contra
R.equi en el suero de potrillos cuyas madres fueron vacunadas. La concentracion fue
evaluada subjetivamente mediante inmunodifusion en gel de agar (AGID) y
objetivamente mediante fijacibn de complemento. La vida media de los anticuerpos
fue de 30-35 dias y a los 75 dias de edad ya no eran detectables. Igualmente existio
una variabilidad importante entre los potrillos, donde algunos que presentaron fuertes
reacciones en la AGID a los dos dias de edad mantuvieron niveles similares a los 3
meses. (Becu y col., 1997).

Cuando se utiliza la vacunacién de las yeguas madre como Unica medida de
prevencion queda un gran numero de potrillos en riesgo debido a la declinacion de
anticuerpos a concentraciones no protectoras cuando el potrillo aliin es susceptible, el
significante porcentaje de yeguas que no responden a las vacunas y el porcentaje de
potrillos que no adquieren una buena inmunidad calostral por diversas razones. Una
forma de estandarizar la administracion de inmunoglobulinas especificas ha sido
mediante la administracion de plasma hiperinmune para R.equi. (Becu y col., 1997,
Felippe Flaminio, 2010).

Inmunizacién pasiva via plasma hiperinmune

La inmunizacion pasiva mediante la administracion de plasma hiperinmune (HIP)
especifico para R.equi ha sido utilizado como método de control en los Haras
endémicos. A través de este método se logra una mejora en el mecanismo efector
humoral de los potrillos. (Mechelen, 2015).

El HIP se obtiene de animales donantes con alta concentracion de anticuerpos
circulantes contra un antigeno especifico y en medicina equina suele congelarse
fresco (enseguida de su obtencion). (Tennent-brown, 2011).

Los componentes protectores del HIP no estan claros. La administracién de plasma
hiperinmune o de inmunoglobulinas especificas contra R.equi purificadas induce el
mismo nivel de proteccion. Este hecho indica que las inmunoglobulinas son el
componente principal que protege a los potrillos contra la infeccion de R.equi en el
plasma hiperinmune, especialmente aquellas contra la vapA. Igualmente, el plasma
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equino también contiene otros constituyentes como la fibronectina, componentes del
complemento, colectinas, citoquinas y proteinas de fase aguda que pueden tener un
efecto protector adicional. (Hooper-McGrevy y col., 2001; Johns, 2013; Mechelen,
2015).

A pesar que el mecanismo protector de los anticuerpos no ha sido completamente
descrito, diferentes estudios a lo largo de los afios describen funciones que podrian
justificar el efecto protector. Gran parte de los estudios demuestran que la capacidad
opsonizante de las Igs incrementa la fagocitosis y el efecto bactericida. Algunos lo
demuestran in vitro mediante el uso de Igs especificas o HIP, otros mediante la
vacunacion de caballos adultos y otros mediante la transferencia de las Igs a los
potrillos en el calostro.(Cauchard y col., 2004; Dawson y col., 2011; Martens y col.,
1989; Martens y col., 1987).

La produccion endogena de IgG e IgA no es significante hasta las primeras 4-5
semanas de vida en los potrillos. La deficiencia relativa de anticuerpos puede tener un
rol en el desarrollo de la neumonia. La vida media de las IgG luego de la
administracion intravenosa tiene un rango de 21 a 30 dias, por lo que el HIP podria
ser una fuente importante de anticuerpos hasta que la produccion enddégena ocurra.
(Higuchi y col., 1999; Lopez y col., 2002; Sanz y col., 2016).

El mecanismo de proteccion asociado al HIP no estd completamente claro. Dawson y
col. (2011) propusieron la difusion de los anticuerpos especificos hacia las vias aéreas
luego de la administracion intravenosa. Recientemente, Sanz y col. (2016) reportaron
que luego de la administracién de HIP incrementa la concentracion de 1gG especificas
contra la vapA en el liquido bronquioalveolar. Este incremento fue apreciable entre las
24hrs y 5 dias luego de administrado el HIP. Esto indica que probablemente exista
una compartimentalizacién de los anticuerpos fuera de la circulacién sistémica y que
la difusion de los anticuerpos es rapida y explica parte del mecanismo protector del
HIP. La difusién de otras moléculas como factores del complemento y citoquinas no
fueron estudiadas.(Dawson y col., 2011; Sanz y col., 2016).

No ha sido determinado adn si la administracion de HIP reduce la excrecién de
bacterias en las heces lo que podria tener un rol interesante en la prevalencia de la
enfermedad en los Haras. (Mechelen, 2015)

Luego de la administracion de HIP, varios estudios han reportado una reduccioén en la
morbilidad y mortalidad de potrillos por R.equi. Sin embargo, otros estudios no
encontraron una diferencia significativa en la proteccion de los potrillos luego de la
administracion de HIP. Las razones para la discrepancia en los resultados sobre la
efectividad del plasma son muy variadas. (Becu y col., 1997; Caston y col., 2006;
Erganis y col., 2014; Steeve Giguere y col., 2002; Higuchi y col., 1999; Hooper-
McGrevy y col., 2001; Madigan y col., 1991; Martens y col., 1989; Perkins y col., 2001;
Sanzy col., 2016).

