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RESUMEN

Rhodococcus equi es un importante patdogeno causante de neumonia piogranulomatosa muy grave en potros menores de tres meses. En
este trabajo se describe un brote de la enfermedad en una Yeguada Militar. Tras el aislamiento e identificacion del agente causal y la deter-
minacion de su sensibilidad a los antibiodticos, se prepar6 una vacuna inactivada por calor y formaldehido para la inmunizacion de yeguas
gestantes y potrillos de mas de 6 semanas de vida. El resultado tras diez afos de aplicacion sistematica de la misma ha sido satisfactorio, no
habiéndose dado ningun nuevo caso de esta patologia ni presentado reacciones adversas locales o sistémicas.

PALABRAS CLAVE: Rhodococcus equi. Potros. Inmunizacion.

A bacterine output for fouls immunization against Rhodococcus equi

ABSTRACT:

Rhodococcus equi is an important pathogen, causing quite serious piogranulomatous pneumonia within less than three months fouls. In this
paper, an outbreak in a stud, Military livestock, is described. After isolation and identification of the causing agent, as much as its antimi-
crobial susceptibility determination, an inactivated vaccine, by heat and formaldehyde, was performed for immunization of pregnant mares
and little fouls, with more than six weeks of life. The result, after ten years with systematic application of the vaccine was well satisfactory,

without any new case of this pathology and without adverse reactions, local or systemic.
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INTRODUCCION

En 1923, Magnusson, en Suecial, aislé un germen al que dio el
nombre de Corynebacterium equi, de una neumonia supurada de un
potro. Posteriormente se sucedieron diversos aislamientos en Esta-
dos Unidos y, en 1936, en Dinamarca a partir de lesiones tuberculoi-
des de los ganglios cervicales del cerdo. La enfermedad habria sido
reconocida desde 1600.

Rhodococcus equi fue designado como tal en 1977, aprobandose
oficialmente su nomenclatura en 1980. Debido a la composicion de
su pared celular y a la homologia del DNA se ha incluido en el or-
den Actinomycetales, familia Nocardiaceae, junto con los géneros
Nocardia, Gordona y Skermania®. Es un microorganismo productor
de zoonosis, causante de neumonia granulomatosa y abscesos de
pulmén en los potros con menos de seis meses de edad.

Infecta esporadicamente a otros mamiferos, entre ellos el gato, el
perro y el cerdo; también cabras?®, en el cual produce adenitis subman-
dibular. Es un patégeno intracelular facultativo que infecta los macro-
fagos y los polimorfonucleares®. En humanos afecta especialmente a
pacientes con alteraciones de la inmunidad celular, tratamiento inmu-
nodepresor, neoplasias hematoldgicas y, en general, cualquier tipo de
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inmunodeficiencia. No obstante, la infeccion es posible, aunque muy
infrecuente, en personas inmunocompetentes*.

El género Rhodococcus incluye nueve especies?, siendo R. equi
la mas frecuente y con mayor poder patogeno (Figs. 1-3). Se han
encontrado otras especies en diferentes muestras clinicas humanas,
generalmente no asociadas a infeccion respiratoria, sino a ulcera
corneal, endolftalmitis postquirdrgica, peritonitis o nddulos subcu-
taneos*.

Rhodoccoccus equi es un cocobacilo Gram-positivo (Fig. 2)
muy pleomoérfico y poco reactivo desde el punto de vista bioquimi-
co. No oxida ni fermenta los azticares y no es proteolitico, pudiendo

Figura 1. Colonias de Rhodococcus equi con su caracteristico as-
pecto mucoso y color salmon.
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guada Militar.
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ser identificado con las siguientes pruebas: catalasa (+), oxidasa (-),
ureasa (+), movilidad (-), no forma indol ni licia la gelatina. No
modifica la leche tornasolada y puede utilizar la glucosa sin produc-
cion de acido. Reduce los nitratos a nitritos, hidroliza la esculina y
produce el denominado factor equi'=>.

