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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P4s-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO TESTE DA TURVACAO
PELO SULFATO DE ZINCO EM POTROS NEONATOS

Autor: Endrigo Pompermayer
Orientadora: Mara lolanda Batistella Rubin
Co-orientador: Flavio Desessards De La Corte
Co-orientadora: Karin Erica Brass
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 21 de Fewvedei2011.

A imunidade passiva adquirida pelo potro neonatavas da ingestdo do colostro &
essencial para a prevencao das infec¢cdes neor@talgetivo deste trabalho foi determinar a
sensibilidade e a especificidade do teste da téovpelo sulfato de zinco (TSZ) 12 horas apos
a primeira ingestao de colostro para deteccao daagiobulinas G (IgG) para indicar ou ndo
a deficiéncia de transferéncia da imunidade passléda houve diferenca nos resultados do
teste TSZ com amostras séricas de potros PSC dadefi? (n=110) ou 18h (n=38) apos a
primeira ingestdo do colostro, confirmando que stetgpode ser conduzido 12h apoés a
ingestdo de colostro. Quando comparado com a iniwsdd radial simples, o teste TSZ
apresentou sensibilidade de 76,50%, 95,65% e @&8%e especificidade 93,75%, 93,94% e
de 75,92%, para padrdes de 400, 600 e 800rigldLigG, respectivamente. Assim, o TSZ é
um valioso teste para o diagnostico no campo, dgsdesejam seguidas estritamente as
indicacbes do fabricante, especialmente quantompdmtura. O teste pode e deve ser

realizado 12 horas apoés a primeira mamada, pogsapia bom indice de precisao.

Palavras-chaves: equino, IgG, imunoglobulina, ¢odo§ SZ, imunidade passiva.



ABSTRACT
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Universidade Federal de Santa Maria

SENSITIVITY AND SPECIFICITY OF THE ZINC SULFATE
TURBIDITY TEST IN NEWBORN FOALS

Autor: Endrigo Pompermayer
Adviser: Mara lolanda Batistella Rubin
Co-Adviser: Flavio Desessards De La Corte
Co-Adviser: Karin Erica Brass
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 21 de Fevedei2011.

Passive immunity acquired by the newborn foal tgtothe colostrum is essential to
prevent perinatal infections. The aim of this studgs to establish the sensitivity and
specificity of the zinc sulfate turbidity test (ZBI2 hours after first suckling for the detection
of immunoglobulins (IgG) to indicate or not thelfmé of passive immunity transfer. There
was no difference in the ZST results obtained figlood collected at 12 (n=110) and 18
(n=38) hours, confirming that the test may be pentd as early as 12 hours after the first
colostrum intake When compared to the single radial immunodiffusiest, the ZST test
showed 76.50%, 95.65% and 94.68% sensitivity and398, 93.94% and 75.92% specificity,
respectively, for a standard of 400, 600 and 800dti§ of immunoglobulins (IgG). The
results of the ZST test, i.e. according to labstrunctions, performed 12 hours after the first

suckling at 37C is a reliable diagnostic tool for detecting Ig&els in newborn foals.

Key words: equine, 1gG, immunoglobulin, colostrutST, passive immunity.
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1. INTRODUCAO

A criacéo de equinos esta em crescente expansioawalo, muito mais do que para
uso no trabalho ou como atleta, estd assumindo astopde animal de estimacao.
Mundialmente sdo investidos recursos considerdweisriacdo e treinamento de cavalos de
corrida, mesmo com as frequentes decepcdes asawciatividade (WILSHER et al., 2006).
Consideraveis perdas acontecem ainda no prime&ralelivida (MELLOR & STAFFORD,
2004), ou séo decorrentes de problemas nas prarferas de vida do potro (RUBIN, 1982).

A auséncia da passagem de imunoglobulinas parecalagjdo fetal do equino esta
relacionada com placenta materna do tipo epit@iat (REJNEK et al., 1973). Assim, a
protecao transitéria conferida ao potro recém-was@ obtida através da absorcdo de
anticorpos colostrais por células especializadasmstino delgado (BRUNER et al., 1948;
TIZARD, 2002). A absor¢do maxima de imunoglobulime®rre trés a seis horas apés a
primeira mamada (CLEMENT et al., 2002) e de acaaim Jeffcott (1974) cai linearmente a
1% na vigésima hora de vida do potro.

A concentragdo de anticorpos encontrada no coldsirante o seu periodo de sintese
€ cinco vezes mais elevada do que a do soro sawguinque reforca a preferéncia pela
aplicacdo de colostro via oral como fonte suplearemte imunoglobulinas em potros
neonatos imunodeficientes (LeBLANC et al., 1990;AMATTE et al., 1998; ERHARD et
al., 2001). A duracédo da secrecao do colostro na égurta e seus niveis de imunoglobulina
caem rapidamente ap6s as primeiras mamadas do; d&tra 15 horas pOs-parto sua
concentracdo se reduz para 10 a 20% dos niveisaisJEFFCOTT, 1979).

