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RESUMEN

Leptospira spp. y Rhodococcus equi, son bacterias que afectan a los caballos,
principalmente en forma subclinica, pero son relevantes de detectar debido al potencial
zoonotico. Este estudio tuvo como objetivo analizar histopatolégicamente y detectar
mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) la presencia de
Leptospira spp. y Rhodococcus equi en 6érganos de caballos. Se analizaron tejidos de
rinon, higado, pulmon e intestino, pertenecientes a 18 caballos, con tinciones
Hematoxilina-Eosina (H-E), Stainer-Stain (S-S), y Ziehl-Neelsen (Z-N). Ademas, se utilizd
gPCR para identificar a los agentes. Se observaron lesiones sugerentes a Leptospira spp.
con H-E en 14 tejidos, y en 1 se observaron espiroquetas con S-S, sin embargo, ninguno
presentd positividad al gPCR. Por otro lado, con H-E se observaron 19 tejidos con
lesiones sugerentes a Rhodococcus equi, en 3 tejidos se observaron las bacterias
intracelulares acido alcohol resistentes con Z-N y 4 fueron positivos a gPCR. Se aplico la
prueba de exacta de Fisher para relacionar los resultados. No existe asociacion entre las
lesiones histopatologicas con tincion H-E, ni de Leptospira spp., ni de Rhodococcus equi,
con el gPCR. Tampoco existidé asociacion entre la positividad con tincion S-S y el qPCR,
pero si lo hubo entre la tincién a Z-N y qPCR, con un p valor = 0,0351. Estos resultados
permiten aceptar la hipétesis de forma parcial, ya que se pudo comprobar la presencia
de Rhodococcus equi mediante histopatologia y gPCR. Sin embargo, Leptospira spp. no
fue detectada mediante gPCR, a pesar de la presencia de lesiones sugerentes en la

histopatologia.

Palabras clave: Leptospira spp., Rhodococcus equi, caballos, histopatologia, gPCR.



ABSTRACT

Leptospira spp. and Rhodococcus equi are bacteria that affect horses, mainly in a
subclinical form, but are important to detect due to their zoonotic potential. This study
aimed to perform histopathological analysis and detect the presence of Leptospira spp.
and Rhodococcus equi in horse organs using real-time polymerase chain reaction
(qPCR). Kidney, liver, lung, and intestinal tissues, from 18 horses, were analyzed using
Hematoxylin-Eosin  (H-E), Steiner-Stain (S-S), and Ziehl-Neelsen (Z-N) stains.
Additionally, gPCR was used to identify the agents. Lesions suggestive of Leptospira spp.
were observed with H-E in 14 tissues, and spirochetes were detected with S-S in 1 tissue;
however, none tested positive by gqPCR. On the other hand, 19 tissues showed lesions
suggestive of Rhodococcus equi with H-E, intracellular acid-fast bacteria were observed
with Z-N in 3 tissues, and 4 samples were positive by gPCR. Fisher’s exact test was
applied to correlate the results. No association was found between histopathological
lesions detected with H-E staining, either for Leptospira spp. or Rhodococcus equi, and
gPCR results. No association was found between S-S staining and gPCR either, but there
was an association between Z-N staining and qPCR, with a p-value = 0.0351. These
results allow partial acceptance of the hypothesis, since the presence of Rhodococcus
equi could be confirmed by both histopathology and gqPCR. However, Leptospira spp. was
not detected by gPCR despite the presence of suggestive lesions in the histopathological

analysis.

Key words: Leptospira spp., Rhodococcus equi, horses, histopathology, gPCR.
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1. INTRODUCCION

1.1. Aspectos histoéricos del caballo y su relaciéon con los humanos
Los humanos y los caballos (Equus ferus caballus) han tenido una relacidn muy cercana

desde hace miles de afos, comenzando por su domesticacion por parte de las tribus
aledanas al Mar Caspio entre Europa y Asia, lo cual fue clave para la progresién humana.
Posteriormente los conquistadores espafnoles introdujeron el caballo al continente
americano, contribuyendo asi, al desarrollo de sociedades mas complejas (Hartley,
1985). Por otra parte, una serie de enfermedades infecciosas han estado presentes en la
historia evolutiva de los caballos, tales como: Anemia Infecciosa Equina, Rabia, Influenza
Equina, Tétano, Salmonelosis, Leptospirosis, entre muchas otras. Algunas de las
mencionadas anteriormente, son enfermedades transmisibles al ser humano (Dominguez
et al., 2016; Sack et al., 2020; Sing, 2015). Estas se han convertido en el tiempo, en un
problema importante de salud publica, dado que actualmente millones de personas tienen
contacto con los caballos por diferentes motivos, ya sea recreativo, deporte, trabajo,
transporte, alimento, entre otras razones. Se ha estimado que alrededor del 7% de la
poblacién realiza algun deporte a caballo al menos una vez al afio, siendo estos deportes

mas populares que la pesca, el cricket o el rugby (Sing 2015).

1.2. Relevancia de las zoonosis transmitidas por caballos en la salud publica
Las zoonosis son enfermedades infecciosas originadas por microorganismos como

bacterias, virus, hongos o protozoos, que son transmitidos desde los animales
vertebrados hacia el ser humano (Chomel, 2009). La transmision de estos patégenos se
puede ver influenciada por diferentes factores como el cambio climatico, la migracion,
vectores bioldgicos, entre otros (Rahman, 2020). Se han identificado 56 patdgenos que
pueden transmitirse desde los caballos hacia los humanos, siendo casi la mitad de éstos,
un 46,4%, de origen bacteriano mientras que un 28,6% son de origen viral. Las principales
formas de transmisién de éstos patdgenos son por via oral, via respiratoria o por

exposicion cutanea (Sack et al., 2020). Estos microorganismos pueden causar



importantes cuadros gastrointestinales, nerviosos o sistémicos que pueden terminar
incluso con la muerte del caballo o del humano (Muscatello, 2012; Sack et al., 2020; Sing,
2015). No obstante, muchos de los profesionales de la salud publica no estan en
conocimiento de las enfermedades zoondticas transmitidas por los caballos. Es asi como
en el ano 2013, en Canada, se realiz6 una encuesta, en donde mas de dos tercios de los
encuestados respondid que los caballos no eran relevantes para la salud publica
(Snedeker et al., 2013). Afortunadamente las enfermedades que pueden transmitirse de
caballos a humanos son menos en comparacion a las de otros vertebrados, sin embargo,
debido a la cercania que hay entre estas dos especies, por los motivos ya mencionados,
la exposicion a ciertas enfermedades de los caballos puede ser mas probable que en el

caso de otros animales (Sing, 2015).

1.3. Enfermedades zoondticas en caballos de etiologia bacteriana

Muchas enfermedades de los animales son causadas por bacterias debido a su amplia
presencia en los organismos vivos, componiendo la denominada microbiota (Wang et al.,
2024). Por ejemplo, Salmonella spp. es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae,
que forma parte de la microbiota del caballo y de otros animales (Nachon y Bosisio, 2005).
Tiene forma de bacilo y Gram negativa, lo que se debe a la presencia de lipopolisacaridos
en su membrana externa. No forma esporas y es anaerobia facultativa, lo que significa
que puede desarrollarse tanto en ambientes con oxigeno como en su ausencia (Majak et
al., 2018). Esta bacteria es relevante para la salud humana ya que cuenta con una
distribucion a nivel mundial, y se transmite a las personas por ingesta de alimentos
contaminados y por contacto con animales infectados, causando sintomas entéricos
como diarrea. La facilidad de su transmision y su amplia distribucion la hace una de las
enfermedades zoonéticas mas reportadas (European Centre for Disease Prevention and
Control, 2022).

Otro ejemplo es Clostridium tetani, agente etiolégico del tétano, la cual, segun Nachon y
Bosisio (2005) “C. tetani es un habitante normal del tracto gastrointestinal del equino y se
encuentra en los suelos y las heces.” (p. 21). Esta es una bacteria Gram positiva, con
morfologia de bacilo y anaerdbica, lo que significa que requiere de condiciones sin
oxigeno. Se encuentra en animales infectados y comunmente en la tierra, esto gracias a

su capacidad para formar esporas, lo que le permite permanecer inactiva en el ambiente.
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La mayoria de los animales pueden contraer tétano, incluyendo a los humanos (Popoff,
2020). Esta enfermedad es grave ya que puede causar la muerte al individuo debido a la
paralisis de la musculatura respiratoria (Uzal et al., 2022).

Existen otras enfermedades zoondticas en caballos originadas por bacterias que se
encuentran ampliamente distribuidas en el ambiente como la leptospirosis y la

rhodococcosis.

1.3.1. Leptospirosis

La leptospirosis es una enfermedad que puede afectar a la gran mayoria de los
vertebrados y es producida por la bacteria del género Leptospira spp., espiroqueta,
aerobia obligada. La bacteria esta presente en cuerpos de agua superficiales y en
sectores donde haya orinado un animal infectado (Nachon y Bosisio, 2005). El género de
Leptospira se divide en tres grupos de acuerdo a su patogenicidad, de las cuales siete
especies son saprofitas (L. biflexa, L. wolbachii, L. meyeri, L. vanthielii, L. terpstrae, L.
yanagawae y L. idonii), cinco especies son patdégenas intermedias (L. inadai, L. wolffii, L.
licerasiae, L. fainei y L. broomii) y nueve especies son patdgenas (L. kmetyi, L.
borgpetersenii, L. santarosai, L. interrogans, L. kirschneri, L. weilii, L. alexanderi, L.
noguchii y L. alstoni) (Torres et al., 2016). De este ultimo grupo se describen hasta 250
serovares distintos capaces de infectar animales, incluyendo a humanos, ocasionando
desde cuadros sublcinicos hasta cuadros severos o incluso la muerte (Lehmann et al.,
2014). Segun Bonhomme y Werts (2022), Leptospira interrogans seria la especie

responsable de los casos de leptospirosis mas severos (p. 2).

En cuanto a su estructura, las bacterias del género Leptospira presentan una
composicién atipica de la pared celular. Nombrando desde lo mas interno hasta lo mas
externo, posee una membrana citoplasmatica interna compuesta por fosfolipidos,
seguido de una capa de peptidoglicano. Dichas capas estan mucho mas préximas entre
si que en otras bacterias, o que genera debate entre los distintos autores, si es 0 no una
bacteria Gram negativa, ya que algunos no la clasifican como tal, debido a su poca
afinidad a la tincion Gram (Arent et al., 2022; Bonhomme y Werts, 2022; Haake, 2000).
Sobre la capa de peptidoglicano presenta dos endoflagelos en el periplasma, los cuales

proveen de movilidad a la bacteria. Sobre el periplasma cuenta con una membrana



externa con lipopolisacaridos (LPS), los cuales seran detectados como antigenos por el

sistema inmune del hospedero (Bonhomme y Werts, 2022).

La bacteria ingresa a través de heridas o mucosas, al tener contacto con cuerpos de agua
u orina infectada, ayudandose del movimiento de los endoflagelos y de la enzima
hialuronidasa, la cual le permite degradar el acido hialurénico presente en la matriz
extracelular. En caso de potrillos, pueden infectarse a través de la madre via
transplacentaria (Lehmann et al., 2014). Leptospira spp. llega a circulacién sanguinea,
denominada como fase de bacteremia, la cual dura alrededor de una semana, periodo
en donde pueden o no presentarse cuadros febriles. En esta fase se dana el endotelio
vascular ocasionando isquemia en multiples 6rganos, generando una vasculitis sistémica,
y en casos mas severos causa necrosis debido a la falta de irrigacion sanguinea de los
tejidos. Luego, se producen anticuerpos y el sistema inmune ataca a la bacteria presente
en la sangre, y se aloja en tejidos varios como higado, bazo, ojo, glandula mamaria y
organos génito-urinarios, pero, sobre todo en rifiones. En rifiones causa inflamacion,
necrosis tubular, nefritis y como consecuencia, hay hematuria (Adler y De la Pefia, 2010;
Lehmann et al., 2014; Sellon y Long, 2013).

La presentacién de la enfermedad puede darse con signos inespecificos como fiebre,
letargia y anorexia, o también, en cuadros mas severos hay uveitis recurrente, falla renal
aguda, abortos, placentitis, ictericia, anemia hemolitica, hematuria intermitente, entre
otros. Ya que la gravedad de la leptospirosis depende de varios factores, puede que no
se evidencien signos agudos y que soélo se detecten las secuelas. Por ejemplo, la uveitis,
que se suele detectar en caballos meses después de la fase de bacteremia (Fagre et al.,
2020). La leptospirosis en humanos suele ser asintomatica, sin embargo, existe la
probabilidad de presentarse como forma ictérica, la cual tiene un prondstico mas

reservado (Romero y Falconar, 2016).

Los hallazgos de necropsia en caballos son principalmente ictericia generalizada y
petequias en diferentes érganos. En histopatologia se puede observar en higado una
disrupcion de los cordones hepaticos, debido al dafio ocasionado al tejido, colestasis
intrahepatica, hipertrofia e hiperplasia de las células de Kupffer. En rifiones se observa

glomerulonefritis y nefritis tubulointersticial con intenso infiltrado inflamatorio neutrofilico



y con presencia de monocitos. También se observa vasculitis generalizada con presencia
de infiltrado inflamatorio monocitico, histiocitico y neutrofilico. Ademas de puede observar
focos de hemorragia pulmonar y miocarditis. Se describe el uso de tincidon de plata y
Hematoxilina y Eosina (H-E) para detectar la presencia de la bacteria en tejido (Agudelo
et al., 2013; Nachon y Bosisio, 2005; Naseema et al., 2017; Sellon y Long 2013, Yadeta
et al., 2016; Yan et al., 2010). Otros métodos de diagndstico son la prueba de MAT (Test
de Macro Aglutinacion), test de ELISA (Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas)
y gPCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real). Para este ultimo método
mencionado se describe el uso de primers directo e inverso basado en la secuencia de
la lipoproteina de membrana LipL32, esto debido a que es la proteina de mayor presencia
en la superficie de la membrana y, ademas, es especifica de la forma patéogena de

Leptospira spp. (Adler y De La Pefa, 2010).

En cuanto al tratamiento, Wuthiekanun, et al. (2015) realizaron un estudio con
antibiograma para ver la susceptibilidad de Leptospira spp. a diferentes antimicrobianos.
Como resultado, se determind que la bacteria es sensible a la doxiciclina, amoxicilina,
ceftriaxona y azitromicina. Ademas de terapia antibiotica, se describe uso de fluidoterapia
debido a la falla renal aguda en los caballos y puede ser acompafada con diuréticos

como la furosemida (Divers et al., 2019).

Para prevenir la leptospirosis es de suma importancia la vacunacion, ya que se encuentra
ampliamente distribuida en el ambiente al ser una bacteria presente en el agua y que,
ademas es diseminada por la orina de animales reservorios como los ratones. También
es importante evitar la ingesta de fuentes de agua estancada, debido a que es el ambiente
ideal de Leptospira spp. En caso de haber un caballo positivo debe ser aislado ya que al
eliminar la bacteria por la orina puede transmitirse facilmente a otros animales (Nachon
y Bosisio, 2005).

1.3.2. Rhodococcosis

Rhodococcosis es la enfermedad causada por la bacteria cocobacilo Rhodococcus equi,
Gram positiva, es decir que se tifie con la tincion de Gram dado a que no presenta una
membrana externa. Es aerobia y se encuentra en el ambiente, generalmente en tierra

enriquecida con restos de heces. Es intracelular facultativa (Madarame et al., 1996), por
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lo que si tiene la oportunidad se hospedara y replicara al interior de las células donde
utiliza el plasmido virulento linear pVapN (Vap es una proteina altamente inmunogénica y
lipomodificada asociada a la virulencia) (Lohse et al., 2019; Vazquez-Boland et al., 2013).
Esta enfermedad puede presentarse en los animales y en humanos, pero principalmente
se observa en potrillos de hasta 6 meses de edad aproximadamente. Los casos de
rhodococcosis en humanos se han reportado en aquellos que cursan con enfermedades
inmunodepresoras como el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) o en aquellos
que estén en tratamiento con farmacos que puedan causar un efecto similar, como los

corticoides (Stranahan et al., 2018).