La evidencia de este factor es muy importante, ya que se ha de-
mostrado en todas las cepas aisladas hasta el momento. Su funda-
mento e investigacion es similar a la prueba del CAMP efectuada
para diferenciar los estreptococos del grupo B del resto de los es-
treptococos f-hemoliticos. En este caso, el factor equi interaccio-
na con la fosfolipasa D de Corynebacterium pseudotuberculosis,
la B-toxina de Staphylococcus aureus y una hemolisina de Listeria
monocytogenes, produciendo un aumento de la hemolisis de estas
cepas. El ensayo se realiza en una placa de agar sangre en donde se
siembra verticalmente una estria de R. equi y, perpendicular a ésta,
otra de alguno de los tres organismos anteriormente mencionados?.

Rhodococcus equi es un patdgeno ambiental oportunista con
distribucion universal, que se encuentra en el aire, el agua y la tie-
rra. Coloniza el intestino de los omnivoros y los herbivoros, princi-
palmente caballos. Origina una bronconeumonia supurativa en los
potros de 1 a 4 meses. Esta importante enfermedad se caracteriza
por la formacién de abscesos en el pulmon. El contacto directo con
los animales, sus excrementos y con el estiércol puede ser el origen
de la infeccion, siendo la inhalacion el mecanismo de transmision
mas probable, aunque también es posible adquirirlo por inoculacién
a través de la piel, membranas mucosas e ingestion oral?.

El microorganismo esta presente a menudo en grandes canti-
dades en las heces de potros sanos de menos de 3 meses de edad
(Fig. 4) y puede también aislarse de las heces de caballos adultos y
de otros mamiferos y pajaros’.

Se puede producir la concentracion de R. equi en pastos con mu-
cha carga de caballos, ocasionando brotes de la enfermedad. A ve-
ces, cuando los potros afectados se tragan los esputos que contienen
grandes cantidades de la bacteria, se pueden producir enterocolitis
ulcerativas granulomatosas y linfoadenitis mesentéricas®.

La virulencia de R. equi, patogeno intracelular, esta principal-
mente asociada con antigenos especificos de superficie codificados
en el DNA de un plasmido grande. La produccion de estos antigenos
es dependiente de la temperatura y se expresan entre 34° y 41° C.
Otros factores que incrementan la virulencia incluyen los polisa-
caridos capsulares y los acidos micdlicos de la pared celular que
retrasan la fagocitosis, y también algunos isoenzimas. La particular
susceptibilidad de los potros menores de 4 meses a la bronconeumo-
nia causada por este patdogeno se atribuye por algunos autores a la
reducida inmunidad celular de los pulmones?.

En humanos se ha comunicado la transmision entre enfermos
hospitalizados y un caso de probable adquisicion ocupacional en un
trabajador de laboratorio, sin ningun tipo de inmunodepresion y que
desarroll6 un episodio neumonia causada por éste microorganismo®.

Tabla 1. Cuadros clinicos asociados a Rhodococcus equi

Hospedador Cuadro clinico

Potros de 1 a 4 meses Bronconeumonia supurativa y abscesos

de edad bronquiales

Caballos Abscesos superficiales

Cerdos, vacuno Linfoadenopatia cervical moderada

Gatos, cabras?, otros Abscesos subcutaneos y granulomas mediastinicos
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Provoca infecciones en pacientes inmunocomprometidos, principal-
mente VIH, provocando infeccion pulmonar cronica y en ocasiones
abscesos intracerebrales por diseminacion hematogena.