La extrapolacion de desafios experimentales a naturales es complicada. Los estudios
en condiciones naturales presentan la desventaja de ser afectados por muchas
variables que pueden influir en los resultados, como la variacién en la prevalencia de
la enfermedad afio a afio y los cambios en el manejo concurrentes. En la mayoria de
los estudios la eficacia del HIP fue basado en comparaciones afio a afio. Sin embargo,
Becu y col. (1997) utilizaron controles a los que no se les administré el HIP en el mismo
afio, aunque los controles y los tratados pertenecieron a diferentes establecimientos
que pueden haber presentado diferentes medidas de manejo y prevalencias de la
enfermedad. (Becu y col., 1997).
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El uso de desafios experimentales con R.equi provee un ambiente mas controlado
para la evaluacion del HIP. Sin embargo la mayoria de los estudios han utilizado dosis
altas de R.equi para infectar a los potrillos. Esto resulta en neumonias agudas y
severas con areas grandes de consolidacién pulmonar y, la necesidad de eutanasiar
a la mayoria de los potrillos poco después del desafio. Estos hallazgos clinico-
patoldgicos no se reflejan con los tipicamente encontrados en la infeccion natural. Esto
ha llevado a cuestionar la efectividad de estos modelos de infeccion para evaluar la
efectividad del HIP. Algunos de los estudios experimentales no encontraron un efecto
significativo en el uso de HIP. Sin embargo, en un estudio experimental por Hooper-
McGrevy y col. (2006) los primeros signos de neumonia, el nimero de bacterias
aisladas del pulmén vy, la relacion entre el peso del pulmoén y el peso del animal fueron
mas bajos en los animales que recibieron HIP antes del desafio. Igualmente, todos los
potrillos desarrollaron lesiones pulmonares. Recientemente, Sanz y col. (2016)
reportaron cierta proteccion conferida por el HIP utilizando un modelo experimental
con baja dosis. Este modelo puede ser mas adecuado para evaluar la eficacia del HIP.
Igualmente en los estudios experimentales los potrillos son desafiados con el R.equi
virulento en una sola ocasion mientras que en condiciones naturales estan
continuamente expuestos. (Caston y col., 2006; Hooper-McGrevy y col., 2001,
Martens y col., 1989; Perkins y col., 2001; Sanz y col., 2016).

La evaluacion de los animales puede tener un efecto en los resultados de los estudios.
En muchos estudios el diagndstico definitivo por cultivo y citologia del liquido traqueal
no fue realizado. Sin embargo, en estudios naturales el registro de una menor
incidencia y severidad de casos clinicos se ha reportado como un efecto protector del
HIP.(Becu y col., 1997).

La variabilidad en los plasmas producidos tanto caseros como comerciales puede
tener un rol importante en la discrepancia de los resultados. Se ha recomendado la
administracion de HIP para prevenir la infeccion en establecimientos endémicos, pero
la dosis 6ptima no es clara. Los plasmas comerciales recomiendan la administracion
de un litro de HIP, sin embargo se han demostrado variaciones muy grandes entre
estos que no dejan claro la dosis Optima. Cesar y col. (2016) evaluaron la
concentracion de IgG especificas contra la vapA y sus isotipos en diferentes HIP,
donde encontraron una marcada variacion entre los diferentes productos e incluso
entre los lotes de los mismos productos (Figura 6). Sin embargo, esta variacién no se
refleja en la concentracion total de IgG de los HIP, la cual tiende a ser mucho mas
constante. Esto puede tener importantes consecuencias clinicas y econémicas. Los
resultados de este estudio revelaron una variabilidad de 1gG especificas contra vapA
aun mas grande que estudios anteriores por Sanz y col. (2014). Estos resultados
corroboran la explicacion sobre las diferencias en la eficacia del HIP en base a la
variabilidad de los HIP. (Cesar y col., 2016; Sanz y col., 2014).

Cuando se elabora el HIP de forma casera, algo comun en Uruguay debido a la falta
de HIP comerciales, es importante titularlos debido a que los caballos donantes
responden muy diferente a la misma vacuna. En referencia a la vacuna Rhodovac®,
la vacuna normalmente utilizada en Uruguay, algunos pocos caballos responden con
titulos de hasta 40.960 mientras que otros pueden responder con titulos menores a
2.560, estando reconocido un 2-5% de los caballos adultos que responden muy
débilmente a la vacuna. Si titulamos el HIP producido podemos optimizar su uso y
conseguir titulos mas homogeéneos entre los potrillos.(Becu y col., 1997)
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CV% de los HIP reflejados en los CV% de los plasmas de
potrillos que recibieron HIP
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Figura 6. Gréfica relacionando la variabilidad de la concentracion de IgG contra la
vapA dentro de los lotes de 3 HIP comerciales (1, 2 y 3) y la variabilidad observada en
el plasma de los potrillos luego de recibir ese HIP comercial. La variabilidad esta
representada mediante el coeficiente de variacion (CV%). (CV%= desviacion tipica/la
Media). Datos adaptados de Sanz (2014).

El momento de administracion del plasma puede influir en los resultados. El HIP no
mejora los signos clinicos ni altera el curso de la enfermedad si se administra a
potrillos 7 dias después del desafio con R.equi. Esto indica que el HIP es efectivo
como preventivo pero no como tratamiento de la infeccion. Debido a esto, un punto de
discusion ha sido la edad a la que se debe administrar el HIP. La existencia de Igs de
forma temprana es critico. Los potrillos son susceptibles a la infecciébn desde las
primeras semanas de vida y se ha propuesto que la mayoria de los potrillos se
infectan en los primeros 15 dias de vida. Considerando que los potrillos se pueden
infectar desde el dia del nacimiento se ha recomendado administrar el plasma
hiperinmune no mas tarde que el segundo dia de vida. Como es probable que las
inmunoglobulinas administradas disminuyan a niveles no protectores en el tiempo en
que los potrillos todavia son susceptibles, se ha recomendado una segunda dosis a
las 2 a 4 semanas posteriores a la primera dosis. (Chaffin y col. 1987; Dawson y col.,
2010; Johns, 2013; Mechelen, 2015; Sanz y col., 2015). Becu propone que si se
vacunan las yeguas contra R.equi se puede administrar una Unica dosis de HIP a los
10- 15 dias de edad. (Comunicacién personal, Becu, T., 2016).