O diagndstico da falha de transferéncia de imumgessiva (FTIP) é, rotineiramente,
realizado 18 horas apos o parto (CRISMAN & SCARRAZU08), muito proximo do inicio
do fechamento da barreira intestinal nos potragu@mo que 12 horas apds o parto ja se pode
diagnosticar a absor¢do da imunidade colostral (AX@OPALMER, 2008). Na década de 80,
Silva et al. (1984) ja haviam descrito que quaneieactada precocemente, a FTIP pode ser
corrigida com administracdo de colostro por vid.ora

Os niveis séricos de imunoglobulinas acima de 80@thg sdo considerados
fisiologicos para potros neonatos; sugere-se catha fparcial na transferéncia de imunidade
niveis de 1gG entre 400-800mg dlconsiderando como falha critica quando os niveis
encontram-se abaixo de 400mg d(PARISH, 1996; CRISMAN & SCARRATT, 2008). A

avaliacdo direta ou indireta das imunoglobulinaiagé € a condicdo para verificar se ocorreu
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uma adequada transferéncia de imunidade. Estageodeita de varias formas: turvagéo pelo
sulfato de zinco, imunodifusdo radial simples, i&&nimunoenzimatica, eletroforese,
determinacao da proteina total, imunoturbidimetnafravermelho.

O meétodo da Turvacéo pelo Sulfato de Zinco (TS@)néétodo indireto, subjetivo, de
eleicdo para essa avaliacdo. Envolve a precipitdegwoteinas imunoldgicas quando o soro €
adicionado a solucao de sulfato de zinco (KUNKE2417). A turvacao formada é comparada
a solucdo padrao de sulfato de bario e acido stdf(RUMBAUGH et al., 1978 e 1979). O
teste € de facil execucdo a campo, rapido e de loasto (SILVA et al., 1984).

A imunodifuséo radial simples (IDRS) permite a dmtieacdo direta, objetiva e
individual das imunoglobulinas 1gG, IgG (T), IgMJA e Al (imunoglobulinas agregadas).
No entanto este método requer mais tempo de t@baboratorial (18 a 24 horas) e tem
custo elevado, se comparado a outros testes, dimgii@ 0 seu uso no campo e seu valor
diagnostico para contornar a imunodeficiéncia, paomitindo ou dificultando o uso da
aplicacao de colostro por via oral (McGUIRE & CRA®RD, 1972). Apesar disso, a IDRS
€ considerada o teste padréao de referéncia pateardnacdo de imunoglobulinas no soro do
neonato (BAIRD et al., 1987; YOUNG & LUNN, 2000).

Este estudo teve por objetivo avaliar a sensildkda especificidade do teste de
turvacdo pelo sulfato de zinco como método diagewsprecoce da transferéncia de
imunidade passiva em potros recém-nascidos; varificviabilidade de seu uso 12h apds a
primeira mamada e como a manipulacdo das amostngsli®ieas e a aplicacao do teste no

campo podem alterar a turvacgéao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Transmissdo da imunidade para o recém-nascido

A égua apresenta placenta do tipo epitélio-coifakd, que ndo permite a transferéncia
transplacentéaria de quantidades significativas @eromoléculas para a circulacdo fetal
(CHUCRI, 2010). Sendo assim, a protecdo transitéoiaferida ao potro recém-nascido é
obtida através da absorcdo de anticorpos cologt@iscélulas especializadas do intestino
delgado (TIZARD, 2002), que confere a imunidadespasadquirida. A secrecéo de colostro
é rapida e os niveis de imunoglobulinas diminueastitamente em 24 horas (JEFFCOTT,
1974a; BLOOD & RADOSTITIS, 1991).

Em todas as espécies nas quais o0s anticorpos wmtedo transferidos apdés o
nascimento, através do colostro, esse processeeaaivaves do epitélio do intestino delgado
do recém-nascido (SIMPSON-MORGAN & SMEATON, 1972ZARD, 2002).

Os anticorpos produzidos pela égua sdo transmijtidasa a circulacdo do recém-
nascido, e alcancam concentracfes em seu soroggivalem aos de um animal adulto
(BRUNER et al., 1948; JEFFCOTT, 1974a). Os potndgados da ingestdo do colostro nas
primeiras horas de vida apresentam menor absoed@muwhoglobulinas (JEFFCOTT, 1971;
RAIDAL et al., 2000) e, conseqientemente, sdo susseptiveis a infec¢cdes que aqueles que
receberam altas quantidades (ROSSDALE, 1972; KAURNVMEO73; POPPIE & McGUIRE,
1976; LESTER, 2005).

A aquisicdo da imunidade passiva pelo potro egitainente relacionada a fatores
maternos como saude geral, estado nutricional, ugéml lactea, instinto maternal
(JEFFCOTT, 1974a), bem como a fatores individuaisa debilidade ou deformidade que
retarde o ato de se levantar determinando um mededempo superior a uma ou duas horas
para a primeira mamada (JEFFCOTT, 1972b) e tambénpracesso de “cessagdo da
absorcao intestinal” de macromoléculas (RAIDAL let2000).

Sabe-se que ao nascimento, 0s animais podem senagigdulinémicos ou
hipogamaglobulinémos (EARLE, 1935; BRUNER et a@48; ROUSE, 1971; SIMPSON-
MORGAN & SMEATON, 1972; RUBIN, 1982). A concentraée anticorpos encontrada no
colostro durante o periodo da sintese é bem mais@ddh do que a do soro sanguineo
(BRUNER et al, 1948). A égua tem um declinio nogeisi séricos de gamaglobulina como

resultado de transferéncia seletiva da referidauiiioa para o colostro (JEFFCOTT, 1971).
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A égua possui a capacidade de selecionar imundgiabuwlo soro e de concentra-las
no colostro semanas antes do parto (JEFFCOTT, 1878¥4a). No colostro predominam
imunoglobulinas IgG e IgG (T) e em menores propesciM e IgA (JEFFCOTT, 1972a e
1974a; McDOUGALL, 1975; TIZARD, 2002). A duracéo slacrecdo do colostro na égua é
de pouco tempo e seus niveis caem rapidamenteagagidmeiras mamadas, sendo que 12 a
15 horas ap06s a primeira mamada sua concentragho sdmente 10 a 20% dos niveis
originais (JEFFCOTT, 1979; CHAVATTE et al., 1998).