Los signos clinicos varian segun la edad a la que el potro se
infecta. La enfermedad aguda se produce generalmente en potros
de un mes de edad, con aparicion subita de fiebre, anorexia y signos
de bronconeumonia. La enfermedad tiende a ser insidiosa en potros
de 2 a 4 meses de edad y las lesiones pueden estar muy avanzadas
antes de que el animal presente tos, disnea, pérdida de peso, intole-
rancia al ejercicio y un sonido estertor caracteristico alto y huimedo
en la auscultacion pulmonar. Se produce leucocitosis (neutrofilia) y
aumento del fibrindgeno (por los abscesos pulmonares). Ocasional-
mente se puede presentar diarrea. También pueden verse afectadas
las articulaciones y formacion de abscesos en otras localizaciones
en caballos adultos.

La presencia de malacoplaquia, respuesta granulomatosa cronica
con cuerpos de Michaelis-Gutmann y microabscesos necrosantes, aso-
ciados a la presencia de cocos Gram positivos intracelulares, es carac-
teristica de las lesiones pulmonares producidas por R. equi. Su hallazgo
debe hacer sospechar la infeccion por este organismo, aunque se ha
descrito también en otras infecciones bacterianas. Los animales de ex-
perimentacion son resistentes, aunque algunas cepas matan al raton y al
cobayo. Los embriones de pollo inoculados mueren entre 4-6 dias®.

El tratamiento de eleccion, aunque caro, es una combinacion oral
de rifampicina (5 mg/kg cada 12 horas o 10 mg/kg cada 24) y eritro-
micina durante 4 a 10 semanas. Sin embargo, en los potros gravemen-
te afectados puede no ser efectivo. La respuesta a la terapia puede ser
evaluada radiograficamente. La terapia de apoyo incluye rehidratacion
y el uso de agentes broncodilatadores o expectorantes.

La condicion de patégeno intracelular confiere a R. equi unas
caracteristicas especiales respecto a los estudios de sensibilidad y la
eleccion del tratamiento antibidtico. En este caso, la sensibilidad in
vitro, no siempre se correlaciona con la eficacia in vivo. Por otra par-
te, el éxito del tratamiento depende de la utilizacion de antibidticos
que puedan penetrar en los macréfagos y neutrofilos y ser activos en
un medio en donde el organismo sobrevive y existen concentracio-
nes de oxigeno bajas y un pH acido®.

Los tratamientos combinados pueden mostrar mayor eficacia y
evitan la seleccion de mutantes resistentes. Dada la frecuencia de
bacteriemia y la posible diseminacion de R. equi por el organismo,
se ha sugerido que todas las pautas de tratamiento en medicina hu-
mana incluyan un antibiético con buena penetracion en el sistema
nervioso central®.

Se pueden utilizar test de aglutinacion e inmunodifusién (con
antigeno y antisuero positivo control) para el diagndstico en ani-
males sospechosos mediante la deteccion de anticuerpos. En suero
de potrillos infectados, también para la evaluacion semicuantitativa
de la respuesta inmune en animales vacunados o en potrillos recién
nacidos cuyas madres hayan sido vacunadas durante la prefiez. Las
medidas de control incluyen la observacion clinica periodica de los
potros hasta los 4 meses de edad, sobre todo en aquellas granjas
donde haya tenido lugar la enfermedad. Es deseable la prevencion
de la concentracion de R. equi en el ambiente, retirando el estiércol
de los pastos a intervalos regulares y trasladando a los potros y sus
yeguas a pastos frescos. También debe minimizarse las condiciones
polvorientas de los corrales y cercados”?.

Se ha asegurado que el suero hiperinmune de la yegua, administra-
do al potro en la primera semana de vida, seguida de otra administra-

cion 30 dias después, reduce la prevalencia de la enfermedad. El suero
debe contener entre 1 y 2,2 gramos % de gammaglobulinas y 6,5 a 8,5
gramos % de proteinas totales. Se puede almacenar en bolsas estéri-
les de 500-1.000 ml utilizando citrato como anticoagulante y fosfatos
como estabilizador y mantener congelado a —20°C. Las dosis pueden
oscilar entre 0,5 y 2 litros segtin la gravedad del caso. Existen algunas
vacunas en el mercado; en Argentina se produce Rhodovac®), aunque
su empleo no esta extendido. Algunos ensayos realizados no han po-
dido demostrar la proteccion de potros infectados experimentalmente.
El potro no adquiere la inmunidad hasta unas tres semanas después de
la administracion de la vacuna y la infeccion suele aparecer antes de
este periodo de tiempo. La vacunacion en yeguas prefiadas se realiza
45 y 15 dias antes del la fecha del parto®.