La carga bacteriana del ambiente tiene un efecto importante sobre la duracién del
efecto protector del HIP. El manejo del establecimiento puede llevar a suprimir la
efectividad del HIP, especialmente cuando se permite la exposicion de los potrillos a
polvo conteniendo altas concentraciones de R.equi virulento que provoca el consumo
incrementado de las Igs.(Johns, 2013; Mechelen, 2015).

A pesar de los diferentes resultados posiblemente afectados por las variables, existe
un efecto comprobado en la disminucién de la incidencia y severidad de los casos en
gran parte de los estudios. Cuando el uso del HIP se toma como medida de prevencion
se debe tener en cuenta que la transfusién de HIP no brinda una proteccion absoluta
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debido a la importancia de los demas aspectos inmunes frente a esta enfermedad.
Por lo tonto, su uso no elimina la necesidad de monitorear los potrillos en riesgo ni las
medidas de manejo tomadas para disminuir la exposicion al R.equi. (Giguere y col.,
2011).

El uso de HIP es seguro pero igualmente se han reportado efectos secundarios al uso
de plasma. A pesar que el riesgo es muy bajo no se debe subestimar y lo ideal es
entender los riesgos y anticiparlos. La reacciones secundarias se pueden clasificar
como hemoliticas, febriles no hemoliticas y anafilacticas. Luego de la administracién
de plasma las reacciones anafilacticas pueden ocurrir por la presencia de células o
agregados proteicos. Los sintomas clinicos se caracterizan por taquicardia, taquipnea,
urticaria, fiebre, palpitaciones cardiacas, tremores musculares, coélico y colapso. Se
deben monitorear los pardmetros cardiacos y respiratorios durante la administracion
del plasma. Realizar una infusion inicial lenta permite detectar los primeros signos de
una reaccion y tomar medidas para limitarla. Se puede reducir la velocidad de
administracion o finalizarla. Se recomienda disponer de epinefrina (0,01 mg/kg),
corticoides (prednisolona 0,25 — 1 mg/kg lento 1V) y flunixin de meglumine (1,1 mg/kg)
para administrar si ocurre un shock anafilactico. lgualmente, si el plasma es mantenido
en condiciones adecuadas, congelado, administrado poco después de descongelado
y nada del plasma coagula el riesgo de shock anafilactico es muy reducido. El uso de
filtros en el equipo de infusion ayuda a retener las partes corpusculares y
practicamente elimina los riesgos de anafilaxia. ElI exceso de citrato en el producto
puede causar fasciculaciones y falla cardiaca pero la concentracién en los productos
de plasma son muy bajos. Es importante el uso de donantes de plasma libres de
enfermedades, particularmente de la piroplasmosis y anemia infecciosa equina en el
Uruguay. Ademas, el uso de donantes libres de aloanticuerpos es de gran importancia.
Los potrillos menores a 7 dias de edad son los que presentan mayor riesgo a efectos
secundarios y a la sobredosis por volumen de liquido, por lo que la administracion
lenta y monitoreada es importante. Un litro de plasma en 20 minutos puede ser
administrado a potrillos de 45-50 kg de forma segura, administrandose los primeros
100ml de forma muy lenta y monitoreando al animal.(Hardefeldt y col.,, 2010;
Reynolds, 2012).
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5 Hipoétesis

Podremos estimar parametros que permitan optimizar el uso de plasma hiperinmune
al existir una correlacion entre la concentracion de inmunoglobulinas en el HIP y la
concentracion de inmunoglobulinas en el plasma de los potrillos a las 24 horas de
recibir ese HIP.

6 Objetivos
6.1 Objetivo general

Describir la cinética de inmunoglobulinas especificas contra Rhodococcus equi en
potrillos a los que se les administrara plasma hiperinmune en un volumen y titulo
conocido.

6.2 Objetivos particulares

6.2.1. Estimar la concentracion sanguinea de inmunoglobulinas especificas contra
R.equi a las 24 horas de la administracion de plasma hiperinmune en un volumen y
titulo conocido.

6.2.2. Estimar el porcentaje de distribucion fuera del lecho vascular de las
inmunoglobulinas especificas contra R.equi a las 24 horas de la administracion de
plasma hiperinmune en un volumen y titulo conocido.

6.2.3. Estimar los momentos practicos para medir las inmunoglobulinas especificas
contra R.equi en sangre.

6.2.4. Comparar los niveles de inmunoglobulinas especificas contra R.equi en
potrillos tratados y no tratados con plasma hiperinmune cada 10 dias hasta los 78 +
2 dias de edad.

6.2.5. Comparar la produccién enddégena de inmunoglobulinas especificas en
potrillos tratados y no tratados con plasma hiperinmune.

6.2.6. Evaluar la influencia de tratamientos quirdrgicos y antimicrobianos sobre la
velocidad catabdlica y anabdlica de inmunoglobulinas especificas contra R.equi.
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7 Material y métodos
7.1 Material

7.1.1

Predio donde se realiz0 la investigacion.

La investigacion se realiz6 en un Haras de caballos Sangre Pura de Carrera en
Uruguay. Se trata de un Haras que ha presentado casos de neumonia por R.equi en
afios anteriores. En la temporada del 2015, temporada en que se realizd esta
investigacion, se implementaron medidas de manejo con el fin de reducir la exposicion
de los potrillos al R.equi.

7.1.2

7.1.3

Material biolégico

20 bolsas de 300ml de plasma hiperinmune para R.equi.
25 potrillos al pie de la madre de 27 + 2 dias de edad.