Ao examinar amostras de colostro de éguas gestadedfcott (1974b) pbde
determinar a concentracdo média de proteinas a@iksintes do potro mamar como sendo de
25 g dL*, chegando a 7,0 g dLsete horas apds, e, ainda assim, com niveis bperictes
aqueles encontrados no soro sanguineo da mae. Ermgruypo de potros sadios e que
mamaram adequadamente foi possivel identificar lor vaédio de gamaglobulina de 820
mg/100 mL, correspondente ao pique de imunoprategu@ ocorreu das 12 as 18h apdés o
nascimento. Erhard (2001) observou uma diminuiggmiaada na concentragcédo de IgG no
colostro a partir de nove horas pos-parto.

Assim, o adequado nivel de imunoglobulinas no samgupotro esta na dependéncia
do alto nivel de concentragdo no colostro, de ®ufie quantidade de colostro mamado e de
titulos efetivos de anticorpos absorvidos (POPPIM&EUIRE, 1976; RUMBAUGH et al.,
1978). A estimativa dos niveis séricos de imunagliob colostral associada a criteriosa
observacao clinica, € importante para identifiegficcencias de absorcéo e realizar adequada
suplementacéao terapéutica (JEFFCOTT, 1974b; McG#RAE, 1977).

2.2.Mecanismo e duracdo da absorcdo de proteinas col@ss

No potro recém-nascido, a absor¢cdo das imunogludmildo colostro pelas células
especializadas do intestino delgado ocorre atral@sprocesso de englobamento de
macromoléculas chamado “pinocitose”. As macromadéécado metabolizadas em particulas
pequenas e passam aos espacos intercelularess Bsptegos sdo transferidas aos condutos
quiliferos locais, e apds, a corrente sangiineallRA et al., 2000; RIDDLE, 2003). O
processo € lento e a absorcdo maxima ocorre apadaimente seis horas apds a ingestdo do
colostro.

Bruner et al. (1950) estabeleceram a duragao daeadilidade intestinal em 24-36

horas. Jeffcott (1971) observou que o referidogaleridiminuia desde o nascimento ate as 24
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horas, tempo que coincide com o término da proteirtéansitoria caracteristica, relatada ha
mais de quatro décadas no bezerro por Pierce (EG@)steriormente, no potro por Jeffcott
& Jeffcott (1974).

Jeffcott (1974c) relata que a absorcédo das macemmlals pelas células intestinais nao
é seletiva, tendo confirmado esta afirmacdo atrdeéaso de uma substancia radioativa, o
lodo 125 (I-PVP K-60) de peso molecular 160.00pazade ser absorvida de maneira efetiva
como a gamaglobulina do colostro. A absorcdo madmdVP ocorreu trés horas apds o
nascimento (22%), caindo linearmente a 1% nas 28shde vida. Raidal e colaboradores
(2000) verificaram a capacidade de absorcdo ded&y%ue € ingerido e que o encerramento
da mesma néo foi mediado, mas definido como capdeitinita.

Os estudos conduzidos com potros por McGuire & @alv(1973) relatam a
existéncia de concentracOes séricas de IgM antésgestdo de colostro, e um de quatro
produtos apresentou IgG. Isso sugere a capacidadeta equino em sintetizar algumas
imunoproteinas antes do nascimento. Entre o 1624° alia pds-natal iniciou a producao de
IgG, IgG (T) e IgA em um dos animais que absorveguenas concentracdes de cada classe
de imunoglobulina. Isto evidencia que o animal joue altamente dependente da imunidade
passiva até a terceira e quarta semana de vidasempando logo apds competéncia
imunoldgica. Posteriormente, Jeffcott (1979) cawostajue a duracdo da imunidade passiva
do potro ndo se estende por mais de seis mesasaigpm tempo antes disto 0os niveis de
anticorpos detectados séo de valor protetor dugidddabilidade do potro em sintetizar suas
proprias imunoglobulinas foi verificada no inicia degunda semana de idade, o que indica
que ha producao entre 7-14 dias, e que, portaptiro € imunocompetente muito cedo apos
0 nascimento.

Equinos adultos saudaveis possuem niveis séricomai@oglobulinas entre: 500 a
2.000mg dr* de IgG, 80 a 200mg dide IgM, 60 a 350mg dt.de IgA e 100 a 1.500mg dL
de 1gG (T) (TIZARD, 2002). Para potros, considezafésiologico niveis séricos de
imunoglobulinas acima de 800mg tlporém quando hé falha na transferéncia de imdeida
considera-se falha parcial niveis entre 200-400ii§ @ falha total abaixo de 200mg L
(PARISH, 1996; CRISMAN & SCARRATT, 2008).
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2.3.Encerramento da absor¢ao das imunoglobulinas colasis

Acredita-se que multiplos fatores estdo envolvidosprocesso de encerramento da
absorcdo das imunoglobulinas e que os hormoniosod&x adrenal desempenham um
importante papel neste mecanismo. Halliday (195Bffeott (1972a) observaram altos niveis
de corticéides adrenais presentes no momento do pagerindo sua influéncia nas células
intestinais através de alteracbes na permeabilidasienesmas.