Las vacunas autdgenas pueden ser mas beneficiosas que las comer-
ciales. Se han descrito reacciones locales y abscesos en el punto de ino-
culacion y no deben utilizarse en individuos con enfermedad clinica’.

Descripcion de un brote

A continuacion se describe resumidamente un brote ocurrido en
la Yeguada Militar de Jerez en el afio 1999. Afios antes se habian
dado algunos casos no bien documentados.

Los potros afectados presentaban un estado de astenia y andar
erratico que los retrasaba siempre del grupo. La época de presenta-
cion del cuadro clinico coincidio con los meses de julio y agosto en
un afio especialmente seco. En estas condiciones los animales inha-
laban una gran cantidad de polvo en los movimientos de la manada.
Se debe tener en cuenta que se trata de un germen telirico muy
resistente a la desecacion y a la luz solar.

También se present6 un cuadro pirético de en torno a 40°C con
anorexia y decaimiento general. La destilacion nasal se hacia frecuen-
te conforme avanzaba el cuadro y era amarilla y espesa. A la ausculta-
cion presentaban roncus y sibilancias, mas acentuadas en los 16bulos
apicales pulmonares. La presencia de tos alcanzaba el 75%.

Hallazgos de necropsia

Abscesos pulmonares con tamafios que oscilaban entre 1 y 8 cm
(Fig. 5). El pus era muy espeso y amarillento (Fig. 6). Los 16bulos

Figura 5. Nodulos granulomatosos en el pulmon de un potro.
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Figura 6. Pulmon de un potro muerto durante el brote.

apicales eran siempre los mas afectados aunque los abscesos se re-
partian por todo el parénquima pulmonar. En ocasiones encontra-
mos también abscesos en los ganglios mesentéricos y mediastinicos
(Fig. 7). La presencia de ascitis era baja. Las asas intestinales tenian
un aspecto palido, asi como las mucosas.

Epidemiologia

Afectd con mayor incidencia a los potros de pura raza arabe
(PRa) con respecto a los potros de pura raza espaiiola (PRe). De 30
potros nacidos ese afio de PRa se infectaron 20 y murieron, estando
en tratamiento, 12. En potros de PRe, sobre un total de 70 murieron
2 en el curso del tratamiento. Esta mayor incidencia en los PRa se
achac6 a su mayor grado de homocigosis,

Diagnostico

El cuadro clinico descrito, los hallazgos de necropsia y la falta de
respuesta a las combinaciones antibiodticas habituales, indujo a tomar
una muestra por lavado bronco-alveolar en un paciente con cuadro cli-
nico agudo, para su remision al Servicio de Microbiologia del CEMIL-
VET. También se recogié una muestra mediante hisopado lesional du-
rante una necropsia. El resultado laboratorial fue concluyente: R. equi.

Se considerd la posibilidad de realizar placas de torax para el
diagnostico en vivo pero el equipo no era adecuado. La sonda li-
neal de 5 MHz fue insuficiente para detectar los abscesos pulmo-
nares.
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Figura 7. Afectacion de ganglios mesentéricos.

Tratamiento

El tratamiento seguido fue el de eleccion, consistente en una
combinacion de rifampicina y eritromicina®. Las dosis y pauta re-
comendada son de 25 a 30 mg/kg cada 6 horas para la eritromicina
y de 5 a 10 mg/kg de rifampicina cada 12 horas. Debido a las
dificultades de manejo y falta de personal, la pauta seguida fue
de 30 mg/kg de eritromicina y 10 mg/kg de rifampicina cada 12
horas. Se ha estimado que la rifampicina usada en solitario puede
causar resistencia y es frecuente que aumente el cuadro pirético
con su uso. En algunos casos se apoyo la terapia respiratoria con
clembuterol.