Material no bioldgico

Equipo de conservacion:

Congelador a -18°C.
Heladera a 4° C.
Bolsa iso-térmica

Refrigerantes

Equipo de infusion de HIP:

20 Catéteres 16G.
20 Infusores macrogoteros.

Equipo de extraccion y procesado de muestras:

158 Tubos con vacio tipo Vacutainer con las agujas correspondientes.

158 Jeringas de 5ml con aguja.
474 Tubos eppendorf.
Etiquetas para identificar las muestras.

Bolsas tipo ziploc para organizar las muestras.

Material para mantener asepsia:

Guantes de latex.
Algodon
lodopovidona
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7.2 Método

7.2.1 Obtencion de plasma hiperinmune

El plasma hiperinmune fue material cedido por el Dr. Perdigon.
El donante de este plasma fue negativo a anemia infecciosa equina y piroplasmosis.

Los anticuerpos especificos contra R.equi en el donante se obtuvieron mediante el
uso de la vacuna Rhodovac®. El plasma fue congelado fresco, en bolsas sanguineas
de 300ml, a -18°C hasta su posterior uso.

Se llevo a titular a una clinica particular una muestra del plasma hiperinmune mediante
un ELISA indirecto cuantitativo. Conocer el titulo del HIP administrado (Titulo=5.120)
fue importante para poder estimar la concentracion lograda en el plasma de los
potrillos receptores del HIP segun el volumen administrado.

7.2.2 Seleccién de potrillos

Se seleccion6 un lote de potrillos nacidos en el Haras que convivieron junto a sus
madres durante toda la temporada de reproduccion. Las yeguas madre residieron en
el Haras durante al menos los ultimos dos meses de gestacion y se conoce que éstas
no fueron vacunadas contra R.equi en esa gestacion.

En el Haras se realiza un manejo de pastoreo rotativo entre los potreros y el lote roto
todo junto sin mezclarse con animales pertenecientes a otros lotes. Los potreros
pastoreados por animales locales del Haras no son pastoreados por animales
transitorios y viceversa.

El lote seleccionado estaba compuesto por 27 yeguas y sus potrillos. Los potrillos
correspondian a todos los potrillos del Haras nacidos de yeguas locales entre el 23 de
setiembre y el 7 de noviembre del 2015.

De los potrillos del lote se asignaron 20 a un grupo problema (los que recibieron HIP)
y 5 a un grupo control (los que no recibieron el tratamiento). Los dos potrillos restantes
se dejaron sin asignar por lo que no formaron parte del estudio y funcionaron como
“reserva”’ en caso de imprevistos.

El grupo control estaba formado por 5 potrillos a los cuales se extrajeron muestras de
tal forma que se adjudicaran 2 muestras control para cada instancia de muestra
problema (n=2).

El rango de edad y los pesos aproximados a los que el grupo problema recibio6 el HIP
fueron de 25 a 29 dias y de 74 a 91kg respectivamente. Los pesos de los potrillos
fueron estimados en base al peso al nacimiento mas 1 kg ganado por dia.

La edad a la que se administro el HIP se selecciond con el fin de evitar la interferencia
de las Igs de origen diferente al HIP con los resultados de la investigacion. A pesar
gue las yeguas madre no fueron vacunadas contra R.equi en esa gestacién puede
existir cierta cantidad de Igs que son transferidas debido a la exposicion natural de las
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yeguas al R.equi. Entonces se estimé que a los 27 dias de edad seria el momento de
menor concentracion de Igs especificas contra R.equi en los potrillos y se adjudico un
rango de +2 dias para facilitar el manejo en el Haras. (Higuchi y col., 1999).

Hay factores importantes no controlables en este estudio que influyen sobre la
interpretacion de los resultados. Dos de ellos son la posible existencia de infeccion en
algunos potrillos y la exposicion al R.equi. Estos factores incrementan el consumo de
las Igs y es diferente para cada animal. Para intentar controlar estos factores se
eligieron potrillos que pertenecieron a un mismo lote dentro del Haras. De esta forma
la exposicién al R.equi se mantuvo los mas similar posible entre los potrillos. (Giguere
y col., 2011).

7.2.3 Administracion de plasma hiperinmune.

El plasma se descongel6 de forma lenta a 35-40°C aproximadamente y fue
administrado tibio no méas de 3 horas luego de descongelado.

La administracion de plasma hiperinmune se realiz6 por via endovenosa mediante
venopuncion yugular con un catéter 16G. El protocolo de administracion fue de 300ml
de HIP con titulo 5.120 a los 27 + 2 dias de vida.

La razon por la que se seleccion6 administrar ese volumen de HIP fue porque el Dr.
Perdigon ha observado una disminucion en la incidencia y severidad de la neumonia
por R.equi en los 5 afios que ha estado utilizando 300 ml de HIP por potrillo y la
vacunacion de las yeguas preparto como método de prevencion. El efecto protector
conferido en estos 5 aflos es una percepcion del Dr. Perdigbn ya que no se ha
realizado un estudio estadistico que lo corrobore. (Comunicacion personal, Perdigon,
2015.).

Aparte de la eficacia o no de ese volumen de HIP administrado se consideré que los
300ml de HIP eran suficientes para realizar este estudio en base a los siguientes
conceptos influido por la idea de optimizar gastos (Tabla 2):

e El volumen plasmatico de los caballos adultos es aproximadamente el 5% de
su peso y el de los neonatos el 8%. El peso promedio de los potrillos en este
estudio fue de 83 kg. Entonces, seguido a administrar el HIP este se diluye en
4,5 - 51 de suero aproximadamente. (Comunicacion personal, Becu, T., 2016.).

e La concentracion observada de las gammaglobulinas luego de ser
administradas de forma intravenosa a las 24 horas de administradas es del 30
a 40% menos de lo estimado por la dilucion en el volumen plasmatico. Esta
diferencia entre lo medido y lo estimado se ha adjudicado a la redistribucién
fuera del lecho vascular que se estabiliza a las 24 horas aproximadamente.
(Comunicacioén personal, Becu, T., 2016). Esto no ha sido evaluado para las
Igs especificas contra R.equi administradas mediante HIP. En este estudio se
tomdé como supuesto que podria ser similar y se consider6 al momento de
seleccionar el volumen a administrar.

