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Reporte de caso clinico
Primer diagnostico de Rhodococcus equi confirmado,
laboratorialmente, en un potrillo de Costa Rica
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Resumen

Neumonia por Rhodococcus equi es importante causa de morbilidad y mortalidad en potrillos de todo el
mundo. La prevalencia y/o virulencia de la bacteria es, aparentemente, baja en Costa Rica, pues nunca han
sido reportados brotes. Los casos sospechosos muestran solamente signos clinicos de leves a moderados.
Sin embargo, un diagnoéstico definitivo de la enfermedad nunca ha sido hecho anteriormente en caballos
costarricenses. R. equi es una bacteria G (+) facultativa intracelular que causa neumonia en potrillos jovenes
(hasta 4-5 meses de edad). Este caso corresponde a un potrillo Frison de cuatro semanas de edad que fue
referido para cirugia al Hospital Equino, Universidad Nacional de Costa Rica, con una fractura de hiimero y
onfaloflebitis. En el periodo postoperatorio, el paciente presentd: signos de secrecion nasal bilateral moderada,
tos, fiebre, linfocitosis y neutrofilia. La evaluacion radioldgica del térax mostrd un patrén bronquialveolar en
el aspecto ventrocraneal de los pulmones. La citologia del aspirado transtraqueal confirmé un cuadro de
bronconeumonia supurativa. Las muestras fueron cultivadas aerébicamente en agar Columbia + 5% sangre a
37°C por 24h. Las caracteristicas macroscopicas, microscdpicas, bioquimicas y la identificacion, por medio de
la secuenciacion parcial del gen “16SrRNA”, de la bacteria aislada fueron compatibles con R. equi. El potrillo
fue eutanasiado debido a re-fractura del humero antes de que el diagndstico de R. equi fuera confirmado. R.
equi tiene el potencial de causar un severo impacto monetario a la industria de cria equina, por lo cual, es
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importante hacer el diagnéstico y tratamiento precisos para evitar el surgimiento de cepas resistentes. Son
necesarios mas estudios para determinar la prevalencia local del patégeno y evaluar su impacto.

Palabras Clave: Rhodococcus equi, 16StTRNA, bronconeumonia potrillos, impacto monetario, Costa Rica

Abstract

Rhodococcus equi pneumonia is an important cause of morbidity and mortality in foals all over the world. Prevalence
and/or virulence of bacteria is apparently low in Costa Rica since no outbreaks have been reported and suspicious
cases show only mild to moderate clinical signs. However, there has never been a definitive diagnosis of the disease
in Costa Rican horses. R. equi is a G (+) facultative intracellular bacteria causing pneumonia in young foals (up to
4-5 months of age). This paper refers to a 4-week old Friesian foal with a humerus fracture and omphalophlebitis
that was referred to the Equine Hospital, National University, Costa Rica, for surgery. In the postoperatory period,
the patient showed signs of moderate bilateral nasal discharge, cough, fever, lymphocytosis, and neutrophilia. The
radiological evaluation of the thorax showed a bronchoalveolar pattern in the ventro cranial region of the lungs.
The transtracheal aspirate cytology confirmed the presence of suppurative bronchopneumonia. The samples were
aerobically cultured in Columbia agar + 5% blood at 37°C for 24h. The macroscopic, microscopic, and biochemical
characteristics of the isolated bacteria, in addition to the partial sequencing of the “16SrRNA” gene, were compatible
with R. equi. The foal was euthanized due to the humerus re-fracture before the R. equi diagnosis was confirmed.
R. equi can potentially cause a severe monetary impact in the equine breeding industry; consequently, accurate
diagnosis and treatments are important to avoid the emergence of resistant strains. Further studies are needed to
determine the local prevalence of the pathogen and to evaluate its impact.