Rhodococcus equi puede transmitirse via digestiva, ocasionando enteritis ulcerativa, sin
embargo, esta no es la principal presentacion clinica. La via de transmision en los potrillos
mas comun es la inhalatoria, al aspirar particulas con el agente (Muscatello, 2012),
ocasionando asi la principal manifestacion de esta enfermedad en potrillos, la neumonia
piogranulomatosa (Sellon y Long, 2013). Al llegar la bacteria a la via sanguinea se
disemina a distintos 6érganos donde forma piogranulomas. En el tejido la bacteria es
fagocitada por los macréfagos. En el interior, Rhodococcus equi evita la unién del
fagosoma con el lisosoma, evitando asi su degradacion, causando posteriormente la
muerte celular a causa de una necrosis licuefactiva, dando origen a la formacion de
abscesos. Ademas, en respuesta a la infeccion, muchas células inmunes llegan al lugar
generando el caracteristico piogranuloma (Lin et al., 2019). Debido a este mismo
mecanismo se da origen a la malacoplaquia, la cual es una condicién inflamatoria crénica
que se caracteriza por la formacion de placas de macrofagos con cuerpos de inclusion
basofilicos, llamados cuerpos de Michaelis-Gutmann, que se observan comiunmente en

pulmones y en intestino (Yamshchikov et al., 2010).

Los principales signos observados en los potrillos con rhodococcosis son fiebre, tos,
taquicardia, y ruidos respiratorios tanto en traquea como en pulmén. En la forma digestiva
se presenta diarrea, cdlico y disminucién de la condicion corporal debido a la falta de

absorcion de nutrientes (Pal et al., 2023).

En la necropsia de caballos infectados por Rhodococcus equi se describe presencia de

abscesos en pulmones, higado, en médula 6sea y linfonddulos mesentéricos caseosos.



También se describen placas granulomatosas o llamadas malacoplaquia, en pulmones y
en intestino. En la mucosa entérica se pueden observar ulceras circulares. En hallazgos
histopatol6gicos se observan necrosis e infiltrado inflamatorio neutrofilico e histiocitico
(Paredes et al., 2000). Para la tincion de la bacteria se utiliza Ziehl-Neelsen (Z-N), ya que
es una bacteria levemente acido alcohol resistente. Debido a esto, se recomienda el uso
de la tincion modificada, donde se reemplaza el alcohol acido por acido sulfurico en una
concentracion de 0,5 a 1% para una mayor decoloracion de la bacteria (Garcia, 2013).
Con esta tincion se observa la bacteria de un color rojizo o rosaceo. Otro método de
diagndstico es el PCR utilizando primers directo e inverso, basados en la secuencia del
Vap (Lohse et al., 2019).

Con el paso de los afios Rhodococcus equi ha presentado resistencia antimicrobiana a
una gran variedad de farmacos. No obstante, actualmente se recomienda el uso de
rifampicina acompanada de eritromicina o azitromicina como una de las terapias, y
también doxiciclina sola o acompanada de azitromicina. El uso de tulatromicina también

esta descrito (Rakowska et al., 2020).

Como medida preventiva se recomienda la aplicacion de vacunas como Rhodovac, la
cual no se encuentra en Chile, pero puede ser importada desde Argentina con una
solicitud especial por medio de la Federacion de Criadores de Caballos FSC (Federacién
de Caballos de Raza Chilena, 2022).

1.4. Importancia de la deteccién de Leptospira spp. y Rhodococcus equi

Ambas bacterias se encuentran ampliamente distribuidas en el ambiente y tienen la
capacidad de causar enfermedad en caballos y en seres humanos (Nachon y Bosisio,
2005; Sellon y Long, 2013). Ademas, existe la posibilidad de coinfeccion de Leptospira
spp. con Rhodococcus equi, en conjunto con otras bacterias, generando graves

consecuencias en la salud como abortos, sepsis o muerte (Trevisan et al., 2014).

Es relevante el estudio de Leptospira spp. ya que los caballos pueden actuar como
reservorios sin presentar signologia, la cual es una de las razones por la que la
enfermedad es poco diagnosticada en caballos (Diaz et al., 2023; Verma et al., 2013),
haciendo que el potencial de transmisién entre especies y al ser humano sea mayor. La
caracterizacion histopatologica de las lesiones posiblemente causadas por este agente y
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ademas su deteccion mediante PCR son de utilidad, considerando que es
subdiagnosticada y se encuentra presente en todo el mundo (Trimble et al., 2018). En
Chile se han reportado caballos con una seroprevalencia, diagnosticada con técnica MAT,
de entre 23% y 65% (Azo6car-Aedo, 2023), y en la Region de Los Lagos se detectd una
seroprevalencia de Leptospira patdogena de 68% (Moreno et al., 2024). Esto indica que la
bacteria esta presente en el pais, y es necesario establecer si ademas existe infeccion

en estos animales para tomar medidas preventivas.

La deteccién de Rhodococcus equi es importante ya que afecta principalmente a potrillos
causando la muerte en la mayoria de las ocasiones y puede estar presente en caballos
adultos quienes eliminan el agente al ambiente, presentando o no signologia clinica
(Nachon y Bosisio, 2005; Sellon y Long, 2013), lo que se traduce a problemas
reproductivos y pérdidas econdmicas. En Chile se han detectado casos de rhodococcosis
en caballos (Lohse et al., 2019; Marquez, 2006; Miranda, 2003; Paredes et al., 2000;
Zuiiga et al, 2023), por lo que es importante poder contribuir con informacion sobre las
lesiones ocasionadas en los tejidos observadas mediante histopatologia y ademas su
confirmacion mediante qPCR. Cabe mencionar, que segun el Servicio Agricola y
Ganadero (SAG), es una Enfermedad de Denuncia Obligatoria (EDO) presente en Chile
con presentacion periddica (SAG, 2019; SAG, 2022).

La investigacion de las enfermedades en caballos es de suma importancia, tanto para la
salud animal como para la salud humana. Esto debido a que, como se ha mencionado
anteriormente, muchas enfermedades pueden tener graves consecuencias para la salud
de los caballos, y también son zoondticas, causando cuadros clinicos en las personas
(Levings, 2012; Sack, 2020). El estudio de los diferentes agentes etioldgicos, su
patogenia (o la forma en la que desarrollan la enfermedad en el organismo), cémo se
transmiten, su prevencion, entre otros factores, es fundamental para desarrollar nuevas

estrategias preventivas y minimizar los riesgos de contagio (Skowron et al., 2023).

En esta oportunidad se ha decidido estudiar Leptospira spp. y Rhodococcus equi, con
técnicas histopatolégicas como tinciones y moleculares como qPCR, con el fin de
enriquecer la informacién disponible, contribuyendo asi a la proteccién de los caballos vy,

a su vez, se previene su propagacion a las personas especialmente a aquellas que



trabajan estrechamente con estos animales. Todo lo anterior se relaciona con el actual
enfoque de “One Health”, adoptado a nivel mundial por las ciencias de la salud animal y

humana.



2. HIPOTESIS

Los 6rganos de caballos ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagndstico de la
Universidad San Sebastian Sede de La Patagonia, entre el ano 2011 y mayo de 2025,
analizados mediante histopatologia y sometidos a deteccion con reaccion de la
polimerasa en cadena en tiempo real, de Leptospira spp. y Rhodococcus equi,

comprueban la presencia de estos patdgenos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Analizar histopatolégicamente y detectar mediante reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real la presencia de Leptospira spp. y Rhodococcus equi en 6rganos de
caballos ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagnostico de la Universidad San

Sebastian Sede de La Patagonia entre el afio 2011 hasta mayo de 2025.

3.2. Objetivos especificos

1) Identificar histopatolégicamente lesiones sugerentes de Leptospira spp. mediante
tincion de plata y Hematoxilina-Eosina, y para Rhodococcus equi mediante tincién Ziehl-
Neelsen y Hematoxilina-Eosina, en érganos de caballos ingresados a la Unidad de

Morfologia y Diagnéstico.

2) Caracterizar histopatolégicamente lesiones sugerentes de Leptospira spp. y de
Rhodococcus equi mediante un histoscore, en 6rganos de caballos ingresados a la

Unidad de Morfologia y Diagndstico.

3) Detectar mediante reaccidén en cadena de la polimerasa en tiempo real, la presencia
de Leptospira spp. y Rhodococcus equi, en 6rganos de caballos ingresados a la Unidad

de Morfologia y Diagnéstico.

4) Asociar la presencia o ausencia de lesiones sugerentes a Leptospira spp y a
Rhodococcus equi identificadas histopatolégicamente, con la positividad o negatividad a
la técnica qPCR, en d6rganos de caballos ingresados a la Unidad de Morfologia y
Diagnostico.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Tipo de estudio

El estudio realizado fue de tipo descriptivo no experimental, ya que se realizd una
observacion y descripcidn sencilla de las lesiones mediante histopatologia, y posible
presencia de Leptospira spp. y Rhodococcus equi, en organos de caballos sin
intervencion de éstas. Fue de tipo transversal cuantitativo, debido a que se analizaron
muestras de un periodo establecido de tiempo, sin seguimiento de los casos y porque se
determind la prevalencia de los agentes etioldgicos anteriormente mencionados (Fletcher,

2021; Hernandez-Sampieri y Mendoza, 2018).

4.2. Recopilacion de informacion

La informacion de los casos de caballos evaluados provino de libros de registros de
histopatologia y de necropsia, pertenecientes a la Unidad de Morfologia y Diagndéstico de
la Universidad San Sebastian, Sede de La Patagonia, los cuales contaban con
informacion a partir del afno 2011, hasta el afo 2025. El tamafo poblacional que se utilizé
en el presente estudio fue de 18 caballos, considerando todos los casos que estaban

disponibles dentro del periodo establecido, que cumplieron con los criterios de inclusion.

4.3. Criterio de inclusién y exclusion

En el estudio se incluyeron los casos que presentaron al menos uno de los 6rganos de
caballos (Equus ferus caballus) de interés, es decir, higado, rinén, intestino y pulmén,
ingresados hasta mayo de 2025. Se excluyeron todos aquellos casos que no fueron de
interés en el anadlisis de las enfermedades estudiadas, que no incluian los 6rganos

mencionados.

4.4. Recoleccion de muestras y procesamiento de tejido

Los materiales que se utilizaron para procesar el tejido fueron formalina al 10%, cuchillo
para histologia, tabla para cortar, cassettes de plastico, lapiz grafito para rotular, un

procesador de tejidos STP 120 de Myr proveido por Biolmaging Chile, un dispensador de
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parafina AISET YLD2000 proveido por Winkler, una estufa Binder proveida por Arquimed
y portaobjetos (Poveda, 2023).

Se recolectaron los frascos con muestras de dérganos, obtenidos en necropsias de
caballos realizadas entre el afno 2011 hasta el afo 2025, disponibles en la Unidad de

Morfologia y Diagnéstico.

De las muestras en formalina al 10% se seleccionaron y realizaron cortes transversales
y longitudinales, de higado, pulmén, rifidn e intestino, con un cuchillo para histologia. Por
cada organo se seleccionaron 4 cortes, los cuales fueron dispuestos en cuatro
cuadrantes en los cassettes rotulados. De cada uno de los cortes seleccionados se
extrajo una muestra de 10 ym de grosor, representando los cuatro cuadrantes, para la
deteccion con gPCR, las cuales fueron almacenadas en un tubo ependorf con formalina

a 4°C hasta el momento de su analisis.

Para el procesamiento histolégico de rutina, los tejidos formolados fueron lavados en
agua y luego se deshidrataron e impregnaron con parafina con un procesador de tejidos
STP 120. Luego con ayuda de moldes de metal se introdujo parafina desde un
dispensador de parafina AISET YLD2000 y se dejo secar en estufa Binder. Una vez
formado el taco con la muestra, se realizaron cortes de los tacos solidificados por medio
de un micrétomo Leica RM2125. Los cortes fueron dispuestos en agua a 40° - 45°C para
extenderlas y posteriormente fueron recogidos en un portaobjetos (Muena y Vera, 2021;
Poveda, 2023).

4.5. Procedimiento de tinciones

Los materiales que se requirieron para realizar la histopatologia son las laminas obtenidas
con los tejidos procesados anteriormente, y las tinciones especiales. Las tinciones
utilizadas fueron hematoxilina y eosina para tincion H-E, fucsina y azul de metileno las
cuales fueron marca Winkler, para tincién Z-N. Ademas, un kit de tincién de plata Steiner-
Stain Kit de ScyTek.

La lamina obtenida en blanco, fue dispuesta en un portaobjetos, para realizar la tincién
del tejido, con el fin de poder visualizar sus diferentes componentes. Se realizaron
tinciones con Hematoxilina-Eosina (H-E) el cual se aplicé de rutina, Ziehl Neelsen (Z-N)
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para la demostracion de Rhodococcus equi, de acuerdo con la Guia de Analisis Tisular
de la Unidad de Morfologia y Diagndstico vy, tincion de plata Steiner-Stain Kit para

demostracion de Leptospira spp., segun las instrucciones del laboratorio ScyTek (Anexo
1).

Todas las muestras de 6rganos utilizadas fueron tefidas con Hematoxilina y Eosina, pero
solo se tifleron con tincion de plata Steiner-Stain Kit aquellos 6rganos que presentaron
lesiones histopatologicas sugerentes de Leptospira spp. y con Ziehl Neelsen aquellas con

lesiones sugerentes a Rhodococcus equi en el analisis histopatolégico.

La tincion de H-E sirve para diferenciar el citoplasma con el nucleo de las células que
componen un tejido. Para la visualizacion de los nucleos se aplica la tincion de
hematoxilina, la cual se observa de un color violaceo oscuro, mientras que para el
citoplasma se aplica la eosina, la cual deja un tinte rosa. Esta tincion fue util para detectar
alteraciones en el tejido como inflamacién, degeneracién, necrosis, hemorragia. La
tincion se realizé en base a la guia de analisis tisular de Jeraldine Poveda (Poveda, 2023)
(Anexo 2).

Para la observacién de Rhodococcus equi en los tejidos, se utilizé la tincion de Z-N, la
cual es de eleccion para bacterias acido alcohol resistentes, de acuerdo con la guia de
analisis tisular de la tecndloga médico Jeraldine Poveda (Poveda, 2023) (Anexo 3). Como
control positivo para esta tincion, se utilizé un corte de submucosa intestinal con tincion
Z-N de una vaca diagnosticada con paratuberculosis, donde se observan bacterias acido
alcohol resistentes (Zhu et al., 2020) (Anexo 4).

Para la observacion de Leptospira spp. en los tejidos se utilizé Steiner-Stain Kit, la cual
es una tincion de plata para la demostracion de espiroquetas. Como control positivo para
esta tincion, se utilizé un corte de intestino de cerdo con presencia de la bacteria de tipo

espiroqueta Lawsonia intracelullaris (Campillo et al., 2021) (Anexo 5).

4.6. Analisis histopatolégico
Para analizar las muestras de cada 6rgano mediante microscopia, se utilizé un

Microscopio Leica DM500. Se visualizaron laminas ya tefiidas de cada drgano,

realizando inicialmente un barrido a aumento menor (4X) en la totalidad de la muestra,
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para luego elegir 10 campos microscopicos aleatorios a aumentos medio y mayor (10X
y 40X). Al momento de observarbacterias con tinciones especiales se utilizé objetivo
100X con aceite de inmersidn. Los hallazgos fueron registrados en planillas, donde

luego se aplico un histoscore de inflamacion, degeneracion, necrosis y hemorragia.

Se aplicod una escala o histoscore para caracterizar de forma objetiva y para clasificar,
dependiendo del grado de las lesiones presentes (ausente, focal, multifocal o difusa)
cada una de las lesiones observadas, asociadas a trastornos de diferentes tipos como

circulatorios, necréticos, inflamatorios y degenerativos (Anexo 6).

Los resultados fueron presentados a través de descripciones e imagenes
histopatoldgicas, tablas con puntaje de histoscore para cada érgano y graficos con

frecuencias.

4.7. Deteccion de ADN de los agentes mediante gPCR

La técnica de qPCR fue realizada en el Laboratorio Institucional de Investigacion de la
Universidad San Sebastian Sede de La Patagonia, bajo supervisién del bioquimico

Juan Pablo Pontigo.

Se utilizaron muestras de higado, rifidon, pulmén e intestino con lesiones para la
deteccion de Rhodococcus equi, y de Leptospira spp. También se utilizaron muestras
de los organos previamente mencionados pero que no presentaron lesiones a la
histopatologia, ya que, posteriormente se realizaron asociaciones entre las muestras
con y sin lesiones, y qPCR positivo y negativo. Se utilizé el kit de extraccion de ADN
(acido desoxirribonucleico) E.Z.N.A.® FFPE DNA Kit (Omega Biotek) para tejidos
formolados y parafinados, incluyendo etanol, xilol. Para la cuantificacion de ADN se
utilizé un espectrofotometro NanoDrop. Como colorante para la cuantificacion del
material genético se utilizo el reactivo SybrGreen gPCR (Stratagene) (Anexo 7). Los
partidores especificos para el gen LipL32 de Leptospira spp. patdégena con secuencia
Forward (5-GGATCCGTGTAGAAAGAATGTCGG-3’) y secuencia Reverse (5'-
GTCACCATCATCATCATCGTCC-3’) (Wu et al., 2014) y, para el gen de Rhodococcus
equi, VapA, se utilizaron las secuencias Forward (5- AACGGTCGAGCAAGCGATAC-
3’) y Reverse (5- GGCCCGAATACGTGAAACCT-3’) (Harrington et al., 2005). Ambos
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partidores fueron disefados por Integrated DNA Technologies®. Ademas, se utilizé un
termociclador de tiempo real BioRad® CFX96 Touch Real-Time, micropipetas, puntas
con filtro, tubos de microcentrifuga, alcohol 70°, y una campana de flujo laminar. Como

bioseguridad, guantes de nitrilo y delantal.