e La dilucion del suero de 1/100 se propuso para realizar los calculos al ser la
dilucion utilizada por estudios que han medido la concentracion de IgG
especificas contra R.equi en potrillos luego de administrado el plasma.(Sanz y
col., 2014).
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Volumen propuesto por el Dr. Perdigén 300 ml

Vol. Plasmético de los potrillos (5-8% del PV) 45|
Porcentaje de difusion fuera del lecho vascular 30-40%
Dilucién més frecuentemente utilizada 1/100
Titulo del plasma hiperinmune 5.120

Tabla 2. Resumen de datos y supuestos para estimar el volumen administrado.

En base a los datos y supuestos propuestos se estimo la concentracion esperada a
observar en el ELISA de las muestras plasmaticas de los potrillos a las 24 horas de
recibir el HIP. Al administrar 300 ml de HIP con titulo 5.120 deberiamos apreciar titulos
aproximados de 340 en el plasma de los potrillos seguido a la dilucion en el volumen
plasmatico (4,5l). La primer muestra fue tomada a las 24 hrs de administrado el HIP.
Si el porcentaje de difusion fuera del lecho vascular (30-40%) fuera igual al del resto
de las gammaglobulinas, a las 24 hrs de administradas podriamos apreciar titulos de
205 a 240. Estos titulos serian apreciables en diluciones de 1/100 en el ELISA.

7.2.4 Obtencion de muestras plasmaticas de los potrillos.

La extraccion de muestras sanguineas en potrillos se realizé mediante venopuncién
yugular con agujas para tubos de vacio tipo vacutainer con EDTA (7mL).

En los potrillos problema, la primer extraccion fue previo a administrarse el HIP (MO
(dia)) y la segunda a las 24 horas de administrado el HIP (M1 (dia)). Posteriormente,
se recolectaron 5 muestras a intervalos de 10 dias, siendo la tltima muestra a los 50
dias de administrado el HIP (M10 (dias), M20 (dias), M30 (dias), M40 (dias), M50
(dias)). Se estima que la vida media de las Igs administradas es de 21 a 30 dias por
lo que se consider6 suficiente tomar las muestras por 50 dias cada 10 dias. (Higuchi
y col., 1999).

En los potrillos control la extraccion de muestras sanguineas se realizé a las edades
correspondientes para cada muestra de los potrillos problema, adjudicando dos
muestras control para cada instancia (M0-M50) de muestra problema.

Cada muestra recolectada se mantuvo en los tubos de recoleccion en heladera a 4°C
y, al decantar la fraccion celular se extrajo el plasma con aguja y jeringa de 5cc. Cada
muestra de plasma se dividi6 en tres fracciones, colocandolas cada una en un
eppendorf identificado con la fecha de extraccion, el animal al que pertenece v, el
namero de muestra que corresponde. Se congelaron a -18'C hasta su posterior
andlisis.

7.2.5 Registro de datos de los potrillos.

Se realiz6 una ficha de datos para cada potrillo que contiene informacion sobre el
nacimiento, edad a la que se administro el plasma, dias en los que se extrajeron las
muestras, alteraciones patoloégicas que presentaron, cirugias y terapias a las que se
los sometid desde el nacimiento hasta el fin del protocolo.
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Se propuso gque las intervenciones quirdrgicas y las patologias y sus tratamientos
pueden influir sobre el consumo de las Igs y la seroconversién. Para intentar
diferenciar estos potrillos en los resultados se registraron las intervenciones
quirurgicas, patologias y tratamientos que presentaron los potrillos desde el
nacimiento hasta el fin del protocolo.

Se controlé la aparicién de efectos secundarios a la administracion del HIP mediante
el registro de alteraciones en la frecuencia cardiaca y respiratoria, sudoracion, signos
de debilidad muscular y, colicos.

7.2.6 Determinacion de niveles de inmunoglobulinas anti-Rhodococcus equi en el
plasma de los potrillos.

Para evaluar los titulos conseguidos se propuso que lo mas exacto seria utilizar una
prueba diagnostica que utilizara los antigenos con los que se elabora la Rhodovac®
por lo que se contactd la clinica que realiza las pruebas de titulacion con estos
antigenos. Una vez obtenidas todas las muestras y finalizado el protocolo se llevo una
copia de cada muestra a la clinica.

Las muestras se descongelaron pero mantuvieron frias en todo momento hasta su
andlisis.

En la clinica se realizé una prueba de ELISA indirecto cuantitativa para detectar la
presencia de inmunoglobulinas especificas contra R.equi en los plasmas obtenidos

durante el protocolo. El antigeno utilizado para la sensibilizacién de las placas es el
mismo que el utilizado para elaborar la vacuna Rhodovac®.

La lectura de las placas se realiz6 en espectrofotometro a 405nm. La interpretacion
de la lectura se realiz6 en base a la densidad 6ptica corregida (ODc) y el titulo se
define como la dltima dilucibn cuya ODc es mayor al punto de corte (15% de
positividad de la ODc del control positivo).

La curva de este ELISA fue estandarizada por la clinica que la realiza. Se analizan las
muestras en dos diluciones (1/320 y 1/1.280). Los controles negativos corresponden
a sueros de equinos mestizos de Argentina provenientes de rodeos
epidemioldégicamente libres de la neumonia por R.equi, sin antecedentes de
inmunizacion y confirmados como negativos por AGID y FC (técnicas diagndsticas no
utilizadas para la deteccion de IgG especificas para R.equi por su baja sensibilidad).
Los controles positivos corresponden a animales hiperinmunizados con la vacuna
Rhodovac.