Raidal e colaboradores (2000) verificaram grandpacidade de absorcdo de
imunoglobulinas por células do intestino delgadogm ela é transitéria e ndo mediada. Esta
diminui drasticamente 12 horas apdés o parto (RAIRARI., 2000; HOFSAESS, 2001).

2.4.Fatores que influenciam negativamente no mecanismale transferéncia de

imunidade passiva

Lactagao prematura

O colostro é produzido de uma so vez, a cada @estd gotejamento prematuro
continuo e persistente por alguns dias pode redwasticamente a quantidade de proteinas
imunitarias disponiveis. Na égua, esse fator é & mamum e importante, pois limita a
transferéncia de imunidade passiva ao recém-nagdieleFCOTT, 1974a; McGUIRE et al.,
1975).

A lactacdo prematura pode ocorrer quando ha pliéeeparto gemelar ou separagéo
placentaria. Entretanto em algumas éguas semgltgaparentes na placenta, o gotejamento
pode iniciar alguns dias ou horas antes do parid@®HERSON, 2006; MACPHERSON &
BAILEY, 2008).

Deficiente producéo de colostro

Esta condicdo ocorre em algumas éguas que estdandespela primeira vez.
Pressupfe-se que ha simplesmente uma deficiéncimamanismo seletivo da glandula
mamaria para concentrar imunoproteinas do sandas da parto, ou éguas mais velhas com
dificuldade de armazenar o colostro na glandula an@nfJEFFCOTT, 1974a).



15

Potros com acesso retardado ao colostro

Potros nascidos débeis ou com algum defeito fis@parente levam mais tempo para
levantar-se que o periodo fisiologico de uma owsdmaas (Rossdale apud JEFFCOTT, 1974-
a). Os produtos que demoram a apresentar o reflexsuccdo geralmente se recuperam,

porém isso pode durar mais do que a duracdo daepbitdade intestinal (PIERCE, 2003).

Prematuridade

Payne & Marsh (1962) observaram que a maturidadeceando afetar a habilidade
intestinal do recém-nascido em absorver grandeaulals. A absorcdo intestinal para
macro-moléculas é dependente de células espedadizpue revestem o intestino. De acordo
com Simpson-Morgan & Smeaton (1972) existe umalemidificacdo naquelas células para
que o intestino permaneca permeavel as proteirrasnpdongo periodo. Entretanto, apos o
nascimento, a taxa de modificacdo celular aumegaamente e se inicia 0 processo de
“fechamento intestinal” (RAIDAL et al., 2000). Az@o pela qual o potro prematuro pode ter
deficiéncia na transferéncia passiva de anticopooe ser devida ao fato de que a égua com
menos de 320 dias de gestacdo, ndo possui temipesig ou estimulo hormonal para a

producao do colostro.

2.5.Métodos de determinacéo do estado imunitario

Existem muitas técnicas laboratoriais que podenuskzadas para avaliar o estado
imunitario das diversas espécies animais. Atraveésdeterminacdo das gamaglobulinas
séricas, obtém-se uma 6tima condi¢cdo para apreeiarcorreu adequada transferéncia de
imunoglobulinas colostrais.

A eletroforese € um método eficiente para detexdagamaglobulinas séricas. Através
deste método separam-se 0s componentes protéicaordosanguineo e colostral, em
diferentes fragcbes (JEFFCOTT, 1974b). A proteitel fwode ser determinada pelo método do
biureto (Gornall et al. apud ANNINO & GIESE, 1978y por refratometria (VIOR et al.,
1973), sendo este ultimo pouco preciso.

Outro método para indicar a concentracdo de imobodghas € a Turvacdo pelo
Sulfato de Zinco (TSZ) (KUNKEL, 1947). Este métoslovolve a precipitagdo de proteinas
imunoldgicas, usando 6mL de solucdo de sulfatardmivre de didéxido de carbono (ZnSO-

47H20) na concentracdo de 208 mg/litro com 0,1mL de-teste. Para cada amostra sérica
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testada utiliza-se um controle composto de agutlatks que substitui a solugdo de sulfato
de zinco. Os tubos-teste e controle permanecemepouso por 60 minutos a temperatura
ambiente procedendo-se imediatamente a leitura sgracwfotometro. A solugcédo padrdo €
composta por 3 mL de uma solucdo de cloreto deo Haril5 g de BaGIl2H,O/100mL)
dissolvidos em 97 mL de uma solucdo de acido sotftd,2 N). Quando avaliada sob as
mesmas condi¢cdes de temperatura do TSZ esta sofag@&ce uma leitura de turvacgao
equivalente a 20 unidades de turvacdo (uT) e umeettracdo de IgG de aproximadamente
400 mg/dL (RUMBAUGH et al., 1978 e 1979). No Brlasireferido teste foi recomendado
por Silva et al. (1984) apés compara-lo com a pdwdiureto e eletroforese para avaliar os
niveis de proteina sérica na égua e no potro insdente apds o nascimento (antes da
ingestao do colostro) e no colostro da égua. O dorpotro também foi avaliado 1, 3, 6, 12,
24, 48, 72 e 96 horas ap0s a primeira ingestacotistco constando que o teste permite o
diagnéstico de transferéncia de Ig colostral aipdet seis horas ap6s a ingestdo do colostro.
Num periodo relativamente curto de tempo, o TSfAjé parte da rotina de varios criatorios
de cavalos de corrida do Rio Grande do Sul, pousemétodo seguro, rapido e simples para
o diagnostico da transferéncia de Ig sérica noop®to inicio deste século, seu uso também
se expandiu para outras racas e regioes do pais.