Keywords: Rhodococcus equi, 16STRNA, foal bronchopneumonia, monetary impact, Costa Rica

Resumo

A pneumonia por Rhodococcus equi é uma das principais causas de morbidade e mortalidade em potros em todo
o mundo. A prevaléncia e / ou viruléncia da bactéria é, aparentemente, baixa em Costa Rica, pois nunca tem
sido relatados surtos. Casos suspeitos mostram apenas sinais clinicos leves a moderados. No entanto, nunca tem
sido feito um diagndstico definitivo da doenga em cavalos da Costa Rica. R. equi é uma bactéria G (+)facultativa
intracelular que causa pneumonia em potros jovens (até 4-5 meses de idade). Esse caso corresponde a um potro
Frisén de quatro semanas de idade que foi encaminhado para cirurgia no Hospital de Equinos, Universidade
Nacional da Costa Rica, com uma fratura de umero e onfaloflebite. No pds-operatorio, o paciente apresentou
sinais de secregdo nasal bilateral moderada, tosse, febre, linfocitose e neutrofilia. A avaliagdo radiolégica do torax
mostrou padrdo bronquialveolar no aspecto ventrocraniano dos pulmades. A citologia do aspirado transtraqueal
confirmou um quadro de broncopneumonia supurativa. As amostras foram cultivadas aerobicamente em
agar Columbia + 5% sangue a 37°C por 24h. As caracteristicas macroscopicas, microscopicas, bioquimicas e a
identificagdo, por meio do seqiienciamento parcial do gene “16SrRNA”, da bactéria isolada foram compativeis
com R. equi. O potro foi eutanasiado devido a re-fratura do imero antes de que o diagndstico de R. equi fosse
confirmado. R. equi tem o potencial de causar um severo impacto monetario para a industria de cria de equinos,
portanto, é importante fazer o diagndstico e o tratamento precisos para evitar o surgimento de cepas resistentes.
Mais estudos sdo necessarios para determinar a prevaléncia local do patdgeno e avaliar seu impacto.

Palavras-chave: Rhodococcus equi, 16STRNA, broncopneumonia do potro, impacto monetario, Costa Rica

Introduccion

Rhodococcus equi es una importante causa de morbilidad y mortalidad en potrillos de todo el mundo
(Zachary 2017). Un diagndstico definitivo de esta enfermedad, en caballos, no se ha hecho antes en
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este pais por lo cual, se considera de importancia el reporte de este caso clinico. Los Rhodococcus son
bacilos Gram positivos, no mdviles y aerobios, del orden Actinomycetales. Aparecen como filamentos
que se fragmentan al separarse en bacilos y cocos (Prescott et al. 1997; Forbes et al. 1998; Guiguere
2010; Markley et al. 2013). Rhodococcus equi es un patdgeno intracelular, facultativo, (Kelly et al.
2002) que puede vivir y reproducirse en macréfagos, donde resiste fagocitosis, gracias a que tiene
varios factores de virulencia tales como: la proteina VapA (del Inglés: Virulence Associated Protein A);
resistencia a los antibidticos betalactamicos; presencia de acidos micélicos y cadenas largas de carbono
en su pared celular, importante en formacion de granulomas (Guiguere 2010); produccién de colesterol
oxidasa (Letek et al. 2008) y formacién de biopeliculas (Al Akhrass et al. 2012; Gressler et al. 2015).
Presenta, ademas, un plasmido de virulencia (Takai et al. 2000; Letek et al. 2008), que acarrea genes
(ej. resistencia antibidtica) los cuales benefician la supervivencia de la bacteria (Giguere et al. 2010), el
proceso infeccioso y la proliferacion en macroéfagos.