7.2.7 Eliminaciéon de residuos.

Para la eliminacién de residuos se utilizé el sistema de eliminaciéon de residuos del
Haras o de la clinica particular segun correspondiera.
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7.2.8 Andlisis estadistico.

Se realiza estadistica descriptiva de las variables y se resumen en tablas y gréaficas
tomando en cuenta el tipo y escala de medida.

Se analizan los datos mediante analisis de frecuencias Test de Chi cuadrado para
determinar significancia de las diferencias de los grupos (MO (dia), M1 (dia) y M50
(dias)), asi como andlisis de frecuencias entre seroconversion entre M30 (dias) y M50
(dias), con una significancia del 95%.
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8 Resultados

El titulo de inmunoglobulinas especificas contra R.equi del plasma hiperinmune
utilizado fue de 5.120. Un total de 20 potrillos recibieron 300ml cada uno de este
plasma hiperinmune.

No se analizaron todas las muestras de los potrillos, la razon de esto fue para optimizar
gastos. Se decidié tomar esa medida cuando se observé que los 8 potrillos analizados
(un total de 56 muestras) hasta ese momento daban negativo en casi todas sus
muestras. So6lo 3 muestras de las 56 analizadas hasta ese momento habian
presentado titulos apreciables (titulo 320) y se correspondian a las M1 (dias) (24 horas
luego de administrado el HIP) de 3 potrillos. (Tabla 3)

MO M1 M10 M20 M30 M40 M50

Titulo (dia) (dia) (dias) (dias) (dias) (dias) (dias)
Positivo (320) 1 4 1 1 1 1 1
Negativo (<320) 8 16 8 8 8 8 19
no analizado 11 0 11 11 11 11 0

Tabla 3. Frecuencias de muestras positivas, negativas y no analizadas mediante el
ELISA indirecto de las muestras plasmaticas de los potrillos problema. Para cada
muestra n=20.

Se seleccionaron las M1 y M50 de los potrillos que todavia no habian sido analizados
y se analizaron. El criterio fue que si en la M1 (dias) eran negativos en la MO (dia)
también lo serian, ya que si a las 24 horas de administrar el HIP el valor era negativo,
24 horas antes y previo a la administracion del HIP también lo seria. Ademas se
supuso que si en la MO y M50 eran negativos, en las muestras M10, M20, M30 y M40
también lo serian. Se propuso que si alguna de las dos muestras (MO y M50)
analizadas presentaba titulos apreciables se analizarian las deméas muestras de ese
potrillo.

Uno de los potrillos presento titulos apreciables en las M1 (dias) y M50 (dias) por lo
que se analizaron todas sus muestras. Se observo que presentaba el mismo titulo
para la MO (dia) y M1 (dias) con lo que se concluyé que las inmunoglobulinas
apreciables no tenian su origen en la administracion del HIP. Ademas la
administracion del HIP no gener6 un incremento apreciable en el titulo a las 24 horas
de administrado. Por estas razones se excluyé ese potrillo del andlisis de frecuencias
para MO (dias), M1 (dias) y M50 (dias). Los 19 potrillos restantes dieron negativo en
su M1y M50 (Figura 7).
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Frecuencias de potrillos positivos y negativos en
el grupo problema
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Figura 7. Frecuencias de positivos y negativos en las muestras MO (dia), M1 (dias) y
M50 (dias) de los potrillos problema. Se adjudicé el valor negativo a las MO (dia) no
medidas cuando la M1 (dia) fue negativo. Para cada muestra n=19.

Los resultados de las muestras control fueron todos negativos (Figura 8).

Frecuencias de potrillos positivos y negativos en el
grupo control

1 1 1 0 0 B
0

M1 (dias) M10 (dias) M20 (dias) M30 (dias) M40 (dias) M50 (dias)

m Positivos (320) = Negativos (<320)

Figura 8. Frecuencias de positivos y negativos en las muestras MO (dias), M1 (dias),
M10 (dias), M20 (dias), M30 (dias), M40 (dias) y M50 (dias), del grupo control.

En el analisis de frecuencias entre MO, M1 y M50 se observdé una asociaciéon
estadisticamente significativa (p=0,042) previo a administrarse el plasma, a las 24 hrs
de administrado y a los 50 dias de administrado. (Calculos en el Anexo).

No existen diferencias significativas entre la seroconversion en las M30 (dias) y M50
(dias). (p=0.923). (Célculos en el Anexo).

No se observaron reacciones adversas en ningun potrillo luego de la administracion
del plasma.
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9 Discusion

Se administré un total de 300ml de HIP con titulo 5.120 a cada potrillo problema de
80kg promedio. Seguido a la administracion, el HIP se diluye en el plasma de los
potrillos el cual corresponde al 5-8% del peso vivo aproximadamente (4,5 litros). En el
calculo matematico esto resultaria en titulos de 340 de Igs especificas contra R.equi.
Sin embargo, no se obtuvo este titulo en la mayoria de las muestras a las 24 horas de
administrado el HIP.

Las concentraciones de gamma globulinas a las 24 horas de administradas suele ser
un 30-40% inferior al esperado por el calculo matematico de dilucion en plasma. Este
hecho se le ha adjudicado a la distribucion de las gamma globulinas fuera del lecho
vascular. (Comunicacién personal, Becu, 2016). Esto no ha sido estudiado para las
Igs especificas contra R.equi administradas mediante el HIP, pero si consideramos
que el porcentaje de distribucién fuera del lecho vascular es similar a las 24 horas de
administradas deberiamos apreciar titulos aproximados a 205 - 240 en las M1 (dias)
de cada potrillo.