Se utilizaron controles positivos. Para Leptospira spp. se utilizé una muestra fijada en
formalina al 10% de un ternero abortado, cuya madre fue previamente confirmada con
la presencia del agente por medio de técnica MAT (Prueba de Aglutinacién
Microscoépica), numero de caso 133-24-N (Levett, 2001) (Anexo 8). Para Rhodococcus
equi, se utilizaron tejidos de riidn, pulmon, intestino e higado, pertenecientes a un
caballo previamente diagnosticado con el agente mediante técnica qPCR, el cual fue
donado a la Unidad de Morfologia y Diagndstico, por el doctor Matias Eduardo Belotti,
académico e investigador del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICIVET),
Argentina. Como control negativo se utilizaron tubos de microcentrifuga con agua

destilada, con ausencia de material genético de los agentes de interés.

Se extrajo el ADN total de los tejidos de 6rganos en formalina y parafinados mediante
el kit de extraccion E.Z.N.A.® FFPE DNA Kit, de acuerdo con el protocolo descrito por
el fabricante (Anexo 9). Luego se cuantificd el material genético de las muestras
mediante el espectrofotometro de microvolumen NanoDrop para establecer la pureza

del ADN y evidenciar si existio contaminacion en las muestras (Anexo 10).

Para el PCR en tiempo real, primero se prepararon los mix con el reactivo Brilliant Il
SYBRGreen gPCR (Stratagene), agua libre de ADNasas y LipL32 oligos o VapA oligos
(partidores especificos especialmente disefiados para deteccion de Leptospira spp.
LipL32, y VapA para deteccion de Rhodococcus equi respectivamente), de forma
separada. Luego se anadid el ADN extraido con anterioridad a la mezcla.
Posteriormente, se realiz6 la amplificacidon de los genes en un termociclador de tiempo
real BioRad® CFX96 Touch Real-Time.

Finalmente, se procedio al analisis de datos para evaluar la diferencia de cambios de
expresion, lo que reflejo la cantidad de ADN amplificado en tiempo real de Leptospira

spp. y de Rhodococcus equi en los tejidos de caballo. Se consideraron como positivas
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aquellas muestras que presentaron un valor de Ct entre 18 y 35, de acuerdo con
literatura (Bustin et al., 2009; Caraguel et al., 2011; Kubista et al., 2006; Wu et al, 2014).
Los resultados fueron estructurados en tablas indicando el érgano y si fue positivo o
negativo con la técnica de qPCR para Leptospira spp. y/o Rhodococcus equi (Tabla 1).
Los casos positivos a Rhodococcus equi, fueron reportados al Servicio Agricola y
Ganadero, segun lo indicado en el Decreto 389 (Anexo 11) (SAG, 2019).

4.8. Calculo de frecuencias

Se calcularon las frecuencias absolutas y frecuencias porcentuales de 6rganos con
lesiones y sin lesiones concordantes con Lepfospira spp. y, por separado, con
Rhodococcus equi. De forma paralela se calcularon las frecuencias de los casos
positivos y negativos a la técnica qPCR. Las frecuencias de las lesiones por érgano
han sido presentadas en graficos. Las frecuencias porcentuales se calcularon con la
férmula: (frecuencia absoluta x 100) / total de muestras (Hernandez-Sampieri y
Mendoza, 2018).

4.9. Prueba estadistica

Para verificar si existid relacidbn entre la presencia se trastornos (inflamatorios,
circulatorios, necroéticos y degenerativos) con los érganos, se realizo la prueba exacta
de Fisher con el programa GraphPad Prism 10, utilizando las frecuencias absolutas de
los histoscore. Se establecio un nivel de significancia de 0,05 lo que indicaria que si el
p-valor es < 0,05 existe asociacion entre las variables (Clifford y Taylor, 2008; Martinez
et al., 2014; Milton, 2007; Moncho, 2015). Ademas, se ponderaron los puntajes de
histoscore por érgano, donde el érgano con mayor puntaje es el mas afectado por el
trastorno evaluado, con la siguiente férmula: (cantidad de trastornos x 0) + (cantidad
de trastornos x 1) + (cantidad de trastornos x 2) + (cantidad de trastornos x 3) = puntaje

ponderado (Ramos-Vara, 2011).

Posteriormente, se realiz6 nuevamente la prueba exacta de Fisher, con el fin de
establecer si existid o no relacion entre la presencia o ausencia de lesiones en los
tejidos identificados mediante histopatologia, y la positividad o negatividad de la

deteccion de Leptospira spp. y Rhodococcus equi mediante gPCR. Asimismo, se aplico
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esta prueba estadistica para establecer asociacion entre la identificacion de los agentes
y el resultado qPCR, de forma individual. La organizacion de los datos se realizd
mediante tablas de contingencia de 2x2, elaboradas con Microsoft Excel® (Tabla 1y
Tabla 2) y fueron analizadas mediante el programa GraphPad Prism 10. Cabe
destacar, que al igual que para la estadistica del histoscore, se establecié un nivel de
significancia de 0,05; (Clifford y Taylor, 2008; Hernandez-Sampieri y Mendoza, 2018;
Martinez et al., 2014; Milton, 2007; Moncho, 2015).

Tabla 1: Tabla de contingencia para Leptospira spp. para la prueba Exacta de
Fisher. Fuente: Elaboracion propia, 2025.

gPCR

Positivo | Negativo | Total
Lesiones

a b a+b
presentes

Histopatologia :

Lesiones

c d c+d
ausentes

Total atc b+d n

Tabla 2: Tabla de contingencia para Rhodococcus equi para prueba Exacta de
Fisher. Fuente: Elaboraciéon propia, 2025.

gPCR

Positivo | Negativo | Total
Lesiones

a b a+b
presentes

Histopatologia :

Lesiones

c d c+d
ausentes

Total atc b+d N
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5. RESULTADOS

5.1 Objetivo 1: Identificar histopatolégicamente lesiones sugerentes de Leptospira
spp. mediante tincion de plata y Hematoxilina-Eosina, y para Rhodococcus equi
mediante tincion Ziehl-Neelsen y Hematoxilina-Eosina, en érganos de caballos
ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagnéstico.

Luego de analizar un total de 44 drganos con tincion de Hematoxilina-Eosina, se
identificaron lesiones en 33 de ellos. De estas, 14 mostraron hallazgos sugerentes de

Leptospira spp. y 19 fueron compatibles con Rhodococcus equi.

De los 12 tejidos de rindn observados con tincion H-E, 10 presentaron lesiones
sugerentes a Leptospira spp., incluyendo congestion, hemorragia, esclerosis arterial,
sustancia hialina intratubular, infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario peritubular,
intersticial. Solo una de estas muestras renales presentd lesiones atribuibles a
Rhodococcus equi, caracterizadas por congestion, tumefaccion turbia, infiltrado

linfoplasmocitario y émbolos bacterianos cocoides en glomérulos.

De las 14 muestras hepaticas analizadas con H-E, 4 presentaron lesiones compatibles
con Leptospira spp., tales como congestidn sinosoidal, congestién centrolobulillar,
hemorragia, tumefaccion turbia, degeneracién grasa, degeneracion hidrépica, hiperplasia
de conductos biliares. Otras 4 presentaron lesiones sugerentes de Rhodococcus equi,
como pérdida de continuidad de sinusoides, tumefacciéon turbia, degeneracion grasa,
infiltrado  linfoplasmocitario y émbolos bacterianos intravasculares, necrosis,
piogranuloma con neutréfilos y macrofagos con bacterias cocoides en su interior,

hiperemia, e hiperplasia de conductos biliares.

En pulmdn, 10 de las 12 muestras presentaron lesiones compatibles con Rhodococcus
equi. Entre los hallazgos mas frecuentes se identificaron congestidén, hiperemia,
hemorragia, material hematico en el lumen bronquial, edema, esclerosis peribronquial,

émbolos bacterianos intravasculares, acumulos de cocos intraalveolares, intravasculares

19



e intersticiales, acumulos hialinos en alveolos, enfisema con clavas enfisematosas,
hiperplasia del epitelio bronquial, engrosamiento de tabiques alveolares y un marcado

infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario, macrofagico y neutrofilico.

Respecto al intestino, 4 de las 6 muestras evaluadas presentaron lesiones asociadas a
Rhodococcus equi, como enteritis linfoplasmocitaria, fusion y atrofia de vellosidades,
congestion de la lamina propia, hemorragia, necrosis en apex de vellosidades,
desprendimiento de enterocitos, proliferacion de células caliciformes y degeneracion

mucosa.

En relacion con los resultados obtenidos mediante tinciones especiales, se evaluaron 14
muestras que presentaban lesiones histopatoldgicas sugerentes de Leptospira spp.
mediante la técnica de Steiner-Stain. No obstante, solo en una de estas muestras fue
posible identificar morfolégicamente la bacteria, observandose estructuras compatibles
con espiroquetas en diversos campos microscopicos, especificamente al interior de

tubulos contorneados proximales.

En el caso de Rhodococcus equi, 19 muestras con lesiones compatibles fueron tefiidas
con Ziehl-Neelsen. De estas, se logré visualizar la bacteria en tres muestras,
observandose como cocos intracelulares localizados en macréfagos pulmonares y en las

lesiones piogranulomatosas hepaticas.
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En la Figura 1 se muestran imagenes de algunos de los hallazgos observados con tincion
de H-E.
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Figura 1: Hallazgos histopatolégicos sugerentes a Leptospira spp. y Rhodococcus

equi en érganos de caballo. Fuente: Elaboracién propia, 2025.

(A) RiAén con infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario (circulo) y acumulos hialinos
intratubulares (flecha). H-E. 40X. (B) Rifiédn con émbolos bacterianos en glomérulo
(circulo), congestion (flecha segmentada), infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario
(flecha). H-E. 10X. (C) Intestino con necrosis de vellosidades (flecha), infiltrado
inflamatorio (circulo) y desprendimiento de enterocitos (flecha segmentada). H-E. 40X.
(D) Pulmén con edema alveolar (flecha segmentada), hemorragia (circulo) e infiltrado
inflamatorio macrofagico (flecha). H-E. 40X. (E) Higado con piogranuloma (flecha) y
pérdida de la continuidad de sinusoides (flecha segmentada). H-E. 10X. (F) Higado con
piogranuloma, neutréfilos (flecha segmentada) y macréfagos con bacterias cocoides en
su interior (flecha). H-E. 100X.
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En la Figura 2 se graficaron las frecuencias absolutas de la cantidad de érganos con
presencia de lesiones asociadas a los agentes y las que no presentaron hallazgos

compatibles mediante la tincion de H-E.

Frecuencias absolutas de 6rganos con lesiones identificadas con
tincion H-E

12
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B Lesiones Leptospira spp 70 4 0 0
W Lesiones Rhodococcus equi 7 4 70 4
W Sin hallazgos compatibles 7 6 2 2
Organos
B Lesiones Leptospira spp B Lesiones Rhodococcus equi B Sin hallazgos compatibles

Figura 2: Frecuencias absolutas de lesiones identificadas mediante tincién H-E.

Fuente: Elaboracién propia, 2025.

Segun los datos obtenidos, el 75% (33) del total de las muestras presentaron lesiones,
de los cuales 31,8% (14) se asociaron a Leptospira spp. y el 43,2% (19) se asocid a
Rhodococcus equi. Los hallazgos asociados a la espiroqueta se presentaron
principalmente en rifidn con un 22,7% (10), mientras que, de Rhodococcus equi, un
22,7% (10) se observaron mayoritariamente en pulmén. Cabe destacar que en higado se
observé mismo porcentaje de lesiones asociadas a cada agente, 9,1% (4) a Leptospira

spp- Yy 9,1% (4) a Rhodococcus equi.
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En la Figura 3 muestra imagenes histopatologicas con tinciones especiales en donde se
logré identificar a las bacterias Leptospira spp. con tincion Steiner-Stain y a Rhodococcus

equi con tincion Ziehl-Neelsen.

Figura 3: Identificacion de Leptospira spp. y Rhodococcus equi mediante tincién

S-S y Z-N respectivamente. Fuente: Elaboracién propia, 2025.

(A) Rinén. Acumulo de bacterias Leptospira spp. adheridas a microvellosidades junto con
acumulo hialino en lumen de tubulo contorneado proximal (flecha). S-S. 100X. (B) Rifnén.
Leptospira spp. adherida a microvellosidades de tubulo contorneado proximal (flecha). S-
S. 100X. (C) Pulmén. Rhodococcus equi al interior de macréfagos (flechas). Z-N. 100X.

(D) Pulmén. Rhodococcus equi al interior de macrofagos (flechas). Z-N. 100X.
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En la Figura 4 se grafico la frecuencia absoluta de muestras positivas a la identificacion

de los agentes mediante las tinciones especiales.

Frecuencias absolutas de Leptospira spp. y Rhodococcus equi
identificados mediante tinciones especiales
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Figura 4: Frecuencias absolutas de Leptospira spp. y Rhodococcus equi

identificados mediante tinciones especiales. Elaboracién propia, 2025.

De las 33 (100%) muestras a las que se les aplico tinciones especiales, en un 3% (1) se
evidencidé Leptospira spp., correspondiente a una muestra de rifion. En un 9,1% (3) de
las muestras se observdé Rhodococcus equi, donde el 6,1% (2) correspondian a pulmén
y el 3% (1) a higado. En el 87,9% (29) no se identificaron hallazgos compatibles con los

agentes descritos.
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5.2 Objetivo 2: Caracterizar histopatolégicamente lesiones sugerentes de
Leptospira spp. y Rhodococcus equi mediante un histoscore, en 6rganos de
caballos ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagnéstico.

A la observacién de los tejidos tefidos con Hematoxilina-Eosina se encontraron
trastornos circulatorios, necréticos, degenerativos e inflamatorios que sugieren lesiones
causadas por los agentes bacterianos Leptospira spp. y Rhodococcus equi, los cuales
fueron calificados con un histoscore, dependiendo de la distribucion que presenté este

en el tejido: 0 = ausente, 1 = focal, 2 = multifocal, 3 = difuso.
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En la Figura 5 se graficaron las frecuencias absolutas de 6rganos que presentaron
hallazgos asociados a trastornos inflamatorios. Ademas, se indica el p valor obtenido
mediante la prueba exacta de Fisher, con el fin de establecer si existe asociacion entre el

trastorno y el organo observado (Anexo 12).

Histoscore Trastornos Inflamatorios
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Figura 5: Grafico de frecuencias absolutas de o6rganos con trastornos

inflamatorios. Elaboracion propia, 2025.

Un 11,4% (5) de las lesiones inflamatorias tuvieron distribucion focal, donde un 4,5% (2)
se identificaron en rifién, 2,3% (1) en higado y 4,5% (2) en pulmén. Un 25% (11) fueron
multifocales, donde rifidn, higado e intestino presentaron mismo porcentaje de 6,8% (3),
y pulmon de 4,5% (2). El 15,9% (7) tuvo distribucién difusa, donde un 11,4% (5) se
presenté en pulmén y 4,5% (2) en intestino. El 47,7% (21) no presenté trastornos

inflamatorios.

El p valor fue de 0,0204; lo que indica que existe una asociacién significativa entre los
organos y la severidad de las lesiones. Los puntajes ponderados de histoscore fueron de:
rindn 8, higado 8, pulmoén 21 e intestino 12. Esto indica que el 6rgano mas afectado por

inflamacion fue el pulmon.
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En la Figura 6 se graficaron las frecuencias absolutas de 6rganos que presentaron
hallazgos asociados a trastornos circulatorios. Ademas, se indica el p valor obtenido
mediante la prueba exacta de Fisher, con el fin de establecer si existe asociacion entre el

trastorno y el organo observado (Anexo 12).

Histoscore Trastornos Circulatorios
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Figura 6: Grafico de frecuencias absolutas de érganos con trastornos circulatorios.

Elaboracion propia, 2025.

Un 2,3% (1) de los trastornos circulatorios tuvo distribucién focal, el cual solo se observo
en pulmon. Un 18,2% (8) fue multifocal, donde 6,8% (3) fue en rifidn, 9,1% (4) en higado
y 2,3% (1) en pulmdn. Con distribucion difusa hubo un 45,5% (20), donde 15,9% (7) se
observé en rifion, 11,4% (5) en higado, 13,6% (6) en pulmon y 4,5% (2) se observé en

intestino. Un 34,1% (15) no presento trastornos circulatorios.