Por imunodifusdo radial simples pode-se determirdividualmente imunoglobulinas
IgG, 1gG (T), IgM, IgA e Al (imunoglobulinas agred@s), porém este método requer maior
periodo de trabalho laboratorial comparado a od&stes, o que limita seu uso (McGUIRE &
CRAWFORD, 1972). Através do método de imunodifuséoples em tubo (ROUSE &
INGRAM, 1970) pode-se também determinar a concedtralas imunoglobulinas 1gG, 1gG
(T) e IgM.

A técnica imunoenzimatica (Elisa), emprega imunbglimas marcadas com enzimas,
com a formacdo de um composto colorido geradogigla da enzima, geralmente peroxidase
ou fosfatase, sobre substrato adequado. O test@mo@nmimatico ou tecnologia do
imunoensaio de concentracdo € um exame que reqtieorpos e reagentes especificos,
tempo, equipamentos e habilidade laboratorial,essgrtando alto custo para a aplicacéo a
campo (ERHARD et al., 2001; METZGER et al., 2006).

A imunoturbidimetria determina quantitativamente r panunoprecipitacdo a
imunoglobulina IgG presente no soro. As imunoglotad formam com o anti-soro especifico
um complexo insoluvel, produzindo turbidez, cujéeimsidade aumenta a absorbancia e é
proporcional a concentracdo de IgG na amostra (NASWORTH & SAVORY, 1971;
FERRIS & McCUE, 2009).
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O infravermelho (Fourier-Transform Infrared Spestmpy) tem a capacidade de
caracterizar amostras bioldgicas. A radiacdo imfnaelha € transmitida através da amostra,
fazendo a leitura dos seus constituintes. Estaokegia € muito valiosa como ferramenta
diagndstica e ja foi testada experimentalmente padiagnostico da FTIP, com o6timos
resultados (RILEY et al., 2007).

2.6.Fatores que influenciam na reacéo da turvacéo pekulfato de zinco

A reacédo do sulfato de zinco e do soro é temponpdeatura dependente, McEwan e
colaboradores (1970) demonstraram que quanto raaiemperatura da solugéo teste, mais
rapido ocorre a reagdo esperada (Tabela 1).

Tabela 1 — Efeito do tempo e temperatura na tuéavda reacao entre o sulfato de zinco e o

soro.
Temperatura Tempo (minutos)

°C) 15 30 60 120

6 12,8 15,1 15,8 16,6

20 14,7 17,4 18,6 21,2

25 16,8 22,0 24,9 27,6

31 30,3 34,6 38,4 40,6

37 41,6 42,8 44,0 46,7

A determinacao de imunoglobulinas através da té@ivaeglo sulfato de zinco deve ser
avaliada de 15 a 60 segundos ap0s a mistura de sosmlucao-teste. Além de 60 segundos o
sulfato de zinco reage com outras globulinas alésiichunoglobulinas (LeBLANC et al.,
1990).

A baixa temperatura da solucéo-teste causa umaaeatardada, ou seja, a turvacao é
mais lenta causando um possivel falso negativo (MkH et al., 1970). O falso positivo
pode ocorrer quando a leitura do teste é realiapda 60 segundos da reacdo e quando o
sulfato de zinco reage com as outras proteinasmo(skeBLANC et al., 1990).
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Passive immunity acquired by the newborn foal tgtothe colostrum is essential to
prevent perinatal infections. The aim of this studgs to establish the sensitivity and
specificity of the zinc sulfate turbidity test (ZBI2 hours after first suckling for the detection
of immunoglobulins (IgG) to indicate or not thelfmé of passive immunity transfer. There
was no difference in the ZST results obtained figlood collected at 12 (n=110) and 18
(n=38) hours, confirming that the test may be pentd as early as 12 hours after the first
colostrum intake When compared to the single radial immunodiffusiest, the ZST test
showed 76.50%, 95.65% and 94.68% sensitivity and398, 93.94% and 75.92% specificity,
respectively, for a standard of 400, 600 and 800ditg of immunoglobulins (IgG). The
results of the ZST test, i.e. according to labstrunctions, performed 12 hours after the first

suckling at 37C is a reliable diagnostic tool for detecting Ig&els in newborn foals.
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RESUMO.- A imunidade passiva adquirida pelo potro neonatavas da ingestdo do
colostro é essencial para a prevencédo das infecgimsatais. O objetivo deste trabalho foi
determinar a sensibilidade e a especificidade ste @a turvacao pelo sulfato de zinco (TSZ2)
12 horas ap0s a primeira ingestao de colostrogeterccdo de imunoglobulinas G (IgG) para
indicar ou ndo a deficiéncia de transferéncia danidade passiva. Nao houve diferenca nos
resultados do teste TSZ com amostras séricas desp@SC coletadas 12 (n=110) ou 18h
(n=38) apos a primeira ingestao do colostro, cordirdo que o teste pode ser conduzido 12h
apos a ingestao de colostro. Quando comparado domireodifuséo radial simples, o teste
TSZ apresentou sensibilidade de 76,50%, 95,65% 64¢@8% e especificidade 93,75%,
93,94% e de 75,92%, para padrdes de 400, 600 eg830D0de IgG, respectivamente. Assim,
0 TSZ é um valioso teste para o diagndstico no caugsde que sejam seguidas estritamente
as indicacbes do fabricante, especialmente quanémperatura. O teste pode e deve ser

realizado 12 horas apoés a primeira mamada, pogsapia bom indice de precisao.