La curva del ELISA utilizado en este estudio esta estandarizada a partir de la dilucion
1/320. Se conoce que, a pesar de no presentarse casos de la enfermedad en un
establecimiento, el R.equi existe en el ambiente y provoca la estimulacion antigénica
via oral. (Hines, 2013). Por esta razén algunos caballos adultos pueden presentar
titulos apreciables en diluciones de 1/80 hasta 1/160. Los controles negativos
utilizados por la clinica son sueros de animales adultos de predios en Argentina donde
no se han reportado casos de neumonia por R.equi. (Comunicacién personal, Becu,
2016). Entonces, en la clinica la primer dilucion la realizan en 1/320 debido a que
titulos menores tienen poca significancia en la practica ya que caballos adultos sin
vacunar pueden presentar titulos de hasta 1/160. Cuando la ODc de la muestra
analizada en la dilucion 1/320 no alcanza al 15% de positividad del control positivo se
la clasifica cualitativamente como negativa.

Segun los calculos matemaéticos, en este estudio, no obtenemos inmunoglobulinas
apreciables en la diluciéon 1/320 luego de la distribucién fuera del lecho vascular (M1
(dias), 24 hrs luego de administrar el HIP).

Se propuso utilizar el ELISA con diluciones mas bajas, pero estandarizar la curva para
esto significaba utilizar un control verdaderamente negativo del cual no se dispuso en
ese momento.

Debido a que el HIP administrado en este estudio no logr6 aportar titulos
considerados positivos para los factores de dilucién utilizados normalmente en la
clinica para el ELISA, no se pudo evaluar la concentracion sanguinea de Igs
especificas contra R.equi ni estimar el porcentaje de distribucién fuera del lecho
vascular a las 24 horas de administrado el HIP. Debido a esto tampoco se pudo
evaluar los efectos de los tratamientos sobre la cinética de las Igs administradas
mediante el HIP y la seroconversion.

Igualmente, el hecho de no observar inmunoglobulinas especificas contra R.equi en
las diluciones 1/320 en la mayoria de los potrillos a las 24 horas de administrado el
HIP, nos lleva a suponer que existe una difusion de las Igs especificas contra R.equi
fuera del lecho vascular. Esto se corresponde con los hallazgos de Sanz y col. (2016)
donde observaron inmunoglobulinas especificas contra R.equi en el liquido de lavados
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bronquioalveolares (BALF) entre las 24 hrs y los 5 dias de administrado el HIP. (Sanz
y col., 2016).

Evaluando la no apreciacion de los anticuerpos en la dilucion 1/320 luego de
administrado el HIP, proponemos que la difusion de los anticuerpos fuera del lecho
vascular podria ser al menos un camino por el cual el HIP ejerce su efecto protector
al considerar que probablemente parte de esos anticuerpos lleguen al parénquima
pulmonar. Esta teoria puede ser apoyada por los hallazgos de Sanz y col. 2016 que
observaron las inmunoglobulinas en el BALF luego de administrar el HIP via
intravenosa.

A pesar que la mayoria de los potrillos no presentaron titulos apreciables en la dilucién
1/320 a las 24 horas de administrado el HIP, tres potrillos presentaron
inmunoglobulinas apreciables en la dilucién 1/320 a las 24 horas de administrado el
HIP. Este hecho puede ser explicado por una diferencia individual en la cinética de las
Igs, dénde la difusion de las Igs fuera del lecho vascular fue mas lento. Esto
probablemente haya llevado a que se obtuvieran titulos apreciables a las 24 hrs de
administrado el plasma pero no a los 10 dias. Sanz y col. (2016) obtuvieron un
resultado similar al observar que en algunos potrillos las inmunoglobulinas especificas
contra R.equi eran detectables en el BALF hasta 5 dias después de administrado el
HIP. (Sanz y col. 2016).

El Haras donde se llevo a cabo la investigacion es un Haras que tiene historia de
neumonia por R.equi. Por esta razén se considera que los potrillos estan expuestos
al R.equi virulento (ya sea via oral o inhalatoria). A pesar que ninguno de los potrillos
presento la enfermedad clinica en este estudio, se espera que muchos de los potrillos
hayan tenido un “consumo extra” de las Igs especificas contra R.equi administradas,
en un porcentaje desconocido y diferente para cada caso que no se pudo evaluar
debido a la falta de titulos apreciables. Por esta razén tampoco se pudo estimar los
momentos practicos para medir las Igs especificas contra R.equi en el plasma de los
potrillos de este Haras.

Uno de los potrillos problema presento titulos apreciables en todas sus muestras y es
probable que sean de origen calostral. Las yeguas madre no fueron vacunadas en el
afo en que se realiz6 la investigacion pero la exposicion al agente induce la respuesta
inmunolégica en las yeguas y, los potrillos pueden adquirir inmunoglobulinas
especificas contra R.equi del calostro de sus madres. La vida media de las
inmunoglobulinas calostrales es de 21 a 30 dias y caen a concentraciones minimas
por el catabolismo y consumo de los anticuerpos. Subsecuentemente al minimo de
concentracion de Igs comienzan a aumentar por la produccion enddégena logrando
concentraciones apreciables con este ELISA en la dilucion 1/320 a partir de los 60
dias de edad. (Comunicacion personal, Becu, 2016). A pesar de esto Becu y col.
observaron que algunos potrillos que presentan titulos altos luego de la ingestién de
calostro logran mantener concentraciones detectables por tres meses o mas. (Becu y
col.,, 1997). En base a esto, concluimos que la permanencia de inmunoglobulinas
especificas contra R.equi apreciables hasta la M50 (dias) en uno de los potrillos
problema puede deberse a la inmunizacion pasiva mediante el calostro con altas
concentraciones de estas inmunoglobulinas.