El p valor fue de 0,4461; lo que significa que no existe una asociacion significativa entre

el érgano afectado y las lesiones de origen circulatorio.
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En la Figura 7 se graficaron las frecuencias absolutas de 6rganos que presentaron
hallazgos asociados a trastornos necroticos. Ademas, se indica el p valor obtenido
mediante la prueba exacta de Fisher, con el fin de establecer si existe asociacion entre el

trastorno y el érgano observado (Anexo 12).

Histoscore Trastornos Necroticos
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Figura 7: Grafico de frecuencias absolutas de 6rganos con trastornos necroéticos.

Elaboracion propia, 2025.

Un 13,6% (6) presento trastornos necréticos. Rifidn y pulmon no presentaron lesiones
necréticas. El 6rgano mas afectado fue el higado con 2,3% (1) de lesiones focales, 2,3%
(1) de lesiones multifocales y 2,3% (1) difusas. Intestino tuvo 6,8% (3) de lesiones

multifocales. El 86,4% (38) no presentd necrosis.

El p valor fue de 0,01; lo que indica que existe una asociacién significativa entre los
organos y la severidad de las lesiones. Los puntajes ponderados fueron de: rifién 0,
higado 6, pulmén O e intestino 6. Estos valores indican que los érganos mas afectados

por necrosis fueron higado e intestino.
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En la Figura 8 se graficaron las frecuencias absolutas de 6rganos que presentaron
hallazgos asociados a trastornos degenerativos. Ademas, se indica el p valor obtenido
mediante la prueba exacta de Fisher, con el fin de establecer si existe asociacion entre el

trastorno y el organo observado (Anexo 12).

Histoscore Trastornos Degenerativos
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Figura 8: Grafico de frecuencias absolutas de o6rganos con trastornos

degenerativos. Elaboracién propia, 2025.

Un 38,6% (17) presentaron trastornos degenerativos. Ninguno tuvo distribucién focal.
RiAon tuvo un 4,5% (2) con distribucion multifocal e intestino tuvo un 2,3% (1). El 31,8%
(14) tuvieron distribucién difusa, donde 2,3% (1) se observo en rifidn, 22,7% (10) en
higado y 6,8% (3) en intestino. Un 61,4% (27) no presentaron lesiones asociadas a

trastornos degenerativos.

El p valor fue de 0,0001; por lo que existe una asociacién significativa entre los érganos
y la severidad de las lesiones degenerativas. Los puntajes ponderados fueron de: rifidn
7, higado 30, pulmén 0 e intestino 11. Estos valores indican que el 6rgano mas afectado
por trastornos degenerativos fue el higado.
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5.3 Objetivo 3: Detectar mediante reacciéon en cadena de la polimerasa en tiempo
real, la presencia de Leptospira spp. y Rhodococcus equi, en 6rganos de caballos

ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagnéstico.

De las 44 muestras sometidas a qPCR, ninguna presenté amplificacién esperada para
detectar el gen LipL32. Esto quiere decir que no se detectd Leptospira spp. en los tejidos
evaluados. Por otro lado, de las 44 muestras totales, 4 amplificaron el gen VapA, siendo

consideradas positivas a Rhodococcus equi.

En la Figura 9 se muestra en forma de grafico la distribucion de muestras que fueron
positivas y negativas para ambos agentes segun los resultados obtenidos mediante
gPCR.

Resultados gPCR
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Figura 9: Frecuencias absolutas de 6rganos positivos y negativos a Leptospira

spp. y a Rhodococcus equi mediante técnica qPCR.

Los resultados indicaron que un 0% fue positivo a Leptospira spp. Por otro lado, un 9,1%
(4) de las muestras fueron positivas a la deteccion de Rhodococcus equi. Cabe destacar

que, un 90,9% (40) fue negativa a ambos agentes.
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5.4 Objetivo 4: Asociar la presencia o ausencia de lesiones sugerentes a Leptospira
spp y a Rhodococcus equi identificadas histopatolégicamente, con la positividad
o negatividad a la técnica qPCR, en érganos de caballos ingresados a la Unidad de
Morfologia y Diagnéstico.

Se aplico la prueba exacta de Fisher para evaluar si es que estan asociadas la presencia
0 ausencia de lesiones sugerentes de Leptospira spp. y la deteccion del agente mediante
gPCR. El analisis arrojo un valor de p > 0,9999 (Anexo 13), lo que significa que no existe
una asociacion estadisticamente significativa entre las lesiones observadas en los tejidos
y el resultado del qPCR. Todas las muestras fueron negativas a la técnica molecular, a
pesar de haber 14 6rganos con lesiones sugerentes a Leptospira spp. Esto indica que,
es este estudio, la presencia de lesiones compatibles no estuvo acompafada de la
deteccion del material genético del agente. La Tabla 3 presenta la tabla de contingencia

de este analisis.

Tabla 3: Tabla de contingencia para Leptospira spp. para prueba Exacta de Fisher,

con H-E y qPCR. Fuente: Elaboracion propia, 2025.

gPCR

Positivo | Negativo | Total
Lesiones

0 14 14
presentes

Histopatologia :

Lesiones

0 30 30
ausentes
Total 0 44 44

Segun los resultados, un 31,8% (14) del total de 6rganos presento lesiones sugerentes a
Leptospira spp. a la histopatologia, pero dio negativo a la prueba de qPCR. Por otro lado,
un 68,2% (30) no presento lesiones sugerentes, y didé negativo a qPCR. Ninguna muestra

resulté positiva al gPCR.
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Tampoco se evidencid una asociacion significativa entre la presencia de lesiones
histopatolégicas compatibles con Rhodococcus equi y los resultados del gPCR. De los
18 organos con lesiones sugerentes, solo 3 resultaron positivos a la técnica molecular;
ademas, 1 6rgano sin lesiones aparentes a la histopatologia también presenté positividad
al qPCR. Se realizé la misma Prueba Exacta de Fisher para Rhodococcus equi,
obteniéndose un valor de p = 0,289 (Anexo 14) indicando que, en este estudio, no hubo
asociacion entre ambas pruebas diagndsticas. La Tabla 4 muestra la tabla de

contingencia utilizada para esta prueba.

Tabla 4: Tabla de contingencia para Rhodococcus equi para prueba Exacta de

Fisher, con H-E y qPCR. Fuente: Elaboracion propia, 2025.

gPCR

Positivo | Negativo | Total
Lesiones

3 15 18
presentes

Histopatologia :

Lesiones

1 25 26
ausentes
Total 4 40 44

Segun los resultados, un 6,8% (3) del total de 6rganos presentd lesiones sugerentes a
Rhodococcus equi a la histopatologia y dio positivo a la prueba de gPCR. Un 34,1% (15)
presento lesiones, pero dio negativo al qPCR. Por otro lado, un 2,3% (1) no presento
lesiones sugerentes, y dio positivo a gPCR. Un 56,8% (25) no tenia lesiones sugerentes

y dio negativo a qPCR.
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Por otra parte, se realizé la Prueba exacta de Fisher para determinar asociacion entre
positividad o negatividad a la tincidon Steiner-Stein y el gqPCR. El p valor obtenido fue
>0,9999 (Anexo 15), por lo que tampoco existe una asociacidon entre la identificacion de
Leptospira spp. mediante la tincion especial con el resultado de la técnica molecular. En

la Tabla 5 se muestra la tabla de contingencia de esta prueba.

Tabla 5: Tabla de contingencia para Leptospira spp. para prueba Exacta de Fisher,

con S-S y qPCR. Fuente: Elaboracién propia, 2025.

gPCR
Positivo | Negativo | Total
Positivo | 0 1 1
Steiner-Stain
Negativo | 0 13 13
Total 0 14 14

Los resultados indican que un 7,1% (1) del total de muestras tefidas con S-S fueron
positivas a la tincién, pero fueron negativas al gPCR. Asimismo, un 92,9% (13) fueron

negativas a ambas pruebas diagndsticas.
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De igual forma se aplico la Prueba Exacta de Fisher para las muestras con tincion Ziehl-
Neelsen asociadas a Rhodococcus equi y el qPCR, obteniéndose un p valor = 0,0351
(Anexo 16), indicando que si existe una relacion estadisticamente significativa. Cuando
se observo la bacteria intracelularmente con Z-N, existié mayor probabilidad de detectar
también su material genético por qPCR, reforzando el valor complementario de ambas

técnicas. La Tabla 6 muestra la tabla de contingencia utilizada para esta prueba.

Tabla 6: Tabla de contingencia para Rhodococcus equi para prueba Exacta de

Fisher, con Z-N y gPCR. Fuente: Elaboracién propia, 2025.

gPCR
Positivo | Negativo | Total
Positivo 2 0 2
Ziehl-Neelsen
Negativo | 2 15 17
Total 4 15 19

El 10,5% (2) de las muestras fueron positivas tanto a la tincién con Z-N y al gPCR. Por
otro lado, otro 10,5% (2) solo fue positiva al gPCR. De las 19 muestras, el 78,9% (15)

fueron negativas a ambos analisis.
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6. DISCUSION

6.1 Objetivo 1: Identificar histopatolégicamente lesiones sugerentes de Leptospira
spp. mediante tincion de plata y Hematoxilina-Eosina, y para Rhodococcus equi
mediante tincion Ziehl-Neelsen y Hematoxilina-Eosina, en érganos de caballos

ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagnéstico.

Los hallazgos histopatologicos con tincion H-E para Leptospira spp. evidenciaron una alta
frecuencia de lesiones renales, tales como glomerulonefritis, infiltrado linfoplasmocitario
y hemorragias, lo cual coincide con lo descrito por Agudelo et al. (2013) y Naseema et al.
(2017), quienes observaron lesiones renales por Leptospira spp. en ratas y caballos,
respectivamente. De igual forma, Yan et al. (2010) reportaron lesiones compatibles en
rindn e higado, lo que coincide con los hallazgos observados en este estudio. En cuanto
a los resultados con la tincion S-S especial para espiroquetas en la muestra de rifidn
positiva, se observaron espiroquetas de color negruzco en los [lUmenes de los tubulos
contorneados proximales en la corteza renal, adosados a la pared, al igual como lo
reportado por Agudelo et al. (2013). Sin embargo, estudios como los de Trimble et al.
(2018) y Fagre et al. (2020), pese a detectar seropositividad o leptospiuria en caballos,
no reportaron hallazgos histopatologicos compatibles, lo cual podria deberse a una
presentacion subclinica o de eliminacion intermitente del agente sin expresion de lesiones
en tejidos. Ademas, Verma et al. (2013) sefialan que Leptospira spp. puede presentarse
de forma subclinica y transitoria en algunos equinos, lo cual explicaria la discordancia

entre lesiones y deteccion directa del agente.

Respecto a Rhodococcus equi, los hallazgos con tincién de H-E permitieron identificar
lesiones sugerentes al agente principalmente en pulmon e intestino, donde se observo la
presencia de piogranulomas, infiltrado linfoplasmocitario y macrofagico, émbolos
bacterianos intravasculares y acumulos de cocos intracelulares. Estas lesiones coinciden

con lo descrito por Muscatello (2012) y Lin et al. (2019), quienes documentaron que la

35



neumonia piogranulomatosa es la forma mas comun de presentacion de la enfermedad
en potrillos, caracterizada por inflamacion severa y formacion de piogranulomas. Cabe
sefalar que, si bien se observaron cocos intracelulares en macréfagos mediante la tincion
Ziehl-Neelsen, estos no presentaron la coloracidn rojiza caracteristica de las bacterias
acido-alcohol resistentes. Esto se debe a que Rhodococcus equi es considerado una
bacteria levemente acido-alcohol resistente, por lo que puede perder la tincion durante el
proceso de decoloracién con acido. Por otro lado, existen estudios que difieren de los
hallazgos obtenidos en este estudio. Marquez (2006) y Zufiga et al. (2023), reportaron
una alta frecuencia de Rhodococcus equi en potrillos, pero sin observar lesiones
intestinales en sus analisis histopatoldégicos. Estas diferencias podrian explicarse por

variaciones en la presentacion clinica segun la edad del animal o su estado inmunoldgico.

6.2 Objetivo 2: Caracterizar histopatolégicamente lesiones sugerentes de
Leptospira spp. y de Rhodococcus equi mediante un histoscore, en érganos de
caballos ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagnéstico.

El analisis con histoscore mostré una relacién entre los érganos y los tipos de lesiones.
El pulmén fue el mas afectado por inflamacion, concordando con lo descrito por Sellon y
Long (2013) y Lohse et al. (2019), quienes reportan inflamacion linfoplasmocitaria y

piogranulomatosa severa en casos de Rhodococcus equi.

En cuanto a los trastornos circulatorios, no hubo una asociacion estadisticamente
significativa entre los d6rganos y las lesiones. Esto sugiere que las alteraciones
circulatorias podrian estar relacionadas a causas inespecificas, como procesos
sistémicos, y no necesariamente atribuibles a un agente especifico. No obstante, resulta
destacable que la unica muestra con identificacion positiva de Leptospira spp., mediante
tincion especial S-S, también presento lesiones inflamatorias y circulatorias en el rifidn,
lo cual es compatible con la patogenia descrita para este agente, que incluye nefritis
intersticial (Adler y De la Pefia, 2010; Agudelo et al., 2013).

En lo que respecta a los trastornos necréticos, se observé una asociacion significativa
entre los 6rganos y la presencia de necrosis (p = 0,01), siendo el higado e intestino los
organos mas afectados. En el caso del higado, se evidenciaron focos de necrosis

centrolobulillar y en zonas portales, mientras que en intestino se observé necrosis de las
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vellosidades, hallazgos compatibles con procesos infecciosos como los causados por

Rhodococcus equi en su forma entérica (Pal et al., 2023; Yamshchikov et al., 2010).

Finalmente, los trastornos degenerativos presentaron una fuerte asociacion con el higado
(p < 0,0001), donde se observaron con mayor frecuencia lesiones como tumefaccion
turbia, degeneracion hidropica y degeneracion grasa. Este tipo de dafio se considera
comun en procesos cronicos o toxicos, pero también puede ser secundario a hipoxia o
dafno inflamatorio persistente, y ha sido descrito en cuadros infecciosos por Leptospira

spp. y Rhodococcus equi (Lehmann et al., 2014; Paredes et al., 2000).

6.3 Objetivo 3: Detectar mediante reacciéon en cadena de la polimerasa en tiempo
real, la presencia de Leptospira spp. y Rhodococcus equi, en érganos de caballos.
Y Objetivo 4: Asociar la presencia o ausencia de lesiones sugerentes a Leptospira
spp y a Rhodococcus equi identificadas histopatolégicamente, con la positividad

o negatividad a la técnica qPCR

La bacteria Leptospira spp. puede afectar a los caballos de forma clinica o subclinica,
dependiendo de factores como, por ejemplo, la carga bacteriana o el estado inmunolégico
del animal. Se divide en 3 grupos: saprofitas, patégenas intermedias y patégenas (Torres
et al., 2016). De este ultimo, es caracteristico la presencia del gen LipL32, por lo que el
uso de primers especificos de este pueden discriminar entre la presencia de la forma

sapréfita y patdgena de Leptospira spp. (Adler y De La Pefia, 2010).

En este estudio, se logro visualizar lesiones sugerentes de Leptospira spp., y se observo
la espiroqueta mediante tincidn de plata, o que se contradice con los resultados negativos
del gPCR. Sin embargo, autores como Zilch et al. (2020) no lograron observar lesiones
en tejidos, y tampoco obtuvieron gPCR positivos en caballos que fueron
experimentalmente infectados, lo cual es acorde a lo observado en este estudio, en
donde, incluido el control positivo de Leptospira spp., fue negativo a ambas técnicas.
Cabe destacar que, la negatividad del control positivo limita la interpretacion del gPCR
en este estudio, por lo que reduce la sensibilidad en este ensayo. Sin embargo, autores
como Divers et al. (2019), de igual forma sefialaron una baja concordancia entre tincion
de plata y qPCR en caballos. El resultado negativo del gPCR, pese a la existencia de

lesiones sugerentes y una muestra positiva con tincion de plata, podria explicarse por la
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baja carga bacteriana, la posible degradacion del ADN debido al almacenamiento
prolongado en formol y parafina, o a limitaciones del partidor utilizado (Wu et al., 2014;
VitoSevic et al., 2018).

Por otro lado, estudios como los de Naseema et al. (2017) y Moreno et al. (2024) lograron
detectar seropositividad de Leptospira spp. en equinos, confirmando que han estado
expuestos a la bacteria. Ademas, Azizi et al. (2014) y Agudelo et al. (2013) observaron
tanto, lesiones histopatologicas, como la presencia de la espiroqueta mediante tincion de
plata en conjunto con qPCR positivo; lo cual difiere de este estudio. Cabe destacar, que
en los estudios mencionados se utilizaron muestras frescas o con fijacién reciente, lo cual

probablemente aumentd la sensibilidad del método.