TERMOS DE INDEXACAO: equino, IgG, imunoglobulinaolostro, TSZ, imunidade

passiva.

INTRODUCAO
A imunidade do potro recém-nascido é obtida quasdgusivamente atraveés da

absorcao de anticorpos colostrais por células edjgacias do intestino delgado (Earle 1935).
A absorcéo das macromoléculas pelas células indéstmao é seletiva e sua absorcdo maxima
parece ocorrer trés a seis horas apos a primeingada (Jeffcott 1974). A concentracdo de
anticorpos no colostro, durante o seu periodo mkesd, € muito mais elevada do que a do
soro sanguineo, o que reforca a preferéncia pétzaefo de colostro por via oral como fonte
suplementar de imunoglobulinas em potros imunoigfies (LeBlanc et al. 1990, Chavatte

et al. 1998; Erhard et al. 2001). A duracdo daeggar do colostro na égua é curta e seus
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niveis de imunoglobulina caem rapidamente apésrasepas mamadas (Jeffcott 1979).
Potros que atingem nas 24h de vida niveis de lg@isgou superiores a 800mg ttem a
transferéncia de imunidade passiva (TIP) considesatisfatoria, com niveis entre 800 e
400mg dL* é considerada transferéncia parcial de imunidasgsiya (TPIP), e niveis abaixo
de 400mg dL* é considerada falha na transferéncia de imunigadsiva (FTIP) (Giguére &
Polkes 2005). O diagndstico da FTIP é, rotineiramerealizado 18h apds o parto (Crisman
& Scarratt 2008), muito préximo do encerramentoatsorcao intestinal nos potros. Se
realizado 12h apdés o parto seria possivel avaliabsor¢cdo da imunidade colostral mais
precocemente e, se necessario, corrigi-la com @edracdo de colostro por via oral (Silva
et al. 1984, Axon & Palmer 2008).

A imunodifusdo radial simples (IDRS) permite a dmieacdo direta, objetiva e
individual das imunoglobulinas, e é considerado este-padrdao de referéncia para a
determinacdo de imunoglobulinas no soro. Entreteeqoer um processamento laboratorial
mais demorado (18 a 24 horas), praticamente imgedna utilizagdo para quando se quer
tratar a tempo, por via oral, potros imunodefiasnfMcGuire & Crawford 1972, Silva et al.
1984, Baird et al. 1987, Young & Lunn 2000).

O método da turvagdo pelo sulfato de zinco (TSd)néétodo indireto, subjetivo, de
eleicdo para essa avaliagdo (Hofsaess 2001). Htosnanos ele é utilizado na rotina de
diversos haras, porém médicos veterinarios exgesequestionam sua eficiéncia, fato que
motiva a realizacdo de mais pesquisas.

Este estudo teve por objetivo avaliar a sensildkda especificidade do teste de
Turvacdo pelo Sulfato de Zinco como método diagodsprecoce da transferéncia de
imunidade passiva em potros recém-nascidos; varificviabilidade de seu uso 12h apds a
primeira mamada e como a manipulacdo das amosingsiisieas e a aplicacdo do teste no

campo podem alterar a turvagéo.
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MATERIAL E METODOS

O sangue de 110 potros Puro Sangue de Corrida neagodos foi coletado
totalizando 148 amostras pertencentes a oito catda regido sul do Estado do Rio Grande
do Sul. O teste da turvacao pelo sulfato de zimaaiglizado na rotina dos haras ha mais de
20 anos. Em oito criatérios (n=110) o sangue fdiido 12h apos a primeira mamada e em
dois haras a coleta foi efetuada as 12 e as 188]rep0os a primeira ingestdo do colostro.
Foram colhidos 8mL de sangue dos potros cujo soreseparado apds a retracado do coagulo.
Imediatamente ap6s o teor de imunoglobulinas faliaso pelo teste da T$ZA amostra
excedente foi congelada a -20°C para posteriortiicagao de IgG e reavaliacdo dos soros
pelo TSZ. As amostras de soro permaneceram crigqa$as por até sete meses.

O teste da TSZ foi realizado de acordo com o pihioteato descrito por Silva et al.
(1984, 1988). No entanto, as amostras-teste foranparadas ao padréo de sulfato de Bario
correspondente a 40 unidades de turvacéo. A tetapei@da solucdo teste foi a ambiente (-1,2
a 32,3°C) e a leitura da TSZ foi conduzida a pddid5 segundos. Para efeito do diagnéstico
da situacdo imunolégica, o resultado da avaliacdosoro dos potros pelo T8Zfoi
distribuido em dois grupos, conforme o grau de a¢do: turvacdo inferior ao padrédo
(<pTSZ2), considerada transferéncia de imunidadatisfatoria e turvagéo igual ou superior
ao padrdo XpTSZ), esta Ultima tida como satisfatéria. Postaremte, no laboratério, as
amostras foram descongeladas e o teste TSZ fotidepeNesta etapa foram testadas
diferentes temperaturas da solucao-teste (20, @538 e 37°C), definindo-se a em 37°C a
temperatura padrdo para a execucdo da leiturasti® 7&Z que foi realizado em 15 a 60

segundos. A 1gG de cada amostra descongelada datificada em mg dt de soro através

® EMBRYOLAB (Laboratério de Embriologia Animal), Rii® 97, Bloco 4, Ala Sul, Sala 428. Centro de
Ciéncias Rurais da Universidade Federal de SantaMav. Roraima, 1000. Bairro Camobi. 97.105-98anta
Maria/RS, BR.
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da imunodifuséo radial simples (IDRSEste teste foi considerado como referéncia (Betird
al 1987, Young & Lunn 2000). Os soros-teste da T@Zm comparados a trés pontos de
corte, correspondentes a 800mg'd{PC=800), 600mg dL (PC=600) e 400mg dt
(PC=400) de IgG.