Epidemiologia y Patogénesis

Prescott (1987) publica reportes sobre la epidemiologia de esta infeccién en caballos. R. equi habita
suelos superficiales (<30cm profundidad), secos y polvorientos, afectando principalmente caballos y
cabras (Muscatello et al. 2007). Es posible aislar la bacteria a partir de heces de la mayoria de los caballos
adultos. Un estudio, efectuado con 117 yeguas en Kentucky, USA, concluyé que “detectar la bacteria
en heces de yeguas sugiere que estas pueden ser importante fuente ambiental de R. equi” (Grimm et
al. 2007). Cohen et al. (2008) determinaron que “R. equi fue comtinmente aislado del suelo en fincas
de cria caballar”, asi como en heces de potrillos desde 1 semana de edad. La bacteria no se multiplica
en el ambiente anaerobio de intestino grueso adulto, pero si lo hace en el intestino del potrillo, hasta
los tres meses de edad. Cuando el potrillo neumoénico deglute esputo contaminado con R. equi, este
se multiplica en su intestino, alcanza grandes concentraciones, razén por la cual los excrementos de
potrillos infectados son fuente importante de contaminaciéon ambiental con cepas virulentas. Bajo
condiciones climaticas de temperatura alta, la bacteria se multiplica hasta por 10.000 veces en 2 semanas,
de forma que un gramo de suelo contaminado puede llegar a contener millones de organismos de R.
equi virulentos. En fincas con problemas endémicos, la bacteria se cultiva con mayor facilidad en el aire
de establos que en los potreros (Kuskie et al. 2011; Cohen et al. 2012; Cohen et al. 2013), particularmente,
en dias secos y ventosos. Asi, los potrillos se exponen mas a R. equi virulento cuando estan estabulados.
La inhalacion del patégeno es la principal ruta para infeccion pulmonar (Cohen et al. 2012; Cohen
et al. 2013). El tiempo de incubacién oscila entre 8 y 15 dias. Datos epidemiolégicos sugieren que la
mayoria de los potrillos se infecta como neonatos, pues el diagndstico se hace, generalmente, antes de
cumplir 40 dias, aunque ocurren casos en edades mas avanzadas (3-4 meses), al presentar importantes
tasas de mortalidad (Losinger et al. 2000). La incidencia de neonatos afectados puede esperarse que sea
mayor en fincas con gran densidad de yeguas y potrillos (Cohen et al. 2008). “Aunque R. equi se cultiva
a partir de muestras ambientales, en la mayoria de las fincas de cria equina, la enfermedad clinica de
potrillos puede ser endémica y devastadora en algunas yeguadas, esporadica en otras y no reconocida
en la mayoria” (Guiguere 2010). La tasa de mortalidad oscila entre 30-40 % de los potrillos infectados.
Ademas, de neumonia insidiosa, granulomatosa, severa y progresiva, con abscesos de pulmon, esta
bacteria puede afectar otras estructuras del cuerpo, tales como vértebras y otros huesos, linfonodos
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abdominales, ojos, articulaciones y cerebro. También, afecta vacas, perros, gatos y seres humanos
(Lasky et al. 1991; Al Akhrass et al. 2012), especialmente pacientes inmunocomprometidos, al causar
sintomatologia clinica similar a la tuberculosis. En Costa Rica, el primer aislamiento se realiz6 en
una nina de 2 dias de edad (Herrera et al. 2000). También, la prevalencia y virulencia de R. equi, en la
especie equina, aparentemente es baja pues nunca han sido reportados brotes; los casos sospechosos
muestran solo signos moderados. Otra especie, en la cual se aislé R. equi (Alvarez et al. 2001) incluye las
dantas (Tapirus bairdii). La combinacioén de un macrdlido (eritromicina, azitromicina o claritromicina)
con rifampicina es todavia un protocolo recomendado para potrillos con signos clinicos de infeccién
por R. equi; sin embargo, la resistencia a estos antibidticos esta aumentando (Giguére et al. 2010); por
lo cual, se debe considerar otros tratamientos. La mayoria de los pacientes, con lesiones pulmonares
subclinicas y ultrasonograficamente pequeiias, se recuperan sin terapia (Giguére 2017).

Vacunacion

Investigadores han desarrollado una vacuna que protege a los potrillos contra infeccion por R. equi,
pues elige, como blanco, un antigeno de superficie denominado poly-N-acetyl glucosamina (PNAG)
(Cywes-Bentley et al. 2018), el cual se encuentra en muchos microbios. Lo anterior, implica que dicha
vacuna tiene el potencial de proteger, también, contra otras enfermedades bacterianas, pero todavia
no ha sido lanzada al mercado. Hasta agosto del 2019, no se consigue, a nivel mundial, una vacuna
comercial autorizada para inmunizar potrillos contra neumonia por R. equi.