En cuanto al analisis estadistico, no se encontré asociacion significativa entre las lesiones
histopatolégicas compatibles con Leptospira spp. y la positividad al gPCR, ni entre la
tincion de plata y la técnica molecular (p > 0,9999). Esta falta de asociacion ha sido
documentada también por Verma et al. (2013) y Fagre et al. (2020), quienes describen
que la presencia de anticuerpos o lesiones histologicas no asegura la deteccidon molecular

del agente.

Sobre la bacteria Rhodococcus equi, se utiliza el gen VapA como marcador especifico
para detectar la bacteria en tejidos infectados, respaldando el uso de gPCR como técnica
sensible para deteccion del agente en diversos estudios (Byrne et al., 2001; Harrington
et al., 2005; Lohse et al., 2019; Silveira et al., 2020). Sin embargo, en este estudio, en
algunas muestras se observo la presencia de lesiones sugerentes y de la bacteria dentro

de macroéfagos en tejido pulmonar con gPCR negativo, y viceversa.

Mediante el analisis estadistico no se evidencio asociacion significativa entre la presencia
de lesiones histopatolégicas observadas con H-E y la positividad al qPCR para
Rhodococcus equi (p = 0,289). Esta falta de asociacién se ha descrito por Marquez
(2006), quien reporté positividad molecular en tejidos sin lesiones claras, probablemente
por infecciones en etapa inicial. Por otro lado, estudios como los de Madarame et al.
(1996) y Yamshchikov et al. (2010) si encontraron correlacion directa entre hallazgos
histopatoldgicos y resultados moleculares, lo que sugiere que la etapa de la enfermedad

y la carga bacteriana son factores determinantes en esta relacion.
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Por el contrario, se observé una asociacion significativa entre la positividad con la tincién
Ziehl-Neelsen y la técnica qPCR (p = 0,0351), lo cual respalda el uso conjunto de ambas
técnicas como herramientas diagndsticas complementarias. Este hallazgo coincide con
lo reportado por Lin et al. (2019), quienes demostraron alta especificidad de la tincion Z-

N cuando se identifican cocos intracelulares en macrofagos.
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7. CONCLUSIONES

Este estudio tuvo como objetivo principal analizar mediante histopatologia y detectar
mediante gPCR la presencia de Leptospira spp. y Rhodococcus equi en los 6rganos,
rindn, higado, pulmén e intestino, de caballos que ingresaron a la Unidad de Morfologia
y Diagndstico de la Universidad San Sebastian, Sede de La Patagonia, entre el afio 2011

hasta mayo de 2025. De este se ha podido concluir:

1. El analisis histopatologico de los tejidos de rifidn, higado, pulmoén e intestino de
caballos, permitio identificar lesiones compatibles con Leptospira spp. y Rhodococcus
equi. En el caso de Leptospira spp., se observé nefritis intersticial mediante tincion H-
E, junto con la visualizacion de espiroquetas en el lumen de tubulos contorneados
proximales utilizando tincion de plata (S-S). Por otra parte, las lesiones sugerentes de
Rhodococcus equi correspondieron a inflamacion piogranulomatosa con infiltrado
macrofagico, identificandose bacterias cocoides intracelulares mediante tinciones H-E

y Ziehl-Neelsen.

2. La caracterizacién de las lesiones histopatologicas mediante histoscore, evidencid
una distribucioén significativa de trastornos inflamatorios, circulatorios y degenerativos
en los distintos érganos evaluados. El pulmoén presentdé mayor compromiso
inflamatorio y el higado fue el principal 6rgano afectado por lesiones degenerativas, lo

cual permite inferir una posible relacién con los agentes estudiados.

3. La técnica de qPCR permitié detectar Rhodococcus equi en varias muestras de
tejidos de caballos, confirmando su presencia activa. No obstante, Leptospira spp. no
fue detectada mediante esta técnica, a pesar de la identificacion de lesiones
compatibles e incluso de la visualizacién directa del agente en una muestra, lo que
podria atribuirse a una baja carga bacteriana o a la degradacion del ADN en tejidos

fijados.
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4. Mediante las técnicas diagnésticas utilizadas fue posible confirmar que de los 18

caballos estudiados, 4 presentaron infeccion de Rhodococcus equiy 1 de Leptospira
spp.

5. No se observd una asociacion significativa entre la presencia de lesiones
histopatoldgicas y los resultados de qPCR para Leptospira spp., lo cual limita su
confirmacion diagnodstica por esta via. En contraste, si se evidencio una asociacion
estadisticamente significativa entre los hallazgos con tincion Ziehl-Neelsen y la
deteccion molecular de Rhodococcus equi, lo que valida el uso complementario de

ambas técnicas en el diagndstico de esta enfermedad.

Estos resultados permiten aceptar la hipétesis de forma parcial, ya que se pudo
comprobar la presencia de Rhodococcus equi mediante histopatologia y qPCR. Sin
embargo, Leptospira spp. no fue detectada mediante qPCR, a pesar de la presencia de

lesiones sugerentes en la histopatologia y de espiroquetas mediante tincion S-S.

La identificacion de Leptospira spp. y de Rhodococcus equi en caballos, mediante
diferentes técnicas, es relevante, ya que, estos agentes son zoonéticos y suelen causar
enfermedades muchas veces subdiagnosticadas en estos animales. Estas bacterias
pueden llegar a causar cuadros clinicos importantes para la salud publica, desde la
perspectiva zoondtica, sobre todo, en aquellos profesionales y técnicos que trabajan en

contacto directo con caballos.

41



8. BIBLIOGRAFIA

Adler, B. y De La Penfia, A. (2010). Leptospira and leptospirosis. Veterinary
Microbiology,140(3-4), 287-296. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.03.012

Agudelo, P., Murillo, V., Londofio, A. y Rodas, J. (2013). Histopathological kidney
alterations in rats naturally infected with Leptospira. Biomédica, 33(1), 82-88.
http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v33i0.686

Arent, Z., Pardyak, L., Dubniewicz, K., Plachno, B. y Kotula-Balak, M. (2022).
Leptospirataxonomy: then and now. Medycyna Weterynaryjna, 78(10), 489-
496.dx.doi.org/10.21521/mw.6694

Azizi, S., Kheirandish, R. y Rahimi, E. (2014). Comparison of polymerase chain
reaction and Warthin-Starry techniques to detect Leptospira spp. In kidneys of
slaughtered cattle. Onderstepoort Journal of Veterinary Research, 81(1), 1-6.
https://doi.org/10.4102/0jvr.v81i1.821

Azobcar-Aedo, L. (2023). Basic Aspects and Epidemiological Studies on Leptospirosis
Carried Out in Animals in Chile: A Bibliographic Review. Tropical Medicine and
Infectious Disease, 8(2), 97. https://doi.org/10.3390/tropicalmed8020097

Bonhomme, D. y Werts, C. (2022). Host and Species-Secificities of Patter
RecognitionReceptors Upon Infection With Leptospira interrogans. Frontiers in
Cellular and Infection Microbiology, 12.
https://doi.org/10.3389/fcimb.2022.932137

Bustin, S. A., Benes, V., Garson, J. A., Hellemans, J., Huggett, J., Kubista, M.,
Mueller, R., Nolan, T., Pfaffl, M. W., Shipley, G. L., Vandesompele, J. y
Wittwer, C. T. (2009). The MIQE guidelines: Minimum information for
publication of quantitative real-time PCR experiments. Clinical Chemistry,
55(4), 611-622. https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.112797

42


https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.03.012
http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v33i0.686
https://doi.org/10.4102/ojvr.v81i1.821
https://doi.org/10.3390/tropicalmed8020097
https://doi.org/10.3389/fcimb.2022.932137
https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.112797

Byrne, B. A., Prescott, J. F., Palmer, G. H., Takai, S., Nicholson, V. M., Alperin, D.
C. y Hines, S. A. (2001). Virulence plasmid of Rhodococcus equi contains
inducible gene family encoding secreted proteins. Infection and Immunity,
69(2), 650-656. https://doi.org/10.1128/IAl.69.2.650-656.2001

Campillo, M., Smith, S., Gally, D. y Opriessnig, T. (2021). Review of methods for
detection of Lawsonia intracellularis infection in pigs. Journal of Veterinary
Diagnostic Investigation, 33(4), 621-631.
https://doi.org/10.1177/10406387211003551

Caraguel, C., Stryhn, H., Gagné, N., Dohoo, I., y Hammell, K. (2011). Selection of a
cutoff value for real-time polymerase chain reaction results to fit a diagnostic
purpose: Analytical and epidemiologic approaches. Journal of Clinical
Microbiology, 49(1), 326-331. https://doi.org/10.1128/JCM.01362-10

Chomel, B (2009). Zoonoses. Encyclopedia of Microbiology, 820-829.
10.1016/B978-012373944-5.00213-3

Clifford, B. y Taylor, R. (2008). Bioestadistica. (1? ed.). Pearson Educacion.

Diaz, E., Arroyo, G., Saenz, C., Mena, L. y Barragan, V. (2023) Leptospirosis in horses:
Sentinels for a neglected zoonosis? A systematic review. Veterinary World,
16(10), 2110-2119. www.doi.org/10.14202/vetworld.2023.2110-2119

Divers, T., Chang, Y., Irby, N., Smith, J y Carter, C. (2019). Leptospirosis: An important
infetious disease in North American horses. Equine Veterinary Journal, 51(3),
287-292. DOI: 10.1111/evj.13069

Dominguez, M., Minstermann, S., de Guindos, |. y Timoney, P. (2016). Equine disease
events resulting from international horse movements: Systematic review and
lessons learned. Equine Veterinary Journal, 48(5), 641-653. 10.1111/evj.12523

European Centre for Disease Prevention and Control. (2022). The European Union
One Health 2021 Zoonoses Report. European Food Safety Authority, 20(12),
7666. DOI: 10.2903/j.efsa.2022.7666

43


https://doi.org/10.1128/IAI.69.2.650-656.2001
https://doi.org/10.1177/10406387211003551
https://doi.org/10.1128/JCM.01362-10
https://doi.org/10.1016%2FB978-012373944-5.00213-3
https://doi.org/10.1016%2FB978-012373944-5.00213-3
http://www.doi.org/10.14202/vetworld.2023.2110-2119
https://doi.org/10.1111/evj.12523

Fagre, A., Mayo, C., Pabilonia, K. y Landolt, G. (2020). Seroprevalence of Leptospira
spp. Colorado equids and association with clinical disease. Journal of
Veterinary Diagnostic Investigation, 32(5), 718-721.
https://doi.org/10.1177/1040638720943155

Federacion de Criadores de Caballos Raza Chilena. (2022). MANUAL DE BUENAS
PRACTICAS CRIANZA DEL CABALLO RAZA CHILENA.
https://veterinaria.uach.cl/wp-
content/uploads/2022/06/ManualBP_FedCriadores PDF.pdf

Fletcher, G. (2021). Epidemiologia clinica. (62 ed.). Wolters Kluwer. https:/Idigital-uss-

cl.bdigitaluss.remotexs.co/ebooks/52789-Epidemiologia clinica/2/

Garcia, |. (2013). Rhodococcus equi: ASPECTOS MICROBIOLOGICOS Y CLINICOS.

https://n9.cl/cnwar

Haake, D. (2000). Spirochaetal lipoproteins and pathogenesis. Microbiology,146(7),
1491-1504. DOI: 10.1099/00221287-146-7-1491

Harrington, J. R., Golding, M. C., Martens, R. J., Halbert, N. D., y Cohen, N. D. (2005).
Evaluation of a real-time quantitative polymerase chain reaction assay for
detection and quantitation of virulent Rhodococcus equi. American Journal of
Veterinary Research, 66(5), 755—-761. https://doi.org/10.2460/ajvr.2005.66.755

Hartley, E. (1985). Encyclopedia Of the Horse. Crescent Books.

Hernandez-Sampieri, R. y Mendoza, C. (2018). Metodologia de la Investigacion Las
rutas cuantitativa, cualitativa y mixta. (1? ed.). McGraw-Hill Education.

https://Idigital-uss-cl.bdigitaluss.remotexs.co/ebooks/51695-

Metodologia de la investigacion/

Khan, A., Mushtaqg, M., Muhammad, J., Ahmed, B., Khan, E., Khan, A., Zakki, A., Altaf,
E., Haq, I., Saleem, A., Warraich, M., Ahmed, N. y Rabaan, A. (2021). Global
epidemiology of Equine Influenza viruses; “A possible emerging zoonotic threat
in future” an extensive systematic review with evidence. Brazilian Journal of
Biology, vol. 83. https://doi.org/10.1590/1519-6984.246591

44


https://doi.org/10.1177/1040638720943155
https://veterinaria.uach.cl/wp-content/uploads/2022/06/ManualBP_FedCriadores_PDF.pdf
https://veterinaria.uach.cl/wp-content/uploads/2022/06/ManualBP_FedCriadores_PDF.pdf
https://ldigital-uss-cl.bdigitaluss.remotexs.co/ebooks/52789-Epidemiologia_clinica/2/
https://ldigital-uss-cl.bdigitaluss.remotexs.co/ebooks/52789-Epidemiologia_clinica/2/
https://n9.cl/cnwqr
https://doi.org/10.2460/ajvr.2005.66.755
https://ldigital-uss-cl.bdigitaluss.remotexs.co/ebooks/51695-Metodologia_de_la_investigacion/
https://ldigital-uss-cl.bdigitaluss.remotexs.co/ebooks/51695-Metodologia_de_la_investigacion/
https://ldigital-uss-cl.bdigitaluss.remotexs.co/ebooks/51695-Metodologia_de_la_investigacion/
https://doi.org/10.1590/1519-6984.246591

Krebs, J., Mandel, E., Swerdlow, D. y Rupprecht, C. (2004). Rabies surveillance in
the United States during 2003. Journal of the American Veterinary Medical
Association, 225(12), 1837-1849.
https://doi.org/10.2460/javma.2004.225.1837

Kubista, M., Andrade, J. M., Bengtsson, M., Forootan, A., Jonak, J., Lind, K., Sindelka,
R., Sjoback, R., Sjogreen, B., Strombom, L., Stahlberg, A., & Zoric, N. (2006).
The real-time polymerase chain reaction. Molecular Aspects of Medicine,
27(2-3), 95-125. https://doi.org/10.1016/j.mam.2005.12.007

Levett, P. (2001). Leptospirosis. Clinical Microbiology Reviews, 14(2), 296-326. DOI:
10.1128/CMR.14.2.296-326.2001

Levings, R. (2012). Emerging and Exotic Zoonotic Disease Preparedness and
Response in the United States — Coordination of the Animal Health Component.
Zoonoses and Public Health, 59(2), 80-94. https://doi.org/10.1111/j.1863-
2378.2012.01495.x

Lin, W., Kruse, R., Yang, K. y Musher, D. (2019). Diagnosis and management of
pulmonary infection due to Rhodococcus equi. Clinical Microbiology and
Infection, 25(3), 310-315. https://doi.org/10.1016/j.cmi.2018.04.033

Lohse, J., Paredes, E., Vargas, D. y Takai, S. (2019). Rhodococcus equi virulento aislado
de potrillos Fina Sangre de Carrera en Chile. Revista de Investigacioens
Veterinarias del Peru, 30(3), 1314- 1323.
http://dx.doi.org/10.15381/rivep.v30i3.15361

Madarame, H., Takai, S., Morisawa, N., Fujii, M., Hidaka, D., Tsubaki, S. y Hasegawa,
Y.(1996). BRIEF COMMUNICATIONS and CASE REPORTS
Immunohistochemical Detection of Virulence-associated Antigens of
Rhodococcus equi in Pulmonary Lesions of Foals. Veterinray Pathology, 33(3),
341-342. 10.1177/030098589603300312

Majak, A., Vasiljevic, T., Yeager, T. y Donkor, O. (2018). Salmonella infection —
prevention and treatment by antibiotics and probiotic yeasts: a review.
Microbiology, 164(11), 1327-1344. DOI: 10.1099/mic.0.000709

45


https://doi.org/10.2460/javma.2004.225.1837
https://doi.org/10.1016/j.mam.2005.12.007
https://doi.org/10.1111/j.1863-2378.2012.01495.x
https://doi.org/10.1111/j.1863-2378.2012.01495.x
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2018.04.033
http://dx.doi.org/10.15381/rivep.v30i3.15361
https://doi.org/10.1177/030098589603300312

Marquez, K. (2006). Estudio de la incidencia de Rhodococosis equine y su relacion con
variantes genéticas virulentas del agente etiolégico en potrillos FSC en haras de

la zona central de Chile. Tesis de Médico Veterinario. Santiago: Univ. Mayor. 60
p.