Para as analises considerou-se eficiéncia a egad@@peracéo; sensibilidade como a
probabilidade do teste acima do padrdo na presgsmg¢eansferéncia de imunidade passiva
(TIP); especificidade como a probabilidade do tediaixo do padrdo na auséncia da TIP;
valor preditivo positivo como a probabilidade de potro com o teste acima do padrao ter
TIP; valor preditivo negativo como a probabilidaieum potro com o teste abaixo do padréo
ter FTIP.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Eticaxpefimentacdo Animal da

Universidade Federal de Santa Maria, cujo procestoregistrado sob numero 81/2009.

Andlise estatistica

A diferenca entre a concentracdo de IgG determirifti® 18h apds a primeira
ingestdo do colostro foi analisada utilizando detés’ de Student para amostras pareadas,
incluindo cada potro no modelo estatistico. Asaragis foram testadas para normalidade com
o teste de Shapiro-Wilk e normalizadas por raizdca@a. As analises foram efetuadas com
pacote estatistico JMRconsiderando a diferenca significativa quandeolabilidade de erro

tipo alfa foi inferior a 5%.

4 Equine 1gG RID Kit, VMRD Inc, Pullman, Wash, USA.
® SAS Institute Inc., Cary, NC, USA.
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RESULTADOS

Os niveis séricos de IgG (Figura 1) verificadok peunodifuséo radial simples no
sangue colhido 12 e 18h apds a primeira ingestdacalestro nos 38 potros foram
semelhantes.

A prevaléncia da falha parcial da transferéncianuenidade (800>1g8400mg dL%),
na populacdo estudada (n=110) foi de 20,49% e Itia tatal (IgG<400 mg dt) foi de
4,27%.

A aplicacédo do teste TSZ no laboratorio (Tabel@ijlenciou desempenho superior
ao realizado na rotina dos haras (Tabela 2). A onetbacdo da solucdo-teste foi com

temperatura de 37°C.

DISCUSSAO

A concentracao sérica de IgG determinada no s@@dtvos 12 e 18h apos a ingestao
de colostro reforca a indicacdo de conduzir o tdstefSZ 12h apds a primeira mamada,
guando ha tempo adequado para efetuar o tratamestoasos de falha na transferéncia da
imunidade passiva, ou seja, melhor aproveitameatatltsorcdo de macromoléculas pelo
intestino.

A falha parcial na transferéncia de imunidade daufagdao estudada (20,49%) e falha
total (4,27%) corrobora os achados de Clabough €1389),LeBlanc et al. (1990) e Riley et
al. (2007) que relatam niveis aceitaveis de falh&ransferéncia da imunidade passiva entre 3
e 24%.

O teste da TSZ executado no ambidateoratorial apresentou sensibilidade de 76-
,50% e especificidade de 93,75% usando o padrdg@e400mg di* e 94,68% e 75,92%,
respectivamente usando o padrdo de IgG<800mg (@abela 1). A sensibilidade e a

especificidade do teste da TSZ ja foram definiddsraormente por Daves & Giguere (2005)
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indicando 88,90% e 79,40% para concentracdes ded@@ng dL*, 81% e 56,90% para
lgG<800mg d[*, respectivamente. A variacdo existente na seiukibié e especificidade é
atribuida a natureza subjetiva do teste e as coesliem que ele é realizado (LeBlanc et al.
1990, Daves & Giguere 2005).

A leitura da turvacédo das amostras-teste na solde&ulfato de zinco neste estudo foi
efetuada em um intervalo de 15 a 60 segundos apdstara do soro com a solucdo de
sulfato de zinco, enquanto no teste utilizado pavd3 & Giguere (2005) o precipitado da
solucéo foi analisado apds uma hora. LeBlanc eboddaores (1990) ja descreveram que o
tempo ideal para a reacdo € de 15 a 60 segundesa poecipitacdo de globulinas, aléem das
imunoglobulinas, ocorre no periodo de uma horayriaasendo a ocorréncia de falsos positivos
pela reacdo das demais proteinas.

O acompanhamento clinico dos potros demonstrou ameeles com niveis de
lgG>600mg dL* ndo adoeceram, sugerindo boa protecdo imunoldiiesie ponto de corte
(600mg dL* de 1gG) o teste da TSZ (Tabela 1) foi mais fidadigpara detectar a
transferéncia de imunidade. Rumbaugh e colaboradd®79) consideraram concentracoes
de 1gG>400mg dL** como transferéncia de imunidade passiva adeq&add 990, LeBlanc et
al. identificaram a concentragdo de IgG=400mg dbhmo nivel critico, indicando este nivel
como o limite para se adotar medidas corretivaspot®s recém-nascidos nos criatorios da
Flérida, USA, com clima quente e umido. Giguére d@kgs (2005) recomendam que potros
com IgG entre 400-800mg di_devem ser tratados apenas quando apresentaezataés no
exame clinico ou laboratorial. A sanidade do patvm FTIP depende muito do ambiente.
Mantidos em instalacBes limpas, ventiladas e colotagao ideal e clima agradavel estdo

menos propensos a doencgas (Silva et al. 1984, heRB01).