Materiales y Métodos

Anamnesis

Un potrillo Frison, a los 15 dias de edad, present6 una onfaloflebitis con absceso local, de contenido
purulento caseoso; el cual se dreno, quirirgicamente, en la finca de origen. La muestra de pus, tomada
en este momento por hisopado, no cultivé nada. El duefio lo traté con estreptomicina/penicilina i.m.
por 4 dias y ocurri6 regresion parcial de la inflamacién umbilical. Dos semanas después, sufrié una
fractura expuesta de radio, por lo cual, se refirié al Hospital Equino, Escuela de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional, Costa Rica. Aqui fue operado, bajo anestesia general inhalatoria, para implantarle
la placa y tornillos del caso. Se tratd, profilacticamente, con Ceftiofur i.m. y Meglumina de Flunixin iv.
por 5 dias, mas ATT (6.000 U.L) s.c. En el postoperatorio, aparecen: secrecion nasal bilateral purulenta,
tos, fiebre, linfocitosis y neutrofilia. El examen particular del sistema respiratorio (Dixon et al. 1995;
Dixon 1997) incluy6: anamnesis, examen clinico general, auscultacion y percusion de cavidad toraxica,
rayos X, hematologia y bioquimica de rutina. En el examen radiolégico del térax, se observé un patrén
bronquio-alveolar, sobretodo en el aspecto ventrocraneal de los pulmones; por lo cual, se le hicieron
dos aspirados transtraqueales bajo técnica descrita en la literatura (Malikides et al. 2003; Hugues et
al. 2008; Rossi et al. 2018), usando sedacién con Xilacina iv. (1 mg por kg p.v). Las muestras obtenidas
se enviaron al Laboratorio de Bacteriologia, Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional,
Costa Rica, para identificacion del patégeno y pruebas de sensibilidad antibidtica (Caso No. EO35-18).
El examen citolégico del aspirado transtraqueal revel6 gran cantidad de neutréfilos liticos.
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Diagnostico microbiologico

El cultivo bacteriolégico de una de las muestras obtenidas, por medio del aspirado transtraqueal, reveld
resultados compatibles con Rodococcus equi.

Aislamiento, identificacion y prueba de susceptibilidad a los antibioticos (PSA).

El aspirado transtraqueal se cultivé en Columbia agar (BD) + 5% sangre de carnero por 24 hs. a 37°C. Las
colonias aisladas fueron sometidas a tincion de Gram y a las siguientes pruebas fenotipicas y bioquimicas:
CAMP, beta-hemolisis, reduccion de nitrato, ureasa y fermentacion de glucosa como descrito (Markley
2013). La prueba de susceptibilidad a los antibioticos se efectud por el método de difusion en disco de
Kirby Bauer sobre agar Mueller-Hinton usando seis antibidticos: ceftiofur (30 pg), cefalotina (30 pg),
eritromicina (15 pg), gentamicina (10 ug), doxiciclina (30 pg) y sulfametoxazole/trimetoprim (25 pg)
(OXOID) e interpretacion de acuerdo al “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI 2015).

Amplificacion, secuenciacion y determinacion de 16S rRNA.

Las bacterias se cultivaron en agar tripticasa soya; se incubaron por 1-2 dias a 37°C. Se suspendio una
colonia individual en 50 uL de agua PCR y se calent6 a 95°C por 20 min. La suspension fue centrifugada
a 10.000 rpm/5 min. El sobrenadante se utilizd6 como plantilla de ADN. Se utilizé el GoTaq Green
Master Mix (Promega) para montar la reacciéon de PCR, siguiendo las instrucciones del fabricante y
1.5 uL de ADN y 0.4 uM de los imprimadores 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y 1492R
(5-ACCTTGTTACGACTT-3"). Las mezclas reaccionantes se incubaron 5 min a 95°C. Luego, 35 ciclos
se efectuaron como sigue: 30s a 95°C, 30s a 55°C y 1 min 30s a 72°C. Con una extension final de 10
min a 72°C. Los productos del PCR se purificaron con QIAQuick Gel Extraction Kit (QIAGEN). La
secuenciacion serealizo en Macrogen (Macrogen Inc, South Korea), siguiendo metodologias establecidas;
usando imprimadores 27F and 1492R. Las secuencias genéticas parciales 16S rRNA fueron alineadas
usando MEGA?7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version X (Kumar et al. 2018). Después
del alineamiento, la secuencia consensuada fue comparada con secuencias de nucleétido, hallados en