Martinez, M., Sanchez-Villegas, A., Toledo, E. y Faulin, J. (2014). Bioestadistica
amigable (3a ed.). Elsevier. https://Idigital-uss-

cl.bdigitaluss.remotexs.co/ebooks/46919-Bioestadistica amigable/

Milton, S. (2007). Estadistica para Biologia y Ciencias de la Salud (3a ed.). McGraw
Hill. https://cssdelasalud.wordpress.com/wp-content/uploads/2018/09/est-5-

estadistica-para-biologia-y-ciencias-de-la-salud-3a-ed.pdf

Miranda, D. (2003). I/dentificacion genomica de Rhodococcus equi a partir de muestras
biolégicas procedentes de equinos FSC de la zona central de Chile. Tesis de
Médico Veterinario. Santiago: Univ. Mayor. 68 p.

Moncho, J. (2015). ESTADISTICA APLICADA A LAS CIENCIAS DE LA SALUD.
Elsevier Espaia.

Moreno, T., Ramirez, R. y Az6car-Aedo, L. (2024). SEROPREVALENCIA DE
Leptospira PATOGENA, SEROGRUPOS INFECTANTES Y TITULOS DE
ANTICUERPOS DETECTADOS EN EQUINOS DE LA REGION DE LOS
LAGOS, SUR DE CHILE. Chilean Journal of Agricultural & Animal Sciences,
40(2), 341-352. https://doi.org/10.29393/CHJAAS40-29SCTA30029

Muena, J. y Vera, F. (2021). MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DEL LABORATORIO
DE HISTOPATOLOGIA VETERINARIA. Universidad San Sebastian, Facultad

de Medicina Veterinaria.

Muscatello, G. (2012). Rhodococcus equi pneumonia in the foal — Part 1:
Pathogenesis and epidemiology. The Veterinary Journal, 192(1), 20-26.
www.doi.org/10.14202/vetworld.2023.2110-2119

Nachon, H. y Bosisio, C. (2005). Enfermedades Infecciosas de los Equinos.
Universidad de Buenos Aires.

https://usam.siabcloud.com/backendsiab/viewer/viewer.php?idobra=11390&u

rlindex=0

46


https://ldigital-uss-cl.bdigitaluss.remotexs.co/ebooks/46919-Bioestadistica_amigable/
https://ldigital-uss-cl.bdigitaluss.remotexs.co/ebooks/46919-Bioestadistica_amigable/
https://cssdelasalud.wordpress.com/wp-content/uploads/2018/09/est-5-estadistica-para-biologia-y-ciencias-de-la-salud-3a-ed.pdf
https://cssdelasalud.wordpress.com/wp-content/uploads/2018/09/est-5-estadistica-para-biologia-y-ciencias-de-la-salud-3a-ed.pdf
https://doi.org/10.29393/CHJAAS40-29SCTA30029
http://www.doi.org/10.14202/vetworld.2023.2110-2119
https://usam.siabcloud.com/backendsiab/viewer/viewer.php?idobra=11390&urlindex=0
https://usam.siabcloud.com/backendsiab/viewer/viewer.php?idobra=11390&urlindex=0
https://usam.siabcloud.com/backendsiab/viewer/viewer.php?idobra=11390&urlindex=0

Naseema, U., Vairamuthu, S., Balachandran, C. y Ravikumar, G. (2017).
Seroprevalence, diagnosis and histopathological studies on leptospirosis in
horses. Indian Journal of Veterinary Pathology, 41(4), 308-313. DOI:
10.5958/0973- 970X.2017.00074.8

Pal, M., Gutama, K., Dingh, S. y Bottom, S. (2023). Rhodococcus equi: An emerging
bacterial pathogen of public health significance. Journal of Advances in
Microbiology Research, 4(1), 32-35.

https://www.microbiojournal.com/archives/2023.v4.i1.A.63

Paredes, E., Gallego, R., Canal, A., Araya, O., Chahuan, E., Thomas, P. y Zamora, J.
(2000). Primer caso descrito en Chile de neumonia y colitis por Rhodococcus
equi en un potrillo. Archivos de Medicina Veterinaria, 32(1).
http://dx.doi.org/10.4067/S0301- 732X2000000100013

Paredes, E., Moroni, M. y Navarrete, MJ. (2018). Manual de Necropsia en Animales
Domésticos. Instituto de Patologia Animal. Universidad Austral de Chile,

Valdivia, Chile. https://www.studocu.com/cl/document/universidad-austral-de-

chile/patologia-general/manual-necropsia-2018/55492540

Popoff, M. (2020). Tetanus in animals. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation,
32(2), 184-191. DOI: 10.1177/1040638720906814

Poveda, J. (2023). MANUAL DE LABORATORIO DE TECNICA HISTOLOGICA.
Universidad San Sebastian, Facultad de Ciencias de la Salud.

Rahman T., Sobur, A., Islam, S., levey, S., Hossain, J., Zowalaty, M., Rahman, T y

Ashour, H. (2020). Zoonotic Diseases: Etiology, Impact and Control.
Microorganisms, 8(9), 1405. https://doi.org/10.3390/microorganisms8091405

Rakowska, A., Cywinska, A. y Witkowski, L. (2020). Current Trends in Understanding
and Managing Equine Rhodococcosis. Animals, 10(10), 1910. DOI:
10.3390/ani10101910

Ramos-Vara, (2011). Principles and methods of immunohistochemistry. Methods in
Molecular Biology, 691, 83—-96. https://doi.org/10.1007/978-1-60761-849-2 5

47


https://www.microbiojournal.com/archives/2023.v4.i1.A.63
http://dx.doi.org/10.4067/S0301-732X2000000100013
http://dx.doi.org/10.4067/S0301-732X2000000100013
https://www.studocu.com/cl/document/universidad-austral-de-chile/patologia-general/manual-necropsia-2018/55492540
https://www.studocu.com/cl/document/universidad-austral-de-chile/patologia-general/manual-necropsia-2018/55492540
https://doi.org/10.3390/microorganisms8091405
https://doi.org/10.1007/978-1-60761-849-2_5

SackA, Oladunni, F., Gonchigoo, B., Chambers, T. y Gray, G. (2020). Zoonotic Diseases
from Horses: A Systematic Review. Vector Borne Zoonotic Diseases, 20(7),
484-495.DOI: 10.1089/vbz.2019.2541

Sellon, D. y Long, M. (2013) Equine Infectious Diseases (2a ed.). Elsevier.

Servicio Agricola y Ganadero. (2019). LISTA DE ENFERMEDADES DE DENUNCIA
OBLIGATORIA (EDQO) AL SAG.
https://sag.gob.cl/sites/default/files/enfermedades denuncia obligatoria sag 9-

10-2019.pdf

Servicio Agricola Ganadero. (2022). INFORME SANITARIO ANIMAL 2022.
https://www.sag.gob.cl/sites/default/files/Informe%20Sanitarioc%20Chile %202
0 22%20ver%20final%2015%2011%2023%20mvb.pdf

Silveira, B., Gressler, L., Cargnelutti, J., Bordin, A. y Vargas, A. (2020). GAPDH, rhbC,
and vapA gene expression in Rhodococcus equi cultured under different iron
concentrations. Microbial Pathogenesis, 139, 622-
631. https://doi.org/10.1016/j.micpath.2019.103885

Sing, A. (2015). Zoonoses — Infections Affecting Humans and Animals. Springer. DOI:
10.1007/978-94-017-9457-2

Skowron, K., Grudlewska-Buda, K. y Khamesipour, F. (2023). Zoonoses and
emerging pathogens. BMC Microbiology, 23, 232.
https://doi.org/10.1186/s12866-023- 02984-w

Snedeker, K., Anderson, M., Sargeant, J. y Weese, J. (2013) A Survey of Canadian
Public Health Personnel Regarding Knowledge, Practice and Education of
Zoonotic Diseases. Zoonoses and Public Health, 60 (7), 519-525. DOI:
10.1111/zph.12029

Stimson, A. (1907). Note on an Organism Found in Yellow-Fever Tissue. Public
Health Reports, 22(18), 541. https://doi.org/10.2307/4559008

Straffus, A. (1988). NECROPSY Procedures and Basic Diagnostic Methods For
Practicing Veterinarians. Charles C Thomas Publisher.

48


https://sag.gob.cl/sites/default/files/enfermedades_denuncia_obligatoria_sag_9-10-2019.pdf
https://sag.gob.cl/sites/default/files/enfermedades_denuncia_obligatoria_sag_9-10-2019.pdf
https://www.sag.gob.cl/sites/default/files/Informe%20Sanitario%20Chile%202022%20ver%20final%2015%2011%2023%20mvb.pdf
https://www.sag.gob.cl/sites/default/files/Informe%20Sanitario%20Chile%202022%20ver%20final%2015%2011%2023%20mvb.pdf
https://www.sag.gob.cl/sites/default/files/Informe%20Sanitario%20Chile%202022%20ver%20final%2015%2011%2023%20mvb.pdf
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2019.103885
https://doi.org/10.1186/s12866-023-02984-w
https://doi.org/10.1186/s12866-023-02984-w
https://doi.org/10.2307/4559008

Tyrosh-Levy S, Shaiman, L., Novak, S., Eyngor, M., Schvartz, G., Yakobson, B y
Steinman, A. (2024). Persistance of Anti-Rabies Antibody Response in Horses
Following Vaccination. Pathogens, 13(2), 125. DOI:
10.3390/pathogens13020125

Trevisan, L., Kowalski, A., Balzan, C., Tochetto, C., Avila, S., Garcia, M. y Castagna,
A.(2014). Coinfection by avirulent Rhodococcus equi and Klebsiella oxytoca as
a cause of atypical abortion in a thoroughbred mare. JMM Case Reports, 1(3),
1-4. DOI: 10.1099/jmmcr.0.001768

Trimble, A., Blevins, C., Beard, L. Deforno, A. y Davis, E. (2018). Seroprevalence,
frequency of leptospiuria, and associated risk factors in horses in Kansas,
Missouri, and Nebraska from 2016- 2017. PLOS One, 13(10), 1-12.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0206639

Uzal, F., Navarro, M., Asin, J. y Henderson, E. (2022). Clostridial Diseases of Horses: A
Review. Vaccines, 10(2), 318. https://doi.org/10.3390/vaccines10020318

Vargas, O.y Gonzalez, C. (2004). Amplificacion por PCR de tejidos de archivo: efecto
de los fijadores. Salud ulsS, 6(2).

https://revistas.uis.edu.co/index.php/revistasaluduis/article/view/6 36

Vazquez-Boland, J., Guiguére, S., Hapeshi, A. y MacArthur, . (2013). Rhodococcus
equi: the many facets of a pathogenic actinomycete. Veterinary Microbiology,
167(1-2), 9-33. http://dx.doi.org/10.1016/].vetmic.2013.06.016

Verma, A., Stevenson, B. y Adler, B. (2013). Leptospirosis in horses. Veterinary
Microbiology, 167(1-2), 61-66. http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2013.04.012

VitoSevica, K., Todorovic¢a, M., Varljenb, T., Slovi¢a, Z., Mati¢c, S. y Todorovi¢d, D. (2018).
Effect of formalin fixation on pcr amplification of DNA isolated from healthy
autopsy tissues. Elsevier, 120(8), 780-788.
https://doi.org/10.1016/j.acthis.2018.09.005

49


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0206639
https://doi.org/10.3390/vaccines10020318
https://revistas.uis.edu.co/index.php/revistasaluduis/article/view/636
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2013.06.016
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2013.04.012
https://doi.org/10.1016/j.acthis.2018.09.005

Wang, D., Zeng, J., Ma, H., Fouad, D. y Su, Z. (2024). Comparative Analysis of the
GutMicrobiota between Two Horse Species. Pakistan Veterinary Journal, 44(2),
449-457 .http://dx.doi.org/10.29261/pakvetj/2024.151

Wu, Q., Prager, K., Goldstein, T., Alt, D., Galloway, R., Zuerner, R., Lloyd, J. y Schwacke,

L. (2014). Development of a real-time PCR for the detection of pathogenic
Leptospira spp. in California sea lions. Diseases of Aquatic Organisms, 110(3),
165-172. DOI:10.3354/dao02752

Wuthiekanun, V., Amornchai, P., Langla, S., White, N., Day, N., Limmathurotsakul, D.
yPeacock, S. (2015). Antimicrobial Disk Susceptibility Testing of Leptospira
spp. Using Leptospira Vanaporn Wuthiekanun (LVW) Agar. The American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 93(2), 241-243. DOI:
10.4269/ajtmh.15-0180

Yadeta, W., Bashahun, G y Abdela, N. (2016). Leptospirosis in Animal and its Public
Health Implications: A Review. World Applied Sciences Journal, 34(6), 845-853.
DOI: 10.5829/idosi.wasj.2016.34.6.103113

Yamshchikov, A., Schuetz, A. y Marshall, G. (2010). Rhodococcus equi infection. The
Lancet Infectious Diseases, 10(5), 350-359. https://doi.org/10.1016/S1473-
3099(10)70068-2

Yan, W., Faisal, S., Divers, T., McDonough, S., Akey, B. y Chang, Y. (2010). Experimental
Leptospira interrogans Serovar Kennewicki Infection of Horses. Journal of
Veterinary Internal Medicine, 24(4), 912-917. https://doi.org/10.1111/j.1939-
1676.2010.00507.x

Zhu, D., Chen, H., Ou, X,, Liu, M., Wang, M., Zhao, X, Jia, R., Chen, S., Sun, K,
Yang, Q., Wu, Y., Chen, X. y Cheng, A. (2020). Comparison of
immunohistochemistry and Ziehl-Neelsen staining for detecting the distribution
of Mycobacterium avium subsp avium in naturally infected domestic Pekin
ducks (Anas platyrhynchos domestica). Veterinary Medicine and Science, 6,
242-247. DOI: 10.1002/vms3.223

50


http://dx.doi.org/10.29261/pakvetj/2024.151
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(10)70068-2
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(10)70068-2
https://doi.org/10.1111/j.1939-1676.2010.00507.x
https://doi.org/10.1111/j.1939-1676.2010.00507.x

Zilch, T., Lee, J., Saleem, M., Zhang, H., Cortese, V., Voris, N., McDonough, S., Divers,
T. y Chang, Y. (2020). Equine leptospirosis: Experimental challenge of
Leptospira interrogans serovar Bratislava fails to establish infection in naive
horses. Equine Veterinary Journal, 1-10. DOI: 10.1111/evj.13442

Zuiiga, M., Badillo, E., Abalos, P., Valencia, E., Marin, P., Escudero, E. y Galecio, S.
(2023). Antimicrobial susceptibility of Rhodococcus equi strains isolated from
foals in Chile. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 39, 231.
https://doi.org/10.1007/s11274-023-03677-2

51


https://doi.org/10.1007/s11274-023-03677-2

9. ANEXOS

9.1 Anexo 1. Adaptacién de “Instrucciones de uso de Steiner Stain Kit (For
Spirochetes)”, ScyTek (2022).

R ScyTek]s
; LABOX’\'OPIES 5

Instructions For Use

SSK-IFU

205 South 600 West Logan, Utah 84323, U.SA. - Tel (800} 729-8350 - Tel. (435) 755-9848 ~ Fax (435) 755-0015 ~ www.scytek.com Rev. 4, 7/26/2022

Steiner Stain Kit (For Spirochetes)

Description and Principle

The Steiner Stain Kt (For Spimchetss) is designed for demonstrating
Fungi, Helicobacter Pyiori, Legionella pneumophia, and Spirachete
infected tissue. Kit may be used on formalin fued, paraffin-embedded
fissue.

Bacteria are sensitized with Zinc Formalin making the organisms recaptive
fo uptake siver from a sitver nitrate solution. Siver is then chemically
reduced fo a visible metallic form wih a reducing solufon containing
hydrogquinane. Pretreatment with Oxdizer Solution improves homogenous
staining of bacteria and reduces background silver staining.

Expected Results

Spirochates: Black to Brown
Helicobactor Pylori: Black to Brown
Fungi: Black fo Brown
Legionella pneumophda Black o Brown
Background: Yeliow to Tan

Kit Contents

1. Oxidzer Solution -

2. Zinc Formalin Soluson 18-25°C
3. Gum Mastic Solufion 28°C

4. Hydroquinone 18-25°C
5. Sitver Nitrate Solufion (0.2%) 28°C
6. Sibver Nitrate Solstion (1%) 28°C
Suggested Controls (nof provided)

Helicobacter Pylori infected stomach.

Uses/Limitations

For In-Vitro Diagnossc use only.

Do not use if reagents become cloudy or precipitate

Do not use past expiration date.

Use caution when handiing reagents.

Non-Sterile

hhmedvFFPEsechuﬂmS—‘own

This procedure has not been optimized for frozen secions.
Frozen sections may require protocol modification.