A baixa sensibilidade e especificidade do teste Td#&ferminado pela analise

soroldgica dos potros nos haras é consequéncidestade numero de diagndsticos falso
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negativos. O falso negativo ndo compromete a éggiE imune do potro, uma vez que 0
tratamento para falha de transferéncia passiveepasicao de imunoglobulinas. O tratamento
realizado com plasma intravenoso deve ser realimad@rimeiros trés dias, o nivel sérico de
IlgG quando aplicado um litro de plasma de boa dadé, aumenta 200-400mg “HL
(Sprayberry 2003)No entanto, o tratamento desnecessario causasesinascontencao do
potro e representa perda econdémica quando o plasosado como tratamentd. causa
principal do diagndstico falso negativo nos harashb@&ixa temperatura da solucéo de sulfato
de zinco no momento do teste, o que retarda aage@ajue ela € tempo e temperatura
dependente (McEwan et al. 1970). A maioria dos imBs®0os concentra-se Nno inverno,
periodo em que a temperatura ambiente estd mwigcatla ideal para a realizacdo do teste,
logo, a solucéo teste, para oferecer resultados awirados, deve ser aquecida em banho-
maria a temperatura de 37°C.

O teste de transferéncia de imunidade para o pet&m-nascido permite diagnoéstico
a partir de 6h apos a primeira ingestao de coldSitea et al. 1984). LeBlanc et al. (1990) e
Hofsaess (2001) recomendam a determinagdo dadrénsfa de imunidade passiva 9h apos a
ingestdo do colostro. O diagndstico precoce da FpElhite a suplementagdo com colostro
criopreservado dos potros com transferéncia ida#disa (Silva et al. 1984, LeBlanc et al.
1990, Hofsaess 2001, Ferris & McCue 2009). Conaitly que o colostro possui teor de
imunoglobulinas muito superior ao plasma (Chavattal. 1998, Erhard et al. 2001), o seu
uso para reposi¢cao de imunoglobulinas é o tratayneleicdo, pois reduz o estresse sofrido

pelo potro, aumenta a eficiéncia do tratamentoremdii 0S seus custos.

CONCLUSOES
O TSZ pode ser indicado como meio diagndstico segur@ @aravaliacdo da

transferéncia passiva de imunidade, da égua pao&r@, 12h apds a primeira mamada devido
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a sua sensibilidade e especificidade, quando seimsponto de corte de 600mg He a
leitura for realizada entre 15 e 60 segundos apostara do soro do potro com a solucao de
sulfato de zinco, a temperatura dé@70 diagnostico precoce efetuado 12 h apos a jgeame
mamada permite a instituicdo de tratamento pookah(colostro de boa qualidade) rapido e
eficiente. Variacbes no tempo de leitura e na teaipea em que o teste € realizado podem

comprometer o diagnostico.
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LEGENDAS

Figura 1. Média dos niveis de IgG sérica detecpatdmunodifusdo Radial Simples as 12 e
18h apds a primeira ingestédo de colostro em 38&g@atcém-nascidos, pertencentes a dois

criatérios da raca Puro Sangue de Corrida (P<0,05).

Tabela 1: Sensibilidade, especificidade, valor piredpositivo e valor preditivo negativo do
teste da Turvagcdo pelo Sulfato de Zinco determinaolo Imunodifusdo Radial Simples,
comparando-se trés pontos de corte de imunoglasub@ricas de potros recém-nascidos de
oito criatorios da raca Puro Sangue de CorridateT@nduzido em laboratério com amostras

séricas congeladas.

Tabela 2: Sensibilidade, especificidade, valor piredpositivo e valor preditivo negativo do
teste da Turvagdo pelo Sulfato de Zinco determinaolo Imunodifusdo Radial Simples,
comparando-se trés pontos de corte de imunogl@subgricas de potros recém-nascidos de

oito criatérios da raga Puro Sangue de CorridateTeonduzido nos haras.
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Tabela 1
Ponto corte=800 Ponto corte=600 Ponto corte=400
Variavel
n=148 n=148 n=148

Eficiéncia (%) 97,29 99,45 73,72
Sensibilidade (%) 94,68 95,65 76,50
Especificidade (%) 75,92 93,94 93,75
Valor preditivo positivo (%) 87,25 98,21 99,02
Valor preditivo negativo (%) 89,13 86,11 32,60




Tabela 2

Ponto corte=800

Ponto corte=600

Ponto corte=400

Variavel
n=148 n=148 n=148
Eficiéncia (%) 98,27 81,77 55,98
Sensibilidade (%) 75,79 68,70 65,16
Especificidade (%) 74,55 78,79 100
Valor preditivo positivo (%) 83,72 91,86 100
Valor preditivo negativo (%) 64,06 41,94 25,80




4. CONCLUSOES

O TSZ° é um meio diagndstico seguro para a avaliacamdaferéncia passiva da

imunidade da égua para o potro 12 horas apos @ipaitngestado de colostro.

Os niveis de IgG sérica nao diferiram entre as 12 leoras ap0s a primeira ingestao

de colostro.

O teste da TSZ apresentou alta sensibilidade eifispade usando o ponto de corte
de 600mg dr}, boa capacidade em detectar a transferéncia deidate passiva
(IgG>800mg dL*) e precisdo na determinacéo da transferénciagbariimunidade

passiva.

O teste da TSZ é seguro desde que a leitura do onssja efetuada entre 15 e 60
segundos apds a mistura do soro a solugdo decsdatinco a temperatura de’G7
Variagcbes no tempo de leitura e na temperaturaw@rogeste € ser realizado podem

comprometer o resultado.
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