En general, Rhodococcus equi es sensible in vitro a ciprofloxa-
cino, vancomicina, eritromicina y rifampicina. Presenta variabilidad
a gentamicina, tobramicina, amikacina, clindamicina, tetraciclinas y
cloranfenicol. Y es resistente a penicilinas y cefalosporinas.

Prevencion y control

Estudiando retrospectivamente el caso nos dimos cuenta que los
potros mas afectados, a parte de la raza, tenian en comun ser los
ultimos en nacer (en torno al mes de abril-mayo), de un afio con es-
caso pasto por la fuerte sequia. En consecuencia se decidié terminar
las cubriciones un mes antes, en especial en aquellos afios que se
presentaban muy secos.

MATERIAL Y METODO

Con el germen aislado, el Servicio de Microbiologia del CE-
MILVET prepar6 una autovacuna tipo bacterina (Fig. 8). El afio
siguiente se vacunaron las yeguas madres estableciéndose una pri-
moinmunidad con 15 dias de intervalo entre dosis en los dos ultimos
meses de gestacion'®!!.



Produccién de una bacterina para inmunizacion de otros frente a Rhodococcus equi

Figura 8. Cultivos en superficie de la cepa de Rh. equi aislada para
preparacion del antigeno.

Se seleccionaron 6 yeguas de PRe a las que se hiperinmunizé
con 6 dosis de bacterina separadas 2 semanas-2 semanas-3 sema-
nas-3 semanas-3 semanas. Estas yeguas, a los 15 dias de la ultima
vacunacion, se utilizaron para la extraccion de plasma hiperinmune,
que se congeld en dosis de un litro!>13.

Al afo siguiente se tomo control de temperatura a los potros de
PRa con edades comprendidas entre los dos y los tres meses, trans-
fundiendo plasma a aquellos que presentaban temperatura superior a
39°C con cuadro sospechoso de enfermedad. Solo se trataron 5 potros
y el resultado fue satisfactorio en 4 de ellos. El resto del plasma se
utiliz6 en transfusiones a potros que dieron a los 5 dias de vida, por la
prueba del glutaraldehido, tasa de IgG inferiores a 800 mg/dL.

Esta prueba semicuantitativa se realiza con el objeto de determinar
el estado inmunolodgico de los potros y evaluar cual ha sido la cantidad
de calostro que mamaron en las primeras 24 horas de vida, siendo esta
la tnica fuente de defensas que puede adquirir el potro, ya que nace
sin ningun tipo de anticuerpos (agammaglobulinémico). Se basa en la
coagulacion de las inmunoglobulinas por el glutaraldehido. La técnica
consiste en colocar un tubo de ensayo 0,5 ml de suero y agregar una
gota del reactivo. Se debe agitar y luego observar la gelificacion cada
10 minutos durante una hora. Cuando se produce un gel solido y firme
la reaccion es positiva. Cuando la gelificacion es incompleta la reac-
cion es dudosa, y si no se produce aquella es negativa.

Los valores normales para un estado inmunitario adecuado en
los potros, deben alcanzar los 10 mg/ml de IgG, tomandose como
minimo aceptable el valor de 8 mg/ml. Para ello la gelificacion se
debe de producir en los 30 y 40 minutos de iniciada la reaccion.

Desde entonces se continua con la pauta de vacunacion de ma-
dres gestantes y potros de riesgo con dos meses de vida.