Storage
Wixed storage condifons. Store according o indidual iabel instructions.

Safety and Precautions
Mmmmmmmlsm)mmwmm
GHS pictograms, and

statements.

Notes:
1. All glasswareloontainers used in fhis procedure should be chemically
claaned (blsach or acid) and rinsed thoroughly in distiled water.

2. Do not use metal foroaps to remove slides from reagents. Use plastic
forceps only.

3. Equiibrate all reagents to room temperature prior 1o use.

13. Rinse slide quickly in disflled watsr.
14. Dehydrate quickly in 3 changes of absolute alcohal.

15. Clear, and mount in synthefic resin.
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Siter Stais for e, Joundl of Histectnology, 18:2, 135138, DOI:

10.1173his. 196182135

i smm BL., (1967) e Stsies Procedure fr Mcsowsve Stsiting of
acteria, Jounsl 104, 241-

Spiroch
3 uuc 04170, 1587104 241

(™ I

2015 Sovush 600 West
Logan, UT 4321
4357550845
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e
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AN o Moenls aiell
Treponema Pofidum spirochetes In Rabbit testes stained with.
the Steiner Stain Kit {For Spirochetes)

Procedure:
Prepare Reducing Solution at Step #10 of this Procedure:
Combine:
25l 1% Hydroquinane (0.25gm Hydroguinone in 25mi
Distiled Water)

15mi Gum Mastic Sokution (2.5%)
Mix thoroughly and fiter hrough medium fiter paper.

Then Add: 6 Drops (240y) Siver Nitrate Solution (1%). Mix thoroughly.
1. Preheat Water Bath o 70° Cenfigrade.

2. Deparafinizs sectons if necessary and hydrais to distiled water.

3. Incubate sids in Oxdizer Solution for 20 minutes.

4. Rinse thoroughy in distled waier.

Note: Place 20 mi of Silver Nitrate Solufon (0.2%) in water bath to preheat.
5. Incubate sids in Zinc Fomnalin Soluion for § minutes.

6. Rinse thorcughly in distled water.

7. Incubate slide in preheated Siver mm"(\)ﬂlkxﬁmmms
at 70° Centigrade. (Note: Discard solution after this step)

8. Rinse side thoroughly in disfiled water.

9. Dehydrate sids in 2 changes of Absolute Aloohol.

Note: Prepare Reducing Soiution (sbove) and place in water bafh
preheat

10. Incubate slide in Gum Mastic Solution for 3 minutes.

11. A cry side for 1 minute or until gum mastic is completely dry.

12 Soiuton for 10-1
‘section is tan fo brown at 70° Centigrade. (Note: Discard sduima!hrﬁ'us
stap)



9.2. Anexo 2. Adaptaciéon de “Manual de laboratorio de técnica histolégica”, por
Jeraldine Poveda (2023).

ACTIVIDADES DE LABORATORIO

Objetive General:

nocer y preparar |a tincion de rutina ulilizada para el estudio de tejidos v luego
fiir algunas muestras identificando basofilia y acidofilia.

La Hematoxilina -Eosina [(HE) Se considera de rutina. Se hace actuar
sucesivamente un colorante nuclear (calidnico) v un colorante citoplasmatico
{anionica).

Procedimiento:
Desparafinar los cortes e hidratar hasta el agua mediante los siguientes pasos:

Kilal | 5 minutos
il I 5 minutos
Ciled 1M 5 minutos
WAlcohol 100 % | 1 - 5 minutos
ilcohol 100% 11 1 - 5 minutos
Alcohol 95% | 1 - 5 minutos
WAlcohol 95% 11 1 - § minutos
Alcohol 70% 1 - 5 minutos
WAlcohol 50% 1 - 5 minutos

Mota: Después de cada paso dejar escurrir el exceso de liquido.
Lavar en agua destilada 5 minutos.
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Tincidn nuclear:

Se puede utilizar diversos lipos de Hematoxilina. (Hemalumbre de Mayer, de Lillie, de
Harris, etc.)

* Hematoxilina Sg

* Alcohol 100% 50ml

* Alumbre de Potasio y de Amonio  100g

* Agua deslilada 1000ml

¢  Oxido de rojo de Mercurio 2,59
Procedimiento:

# Disolver la Hematoxilina en Alcohol absoluto.

& Calentar el agua en platina caliente y agregar el alumbre. Una vez que
haya soltado el hervor retirar del fuego. Una vez que el alumbre este bien
disuelto, agregar suavemente la hemaloxilina. Agitar con cuidado (recuerde
gue el contenedor de la solucion esta caliente)

# Colocar en platina caliente nuevamente, una vez que hierva retirar y dejar
enfriar un poco, agregar CON precaucién, en pequefias canlidades, el
Oxido de Mercurio. Agitar con precaucién y dejar que se entibie. Cambiar a
envase definitivo la solucion.

# Una vez gue estan hidratados los cortes, colocar las laminas en la solucion
de hematoxilina, la solucidn se debe filtrar, siempre que se observe en la
superficie una delgada “nata”, dependiendo del mélodo que use para realizar
la tincion, sera el iempo que las laminas permanezcan dentro de la cubeta
de hematoxilina.

o Regresivo, en esle caso se realiza una sobretincion nuclear, donde
las laminas permanecen alrededor de 5 minutos en la cubela de
tincign, para luego ser lavadas con agua corriente y diferenciadas en
alcohol acido (OH-HCI 0,5%), esta solucidn permitira extraer el
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Deshidratacion

Alcohol de 70% 10 segundos
Alcohol de 95% & minutos
Alcohol de 835% ? minutos
Alcohol de 100% ? minutos
Alcohol de 100% ?  minutos
Aclarar

ilol | 2 minutos
ilol |1 2 minutos
Lol 11 2 minutos

rdcmtar en resina sintética.

Besultados:
¥ Micleos azules
¥ Citoplasma y ofros elementos aciddfilos rosa a8
rojo

Mota: La Hematoxilina es un colorante versatil y ampliamente usado en &cnicas
histoldgicas. Se emplean para demostrar ndcleo celular, mielina, fibras elasticas,
fibrina, neuraglia, estriaciones musculares, etc.

Entre las Hematoxilinas o Hemateina posibles de ser utilizadas con este propdsito
se recomienda la Hematoxilina de Harris, como técnica de rutina, que contrasta
bien los ndcleos, dando un fondo totalmente incoloro cuando se halla bien
acelificada la solucidn.

En relacidn a la coloracidn con Eosina hay autores que prefieren ulilizar soluciones
alcohdlicas o acuosas. Este colorante da diversas tonalidades a la coloracion
citoplasmatica, asi por ). La Eosina B y Eritrosina B dan un tinte rosa- azulado a
la coloracion, mientras que la Floxina B da un tono rojo mas profundo y la Eosina
¥ rosa Amarillento.
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Colorante, lo que se debe controlar al microscopio, vigilando que solo los ndcleos
estén tefiidos.

o Progresivo, en este método, el tiempo de tincion es relativo, puede ir
desde los 15 segundos a 1 minuto el tiempo de tincion optimo (si la
hematoxilina esta recientemente preparada). De esta forma primero
se deja 15 segundos, se lava y se observa al microscopio, buscando
gue los ndcleos tengan una tincidn adecuada.

¥ Lavado abundante en agua corriente. (este paso se hace para azular los
lgjidas)

= Pasar los cortes por agua destilada.

¥ Lavado en agua corriente (10 minutos)

¥ Lavado en agua destilada. (solo una pasada)

Nota:
Si se desea apresurar el viraje o azulamiento se debera hacer inmersiones en

Amoniaco 3% hasta gque las muestras se tomen azules. Luego lavar
abundantemente en agua para que no gueden restos de amoniaco.

2.-Tincidn citoplasmatica

Esta se realiza generalmente con eosina al 1%, o bien una mezcla de eosina-
floxina al 0.5%, en proporciones de 1:1

Preparacion de la eosing:
Disolver 1g de Eosina Y alcohdlica.

Procedimiento:
7 Una vez realizada |a tincion nuclear, se procede a la tincion del citoplasma:
= Colocar los cortes en la solucion de eosina por 30 seg. a 3 minutos
# Lavado rapido en agua destilada, solo para retirar exceso de colorante
¥ Pasar por alcoholes ascendentes para deshidratar el corte.
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9.3. Anexo 3. Guia de analisis tisular de la tecnéloga médico Jeraldine Poveda
(2023).

BACILOS ALCOHOL — ACIDO RESISTENTES
A.- Método Ziehl Neelsen:

Eilacién:  Formalina o cualquier tejido bien fijado.

Soluciones.

a) Solucién de Carbol Fucsina:

* Fucsina basica 1g.
* Alcohol absoluto 10mil.
* H20 Fenicada al 5% 90ml

La solucién dura afios (filtrar antes de usar)

b) Alcohol Clorhidrico al 1 %: 1cec de Ac. Clorhidrico, hasta completar un volumen
de 100ml con alcohol absoluto
.c)  Coloracién nuclear: Azul de metileno al 1 % o hematoxilina de Harris .(ver
colorantes nucleares).

Procedimiento:

1) Desparafinar e Hidratar hasta el H20 destilada.

2) Latincion con Carbol Fucsina (sol. (a) puede realizarse tifiendo sobre la lamina
por 30 min a RT, o colocando un trozo de papel filiro humedo sobre tejido,
agregar el colorante y calentar la lamina en el mechero hasta que se
desprendan vapores.

3) Lavar en H20 corriente.

4) Diferenciar en alcohol clorhidrico (sol {b) hasta que no se desprenda colorante.
(20 seg. a varios minutos).

5) Lavar en H20 corriente 2-3minutos.

6) Tincidon de contraste con azul de metileno al 1% por 30 seq a RT.

7) Lavar en H20 Corriente., secar el corte.

8) Dejar secar al aire y montar en resina.

92
Resultados:
v Bacilos Alcohol-Acido Resistente rojos
v Nucleos azules.
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9. 4. Anexo 4: Hallazgos macro y microscopicos de vaca con Paratuberculosis, se

observan las bacterias acido alcohol resistentes. Control positivo tincion Z-N.

Imagen superior izquierda: enteritis granulomatosa. Imagen inferior izquierda:

linfangitis. Imagenes superior e inferior derecha: bacterias acido alcohol resistentes.
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9.5. Anexo 5. Intestino de cerdo con tincion S-S, diagnosticado con la espiroqueta
Lawsonia intracelularis en la Unidad de Morfologia y Diagnéstico de la Universidad
San Sebastian, Sede de La Patagonia.
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9.6. Anexo 6. Adaptacion de “Histoscore”, adaptado por Gabriel Fernandez (2024),
por Carla Barria (2023).

Tabla 2. Graduacidn de Histoscore para Inflamacion.

INFLAMACION
Ausente 0 Sin presencia de células inflamatorias
Leve 1 Presencia de foco de infiltracion de células inflamatorias.
Moderada 2 Presencia de infiltrado de células inflamatorias multifocal.

Infiltracion de células inflamatorias difusa que abarca gran
parte del tejido afectando la estructura normal.

Fuente: Adaptado de Hallazgos Histopatoldgicos En Organos De Ejemplares De Visén (Neovison Vison) De Las Regiones De Los
Rios Y Los Lagos, por C. Barria, 2023. Derechos Reservados 2023 para Universidad San Sebastian.

Severa 3

Tabla 3. Graduacidn de Histoscore para Necrosis.

NECROTICOS
Ausente 0 Sin presencia de nicleos picnoticos.
Leve 1 Picnosis focal.
Moderada 2 Picnosis multifocal.
Severa 3 Picnosis difusa, abarca gran parte del tejido.

Fuente: Adaptado de Hallazgos Histopatologicos Em Gr@nus De Ejemplares De Vison (Neovison Vison) De Las Regiones De Los
Rios ¥ Los Lagos, por C. Barria, 2023. Derechos Reservados 2023 para Universidad 5an Sebastian.

Tabla 4. Graduacidn de Histoscore para Trastornos Circulatorios.

CIRCULATORIOS

Ausente 0 Sin presencia de lesiones circulatorias.
Leve 1 Lesién circulatoria focal.
Moderada 2 Lesiones circulatorias multifocales o de distinto origen.

Lesiones circulatorias de distinto origen y que abarcan gran

Severa 3 parte del tejido.

Fuente: Adaptado de Hallazgos Histopatoldgicos En Grganos De Ejemplares De Visén [Neovisan Vison) De Las Regiones De Los
Rios ¥ Los Lagos, por C. Barria, 2023, Derechos Reservados 2023 para Universidad San Sebastian.

Tabla 5. Graduacién de Histoscore para Trastornos Degenerativos.

DEGENERATIVOS
Ausente 0 Sin cambios degenerativos.
Leve 1 Lesién degenerativa focal.
Moderada 2 Degeneracién multifocal con grado de infiltracién
moderada.
Degeneracién severa, ocupando gran parte del tejido, de
Severa 3 caracter irreversible.

Fuente: Modificado de Hallazgos Histopatologicos En Organos De Ejemplares De Visdn (Neovison Vison) De Las Regiones De
Los Rios ¥ Los Lagos, por C. Barria, 2023, Derechos Reservados 2023 para Universidad San Sebastidn.

Tabla 6. Graduacién de Histoscore para Trastornos del Crecimiento Celular.

DEL CRECIMIENTO CELULAR

Ausente 0 Tejido sin anormalidad.
Leve 1 Cambios estructurales a nivel celular, de distribucién focal
en el tejido.

Zonas multifocales con cambios en aspecto funcional y
estructural a nivel celular.
Trastorno en estructura celular generalizado, abarcando

gran parie del tejido.
Fuente: Modificado de Hallazgos Histopatologicos En Organos De Ejemplares De Visdn [Neovison Vison) De Las Regiones De
Los Rios Y Los Lagos, por C. Barria, 2023. Derechos Reservados 2023 para Universidad San Sebastian.

Moderada 2

Severa 3
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9.7. Anexo 7. Protocolo descrito para reactivo Brilliant Il SYBRGreen qPCR por
Stratagene (2007).

PROTOCOL

Preparing the Reactions

Notes (e the rube comtaimng the Brilliane I S¥YBRE Green OPCR
master mix is thawed, store it on ice while sefting up the reactions.
Following inictal thawing of the masier mix, siore the unused
portion at 4°C. Multiple freeze-thaw cveles should be avoided.
SYBR Green I dye (present in the master mix) is lighf-sensifive;
solutions contoining the master mix should be protected from
light whenever possible.

It is prudent to set up a no-template control reaction te screen for
contamination of reagents or falve amplification.

I. If the reference dye will be included in the reaction, (optional), dilute
the dye solution provided 1:500 (Mx3000F, Mx3005P, and Mx4000
instruments) or 1:50 (ABI PRISM 7700 and ARBI 7900HT
instruments) wsing nuclease-free PCR-grade H,0. For  other
imstruments, use the puidelines in the Reference Dve section under
Preprotocol - Comsiderations. Keep  all solutions  conlaining  the
reference dye protected from light.

Note If using a svstem other than the Mx2000FP, Mx305P or
MedUK) instruments, the use of the reference dve mayv be
required for optimal results.

2. Prepare the experimental reactions by ocombining the following
components fn order. Stmlagene recommends preparng a single
reagent mixture for douplicate experimental reactions and duplicate
no-lemplate-controls (plus at least one reaction volume excess), using
multiples of each component listed below.

Experimental Reaction
Muclease-free PCR-grade water 1o adjust the final volume 1o 25 pl
(including experimental DNA)
12.5 pl of 2% Brilliant I1 SYBR Green QPCR master mix
x ul of upstream primer ( 200-600 n® final concentration)
x pl of downstream primer (200600 nM final concentration)
0.375 pl of diluted reference dye (optional )

Note A rwal reaction velume of 50 yf may alse be used.

3. Gently mix without creating bubbles (do not vortex), then distribute the
mixiure to the individual experimental reaction tubes.

4. Add xpl of experimental gDNA, cDNA, or plasmid DNA w0 each

reaction.
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5. Gently mix the reactions without creating bubbles (do not vortex).

Note  Bubbles interfere with fluorescence detection.

6. Centrifuge the reactions briefly.
PCR Cycling Programs

7. Place the reactions in the instrument and run one of the PCR programs
listed below. Stratagene recommends a two-step cycling prowoeol for
mosl primerftiemplate systems. For targets <150 bp in length, the fast
protocol with two-step cvcling may be used o decrease run times
withoul compromising amplification efficiency. For primers with Low

melling tlemperatures, the three-step cycling protocal may be optimal.

Recommended Protocol with Twe-Step Cycling (All Targets)

Cyeles Duration of cycle Temperahure
1 10 rrirnees® f5°C
40 30 seconds P55C
1.0 mivwube’ &H0C

* Initial 10 minube incubation is required fo activabe the DA polymerass

b B the temperobure cycler to detect and report fluorescence during the

annealingfexension sep of sach cpele.