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Resultados

Aislamiento e identificacion bioquimica

Después de 24 hs. de incubacion, se observo colonias lisas, brillantes y no hemoliticas. Estas colonias
se hicieron mds grandes, mucoides y color salmén, después de 48 hs. de incubacion. La apariencia
microscopica de la bacteria fue de bacilos y cocos pleomoérficos Gram positivos, con predominio de
formas cocoides. Las pruebas fenotipicas y bioquimicas resultantes fueron compatibles con R. equi
(Cuadro 1). Delos 6 antibidticos probados, la bacteria solo mostro perfil de resistencia hacia la cefalotina.
Todos los otros antibidticos fueron susceptibles (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Pruebas fenotipicas y bioquimicas

Prueba Resultado

CAMP Incremento de hemolisina estafilocéccica
Beta-hemolisis Negativa

Reduccion de Nitratos Positivo

Urease Positiva (>18h)

Fermentacion glucosa Negativa

Cuadro 2. Perfil de susceptibilidad a los antibiéticos

Antibiético Interpretacion
Ceftiofur Susceptible
Cefalotina Resistente
Doxyciclina Susceptible
Eritromicin Susceptible
Gentamicina Susceptible
Sulfametoxazole/Trimetoprim Susceptible

Secuenciacion de 16S rRNA

Los analisis BLAST, de la secuencia consensuada, mostraron cobertura del 98% y 98% identidad a
Rhodococcus sp. La definicién de la especie requiere mas analisis complementarios de ADN.

Conclusiones e importancia clinica

Es importante efectuar cultivo microbiologico y PSA en potrillos neumonicos (Giguére et al. 2010) para
no incrementar la resistencia bacteriana con el uso de antibidticos inadecuados. El uso de liposomas,
para transportar la variedad de moléculas usadas en investigacion biomédica y practica clinica,
ha demostrado su eficiencia (Alhariri et al. 2013) pues mejoran el indice terapéutico de los agentes
encapsulados y reducen la toxicidad de la droga, al mostrar, estos “antibiéticos liposomales con entrega
dirigida”, un interesante potencial para tratamiento de infecciones microbianas. La gentamicina
liposomal intravenosa puede ser efectiva para el tratamiento de neumonia por R. equi; sin embargo,
la nefrotoxicidad, encontrada con esta via, indica que un protocolo alternativo (como nebulizacion) es
necesario para el uso clinico seguro del medicamento (Cohen et al. 2016). Otras estrategias terapéuticas
reportan resultados variados, tales como: plasma hiperinmune o inmunoglobulinas (Hooper-
McGrevy et al. 2001); Interferon-Gamma (Sturgill & Horohov 2006); Maltolato de Galio (Chaffin et
al. 2011; Cohen et al. 2015) y algunas otras nanoformulaciones (Sharma et al. 2012; Singh et al. 2014;
Nachimuthu et al. 2017; Baptista et al. 2018); pero se requieren mas estudios clinicos comparativos
para evaluar su eficacia y seguridad relativa. El potencial profilactico de la vacuna, usando anticuerpos
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a la PNAG (Cywes-Bentley et al. 2018), ha generado grandes expectativas en la industria equina, pues
provee proteccion a los potrillos contra varios patégenos intracelulares, incluyendo R. equi. Con este
protocolo, las yeguas madres son vacunadas 6 a 3 semanas antes de la posible fecha de parto, siendo los
anticuerpos transferidos a los potrillos exclusivamente via calostro.

Recomendaciones

o Recoger heces del ambiente y eliminarlas adecuadamente, sin permitir que se pulvericen, para
prevenir contagio por inhalacion.

o Supeditado al monitoreo clinico del paciente, se debe reconsiderar el uso de antibioticos en animales
con lesiones pulmonares subclinicas y ultrasonograficamente pequefas, pues segin reportes la
mayoria de estos casos se recuperan sin terapia.

 Prescribir antibidticos basados, solamente, en resultados de cultivo y PSA.

o Promover programas regulares de inmunizacién apenas esté disponible una vacuna comercial
registrada.
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