Con respecto a la falta de IgGs apreciables en la M1 (dias) de 19/20 potrillos problema
y 2/2 potrillos control proponemos que la edad a la que se administra el HIP deberia
ser antes de los 25 dias de edad, en especial si no se van a vacunar las yeguas madre.
Igualmente no se conoce qué titulos se deben obtener en los potrillos para considerar
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gue éstos estan protegidos y, probablemente sea variable para cada Haras segun la
incidencia y las otras medidas de prevencion adoptadas. Los autores del ELISA
utilizado en este estudio recomiendan titulos minimos de 1.280. (Referencias de los
resultados ELISA). Sin embargo, la recomendacién de esos titulos minimos fue en
base a estudios sobre el titulo de Igs adquirido por la transferencia pasiva mediante el
calostro y no por estudios sobre el efecto protector. (Referencias de los resultados
ELISA).

No se observaron titulos apreciables en las M40 (dias) ni M50 (dias) de los potrillos
problema ni los potrillos control. En condiciones naturales se detectan
inmunoglobulinas especificas contra R.equi en todos los potrillos. Esto refleja la
exposicion al agente y no exclusivamente a la infeccion. (Takai y col., 1986). La
seroconversion de los potrillos a titulos apreciables con este ELISA es a partir de los
60-70 dias de vida, y se va dando de forma gradual en los lotes de animales.
(Referencias de los resultados del ELISA). Se propuso que la administracion de
inmunoglobulinas especificas contra R.equi mediante el HIP podria influir sobre la
produccion endogena de anticuerpos y, se observo que a los 77+2 dias de vida (M50
(dias)) no hubo produccién endbégena apreciable de estas inmunoglobulinas con la
técnica utilizada en ninguno de los potrillos problema. La falta de seroconversion a los
77+2 dias de vida en nuestro lote podria deberse a un efecto inmunomodulador del
HIP. (Sanz y col., 2016). Sin embargo, tampoco se observé seroconversion apreciable
en el ELISA en los potrillos control.

Para poder analizar el efecto inmunomodulador del HIP sobre la produccién enddégena
de inmunoglobulinas especificas contra R.equi habria que evaluar a los potrillos por
mas tiempo. Las primeras seroconversiones de animales no enfermos se observan a
partir de los 60 dias y se da de forma acumulativa, no todos juntos. (Sanz y col., 2015).
Utilizando un namero de animales control mas grande podria llegarse a estimar de
forma més contundente el efecto del HIP sobre la seroconversion.

No se reportaron muertes por neumonia por R.equi en el Haras donde se realizo el
estudio en esa temporada, pero si hubo casos sospechosos aunque no confirmados
por cultivo y citologia. Este estudio es sobre la cinética de las Igs administradas
mediante el HIP por lo que el volumen de HIP utilizado en este estudio y la edad de
los potrillos no corresponden a los recomendados para prevenir la enfermedad ni se
le puede adjudicar un efecto protector en la prevencion de la enfermedad. El Haras
adoptd nuevas medidas de manejo en esa temporada para disminuir la incidencia de
la enfermedad lo que también puede haber influido sobre la seroconversion de los
potrillos. Ademas, la temporada del 2015 fue un afio en que los veterinarios
observaron una menor incidencia de la enfermedad en el Uruguay comparado a afios
anteriores, lo cual probablemente haya influido en nuestros resultados.
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10 Conclusiones

Podemos concluir que existe una difusion de las inmunoglobulinas al espacio
extravascular a las 24 horas de administrado el HIP y probablemente sea un
importante método mediante el cual el HIP ejerce su efecto protector.

Ademas podemos concluir que la administracion de HIP debe ser antes de los 25 dias
de edad, especialmente si no se va a vacunar a las yeguas.

Es importante titular los plasmas para evaluar el volumen a administrar y lograr un
optimo uso del HIP. Igualmente, no se logré estimar la concentracion de Igs
alcanzadas luego de la administracion del HIP titulado.

La falta de titulos apreciables en este estudio no permitié definir la cinética de las Igs
administradas mediante el HIP.

Si se logra una vacuna comercial efectiva para potrillos esta debera lograr proveer una
proteccion a las 3 semanas de vida aproximadamente. La proteccion conferida
durante los primeros 21 dias de vida seguird dependiendo de la inmunidad calostral
o la conferida por el HIP por lo que seria 6ptimo que la vacuna actuara en presencia
de altas concentraciones de inmunoglobulinas de origen pasivo.
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12 ANEXO - Anélisis de frecuencias (chi?)

col
row 1 2 3 Total
1 0 3 0 3
2 19 16 19 54
Total 19 19 19 57
Pearson chi2(2) = 6.3333 Pr = 0.042
Tikelihood-ratio chi2(2) = 6.9317 Pr = 0.031
Cramér's V = 0.3333
gamma = 0.0000 ASE = 0.162
Kendall's tau-b = 0.0000 ASE = 0.044
Fisher's exact = 0.099

Andlisis de frecuencias (chi2) de positivos y negativos en M-1, MO y M50.

Valor de probabilidad 0,042. 4,2% que esto no sea cierto. Existen diferencias
significativas (p=0,042) entre las M-1, MO, M50.

col

row 1 2 Total

1 23 20 43

2 1 1 2

Total 24 21 45
Pearson chi2(1l) = 0.0093 Pr = 0.923
Tikelihood-ratio chi2(l) = 0.0093 Pr = 0.923

Cramér's V = 0.0144

gamma = 0.0698 ASE = 0.720
Kendall's tau-b = 0.0144 ASE = 0.149
Fisher's exact = 1.000
1-sided Fisher's exact = 0.721

Andlisis de frecuencias (chi?) de positivos y negativos en M30 y M50.
No existen diferencias significativas entre proporcion de positivos en 60 o 80 dias.
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