Preparacion de la bacterina

A partir de la cepa aislada en el referido brote y tras pase por
embrion de pollo, se elabord una bacterina (Fig. 9) mediante inac-
tivacion por calor y formaldehido a baja concentracion y a la que
se afiadié un 1% de hidroxido de aluminio al 2,5%. La concentra-
cidén de microorganismos por ml se estim6 en 1,5 x 10° aprox., por

Figura 9. Viales de 10 ml con suspension inactivada de R. equi.

método turbimétrico. Se realizaron las correspondientes pruebas de
inactivacion e inocuidad.

La cepa de R. equi aislada ha quedado depositada en la Colec-
cion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT).

Pautas de vacunacion

— Potros: A partir de las 4-6 semanas de edad: 1.* inoculacion
2 ml. SC. 2% inoculacion 3 ml. SC, dos semanas después de la an-
terior.

— Yeguas 1.% inoculacion 4 ml. SC. 2.* inoculacion 6 ml. SC. 2-4 se-
manas después de la anterior, en los dos ultimos meses de gestacion.

DISCUSION

La respuesta inmunitaria frente a patdogenos intracelulares fa-
cultativos es a menudo insuficiente; la respuesta inmunomediada
por células no esta totalmente aclarada en la actualidad (casi todo
el conocimiento sobre estos hechos se han desarrollado en rato-
nes), y se centran en la propia actividad fagocitica, el complemen-
to C5, el mecanismo de actuacion de los linfocitos T mediante la
secrecion de citoquinas, la citotoxicidad directa y la respuesta de
células NK.

Es dificil producir vacunas para promover el tipo celular de in-
munidad que se piensa es especialmente importante en esta infec-
cion.

La escasa respuesta inmune humoral en los potros frente a
Rhodococcus equi , probablemente por falta de maduracion de su
inmunidad celular'# y también por una especial sensibilidad del te-
jido pulmonar a la presencia del patdgeno, plantea la necesidad de
hiperinmunizar a las yeguas madres para que el calostro pueda pro-
teger especificamente al recién nacido frente al contacto inicial con
la bacteria durante los primeros dias de vida's.

Se debe recordar que las inmunoglobulinas desaparecen del ca-
lostro a las 24-36 horas tras el parto, que la accion de mamar esti-
mula la secrecion de algunas de ellas, y que el intestino del neonato
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solamente es permeable a las proteinas grandes practicamente du-
rante ese mismo tiempo.

La utilizacion de cultivos integrales del patdgeno inactivado por
calor y formalina y absorbidos en alumbre se viene realizando en algu-
nos paises, aunque principalmente para la inmunizacion de las yeguas
prefiadas (45 y 15 dias antes del parto), con el fin de conferir inmunidad
pasiva a los potrillos por via calostral. Suele administrase 1 ml SC.

Para mejorar los resultados se ha preconizado, en algunas bacterinas,
inyectar levamisol por su actividad estimuladora de la respuesta inmune.

CONCLUSIONES

En la utilizacion con fines inmunizantes de suspensiones de gér-
menes inactivados es muy conveniente emplear la cepa o variedad
que ha causado brotes de la enfermedad en una determinada explo-
tacion, ello es particularmente importante cuando de trata de gérme-
nes de extraordinaria ubicuidad.

El empleo de gérmenes vivos atenuados en aerosoles aunque
puede ser eficaz se considera peligroso. En nuestro caso, el empleo
de bacterinas autdgenas preparadas a partir de material infectado
nos ha dado resultado satisfactorio a lo largo de mas de diez afios de
su empleo preventivo en las distintas yeguadas militares.

Segun nuestra experiencia, la potenciacion de la inmunidad pasiva
calostral a través de la vacunacion de las yeguas gestantes en los dos ulti-
mos meses previos al parto, y la aplicacion en potrillos de una bacterina a
partir de una cepa autoctona, es una manera eficaz y razonable de preve-
nir la presencia de esta enfermedad en los establecimientos de cria.

La aplicaciéon del producto no ha provocado efectos adversos
locales ni sistémicos. No se ha dado ningtin caso de neumonia en los
potrillos durante este tiempo.
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