Fast Protocol with Two-5tep Cycling (Targets <150 bp)

Cyeles Duration of eyele Temperaiure
1 15 rirndes P55C
40 10 seconds 955C
30 seconds &0AC

¢ Initial 15 minube incubation is required o activate the DMA polymerass

b Sab the temperabure cycler to detect and report Huorescence during the

annealing/exension sep of sach epele,

Alternative Protocel with Three-Step Cycling (All Targets)

Cyeles Duration of cycle Temperahure
1 10 rrirnees® f5°C
40 30 seconds 95°C
1.0 mivwbe’ 50-&0°C
30 seconds FIC

* Initial 10 minube incubation is required fo activabe the DA polymerass

¥ Sl the bermperature cpcler bo debect and repordt lusrescence during the annrealing

and exiension slep of soch cpele.

¢ Choose an appropricte annealing bermpenature bar the primers sef wvsed.
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9.8. Anexo 8. Informe de Diagndstico Seroldgico para Leptospira spp. con técnica
de microMAT, del caso 133-24-N, por el Servicio Agricolay Ganadero (2024). Control
positivo de Leptospira spp.

REGISTRO DE Protocolo | Fecha Toma Fecha Fecha
N® Muestra Recepcion Ciarre
PROTOCOLO AMIMAL 331885 13-11-2024 27-11-2024 |06-12-2024

Servicio Agricola y Ganadero

1. IDENTIFICACION DEL LUGAR DE MUESTREO

RUP
10.1.05.0155

2. INFORMACION DEL PROTOCOLO

CANTIDAD ANIMALES | COLMENA CANTIDAD MUESTRAS
1 1

NOMBRE DE ESTABLECIMIENTO
LAS JUNTAS DEL LOPEZ

OBJETIVO MUESTRED NUMERO DE DENUNCIA
Muesireo interno/Autocantral
LABORATORIO ESPECIE
Laboratorio Lavel Bavinos

3. IDENTIFICACION DEL MEDICO VETERINARIO
[ NOMBRE

4. RESUMEN DE MUESTRAS

ENFERMEDAD TECHICA TIPO DE MUESTRA CANTIDAD ANALISIS
Brucelosis (B. abortus) Aglutinacion (Rosa de Bengala) Suera 1
Diarrea Viral Bovina ELISA - Indirecta Suera 1
Diarrea Viral Bovina ELISA Antigeno Suero 1
Fiebre G {Coxiella burnetli) ELISA - Indirecta Suera 1
Leptospirosis MAT Suaro 1
Neosporosis (M. caninum) ELISA - Indirecta Suero 1
Rinotraquedlis Infecciosa Bovina ELISA - Indirecto Suero 1
(IBR)
5. DETALLE DE ANALISIS
Facha
lanalisi Id Id Tij Valor
=T Rup origen| ' lcategorid Enfermedad| Tecnica | 'P° | Resultado Emisitn
Oficial Muestral Animal |Analisis IMuestral Resultado
IResultado
F—— Puglutinacion, " 2511
MUCe0sIs o —
sl 1 10.1.05.0155[15600542{18001583 Vaca (B. aboetus) (Rosa de | Suero paeconants 0 2004
Bangala)
NO 1 o.1.0s.0155h5600542]iB001584) vaca |DRMTRR VRN ELISA- g o Mo 76 p6-12-
Bavina Indirecto reaccionante 2024
Fiebra O
NO 1 [10.1.05015515600542(18001585 Vaca | (Coxiella ELISA- 1| giero Na 4 pa-12-
. Indirecto reaccionanie 2024
burnedtti)
Hardjo:3200
Pormonz:100)
L ) Tarassovi: 28-11-
NO 1 10.1.05.0155(15600542|1B001588 Vaca |Leplospirosis MAT Suero [Reaccionants| 100 2004
Autumnalis
6400
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9.9. Anexo
Tek (2024).

9. Adaptacién de manual de “E.Z.N.A.® FFPE DNA Kit” por Omega Bio-

E.Z.N.A.° FFPE DNA Kit @ omega

Revision No: 2.0

BIO-TEK

Quick Guide Oz A0

LYSE

Please visit www.omegabiotek.com for a downloadable user manual containing I
additional protocols, troubleshooting tips, and ordering information. E
Supplied by user:
Product D3399-00 D3399-1 + Tabletop micracentrifuge capable of 14,0009
A — 5 - + Water baths or heat blocks capable of 37°C, 55°C, 70°C, and 90°C
MicroElute® LE DNA Columns 5 50 + Nuclease-free 1.5 ar 2 mL microcentrifuge tubes
2 mL Cellection Tubes 15 150 + Muclease-free pipetie tips
B Buffer 15mL 12mlL :mw’m’m'
FTL2 Buffer 15mlL 12mL + Xylene
+ 3M NaDH
HEC Buffer 5 mL 25mL : Aionised water
DMNA Wash Buffer 5mL 25mL - Optional: ANase A (20 mgimL)
Elution Buffer 2mL 30mL
Before starting:
Proteinase K Solution 150pl 1.5mL + Prepare HBC Buffer and DNA Wash Buffer according to the
directions on the bottles.

+ Set water baths or heat blecks to 37°C, 55°C, 70°C, and 90°C.
+ Heat Ehstion Buffer to 70°C.

DNA Extraction and Purification from FFPE - Xylene Method
1. Add 1 mL xylene to a 1.5 mL or 2 mL micracentrifuge tube.

2. Cut 3-8 paraffin sections 5-10 um thick. Do not use the first 2-3 sections. Immediately place the section(s) into the xylene.
Vartex for 20 seconds to mix thoroughly.

3. Centrifuge at maximum speed for 2 minutes. Aspirate and discard the supernatant. Do not disturb the pellet.
4. Add 1 mL 100% ethanol. Viartex to mix thoroughly.
5. Centrifuge at maximum speed for 2 minutes. Aspirate and discard the supernatant. Do not disturb the pellet.

6. With the lid open, dry the pellet at 37°C for 15 minutes. Carefully aspirate any residual ethanol with a pipettor before
proceeding to the next step.

7. Add 200 pL FTL2 Buffer and pipet up and down to resuspend the pellet.

B.  Add 20 pl Proteinase K Solution. Vortex to mix thoroughly.

9. Incubate at 55°C for 3 hours. Incubation can proceed overnight.

10. Incubate at 20°C for 10-30 minutes. Centrifuge the tube briefly to collect any liguid adhering to the lid.

Optional: If RNA-free gDMNA is required, add 10 pL RMNase A (20 mg/mL, not provided) and let sit for 5 minutes at room
temperature.

11. Add 220 pl BL Buffer. Vortex to mix thoroughly.
12, Add 250 pL 100% ethanal. Vortex to mix thoroughly.

13. Insert a MicroElute® LE DNA Column into a 2 mL Collection Tube (provided) and follow the column equilibration steps
listed below:

.om:gg Omaega Bio-tek, Inc. | P TT0-933-B400 | infoor iotek.com | www: iotakcom OMFIE
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E.Z.N.A.® FFPE DNA Kit Quick Guide

Protocol for Column Equilibration:

16.

17.

18

19,

20.

21.

23,

24,

25,

Add 100 pL 3M NaOH ta the MicroElute® LE DNA Column.
Centrifuge at 10,000 x g for 30 seconds.

Add 500 pL sterile deionized water to the MicroElute® LE DNA Column.
Centrifuge at 10,000 x g for 30 seconds.

Discard the filtrate and reuse the collection tube.

e pa

. Transfer the entire sample from Step 12 (including any precipitates) to the MicroElute® LE DNA Column_

. Centrifuge at 10,00 g for 1 minute. Discard the filtrate and the collection tube.

Transfer the MicroElute® LE DMA Column to a new 2 mL Collection Tube.

Add 500 pL HBC Buffer diluted with 100% isopropanal (see the bottle for instructions). Centrifuge at 10,0009 for 1 minute.
Discard the filtrate and the collection tube.

Transfer the MicroElute® LE DMA Column to a new 2 mL Collection Tube.

Add 700 pL DNA Wash Buffer diluted with 100% ethanol (see the bottle for instructions). Centrifuge at 10,0004 for 1
minute. Discard the filtrate and reuse the collection tube.

Repeat Step 19 for a second DNA Wash step.

Centrifuge the empty MicroElute® LE DNA Column at maximum speed for 2 minutes to dry the column. This step is critical
for removal of trace ethanol that may interfere with downstream applications.

. Place the MicroElute® LE DNA Column into a new 1.5 mL microcentrifuge tube.

Add 50-75 pl Elution Buffer heated to 70°C. Let sit for 3 minutes at room temperature. Centrifuge at maximum speed for 1
minute.

Repeat Step 23 for a second elution step.

Store eluted DMA at -20°C.
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9.10. Anexo 10. Tabla con resultados de cuantificacion de ADN de muestras para
qPCR (Elaboracion propia, 2025).

Cuantificacién ADN 260/280

Higado 1,425 0,83
101-11-N RifGN 1,652 0,87
214-24-N Intestino 43,637 1,76
Higado 231,223 1,86
328-24 Pulmén 140,296 1,79
Rifion 1,079 0,81
444-14-N Pulmén 0,96 0,83
Higado 1,421 1,16
788-16-N Rifion 1,363 1,15
Pulmén 1,217 1,08
Higado 149,33 1,83
862-23 (Control Rifion 394,026 1,87
positivo R) Pulmén 149,83 1,93
Intestino 101,816 1,84
Rifidn 0,796 0,89
891-17-E Pulmén 0,7 0,8
Higado 14,022 0,8
894-17-N Pulmén 12,339 0,79
Higado 1,256 1,07
921-17- Rifion 13,16 0,8
Higado 16,044 0,75
Rifion 15,549 0,75
1063-18-N Pulmoén 16,405 0,76
Intestino 15,402 0,75
Higado 15,523 0,75
1167-18-N Rifion 14,551 0,75
Pulmoén 15,611 0,76
1314-19-H Higado 1,238 1,03
1320-19-H Intestino 2,357 1,22
Higado 13,02 0,79
1417-20-H Rifidn 12,828 0,78
Pulmoén 15,32 0,8
1473-21-N Higado 18,114 0,82
Higado 15,87 0,77
Rifidn 15,249 0,77

2188-24-H g ) ,
Pulmoén 15,83 0,79
Intestino 14,383 0,78
Higado 1,101 1,08
2203-24-H Rifion 2,328 1,28
Pulmoén 2,188 1,32
Higado 5,601 1,48
Rifidn 14,722 0,86

2245-24-H ’ ’
S Pulmoén 14,117 0,85
Intestino 14,581 0,85
B2 (Eollel Rifion 6,644 1,29

positivo L.)
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9.11. Anexo 11. Decreto N°389 Exento, Ministerio de Agricultura (2019).

23/7/24, 17:04 Ley Chile - Decreto 389 EXENTO 21-NOV-2014 MINISTERIO DE AGRICULTURA - Biblioteca del Congreso Nacional
AT Gitioteca de ¢
. Biblioteca del Congreso ‘ :
‘\\\o Nacional de Chile / BCN Ley Chile

DECRETO 389 EXENTO | ESTABLECE ENFERMEDADES DE DECLARACION OBLIGATORIA PARA LA
APLICACION DE MEDIDAS SANITARIAS Y DEROGA DECRETQS QUE INDICA

MINISTERIO DE AGRICULTURA
Promulgacion: 14-NOV-20714 Publicacién: 21-NOV-2014
Version: Ultima Versian - 02-JUL-2019
Ultima modificacidn: 02-JUL-2019 - Decreto 65 EXENTO
Url: hitpsdwww ben cl/leychile/navegar?i=1070774&f=2019-07-02
Url Corta: hitps:/#/ben.cli3lrug

ESTABLECE ENFERMEDADES DE DECLARACION OBLIGATORIA PARA LA APLICACION DE MEDIDAS SANITARIAS Y DEROGA
DECRETOS QUE INDICA

Nam. 389 exento.- Santiago, 14 de noviembre de 2074.- Vistos: Lo establecido en el articulo 32, N° 8, de la Constitucion
Politica del Estado; lo dispuesto en el DFL RRA N° 16 de 1963, que establece normas sobre Sanidad y Proteccidn Animal;
DFL N° 294 de 1960, del Ministerio de Hacienda, que establece funciones y estructura del Ministerio de Agricultura; lo
establecido en la Ley N° 18.755, Organica del Servicio Agricola y Ganadero; el decreto N® 186 de 1994, del Ministerio de
Agricultura; los decretos N© 644 de 1951; 390 de 1965; 10 de 1975; 525 de 1977, 299 de 1979; 356 de 1980; 5 de 1984; 20
de 1986; 3 de 1992; 1,192 de 1992; 249 de 1996; 55 de 1998; 144 de 1998; 157 de 2000; 191 de 2000; 216 de 2000; 199 de
2007; 307 de 2002; 300 de 2006; 327 de 2006; 244 de 2007 y 736 de 2012, todos del Ministerio de Agricultura, y la
resolucidn N° 1.600 de 2008, de la Contraloria General de la Republica
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Table Analyzed

P value and statistical significance
Test
P value
P value summary
One- or two-sided
Statistically significant (P < 0.05)?

Data analyzed
Number of rows
Number of columns

Table Analyzed

P value and statistical significance
Test
P value
P value summary
One- or two-sided
Statistically significant (P < 0.05)?

Data analyzed
Number of rows
Number of columns

Table Analyzed

P value and statistical significance

Test

P value

P value summary

One- or two-sided

Statistically significant (P < 0.05)?

Data analyzed
Number of rows
Number of columns

Table Analyzed

P value and statistical significance
Test
P value
P value summary
One- or two-sided
Statistically significant (P < 0.05)?

Data analyzed
Number of rows
Number of columns
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9.12. Anexo 12. P valores de Prueba Exacta de Fisher, calculados con GraphPad
Prism 10, para trastornos inflamatorios. (Elaboracion propia, 2025).

Trastornos Inflamatorios

Fisher's exact test
0.0204

NA

Yes

4
4

Trastornos Circulatorios

Fisher's exact test
0.4461

ns

NA

No

Trastornos Necréticos

Fisher's exact test
0.0100

NA

Yes

4
4

Trastornos Degenerativos

Fisher's exact test
<0.0001

NA

Yes



9.13. Anexo 13. P valores de Prueba Exacta de Fisher, calculados con GraphPad
Prism 10, para asociacion entre hallazgos histopatolégicos de Leptospira spp. y
resultado qPCR. (Elaboracion propia, 2025).

Table Analyzed Relacion histopatologia y gPCR Rhodococcus

P value and statistical significance

Test Fisher's exact test
P value 0.2890
P value summary ns
One- or two-sided Two-sided
Statistically significant (P < 0.05)7 Mo
Data analyzed qPCR positivo qPCR negative | Total
Lesiones presentes 3 15 18
Lesiones ausentes 1 25 26
Total 4 40 44
Percentage of row total qPCR positivo qPCR negativo
Lesiones presentes 16.67% 83.33%
Lesiones ausentes 3.85% 96.15%
Percentage of column total qPCR positivo qPCR negativo
Lesiones presentes 75.00% 37.50%
Lesiones ausentes 25.00% 62.50%
Percentage of grand total qPCR positivo qPCR negativo
Lesiones presentes 6.82% 34.09%
Lesiones ausentes 2.27% 56.82%
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9.14. Anexo 14. P valores de Prueba Exacta de Fisher, calculados con GraphPad
Prism 10, para asociacion entre hallazgos histopatolégicos de Rhodococcus equi
y resultado qPCR. (Elaboracién propia, 2025).

Table Analyzed Relacion histopatologia y gPCR Rhodococcus

P value and statistical significance

Test Fisher's exact test
P value 0.2890
P value summary ns
One- or two-sided Two-sided
Statistically significant (P < 0.05)7 Mo
Data analyzed qPCR positivo qPCR negative | Total
Lesiones presentes 3 15 18
Lesiones ausentes 1 25 26
Total 4 40 44
Percentage of row total qPCR positivo qPCR negativo
Lesiones presentes 16.67% 83.33%
Lesiones ausentes 3.85% 96.15%
Percentage of column total qPCR positivo qPCR negativo
Lesiones presentes 75.00% 37.50%
Lesiones ausentes 25.00% 62.50%
Percentage of grand total qPCR positivo qPCR negativo
Lesiones presentes 6.82% 34.09%
Lesiones ausentes 2.27% 56.82%

70



9.15. Anexo 15. P valores de Prueba Exacta de Fisher, calculados con GraphPad
Prism 10, para asociacioén entre tincién S-S y resultado qPCR. (Elaboraciéon propia,
2025).

Table Analyzed relacidn S5 gPCR

P value and statistical significance

Test Fisher's exact test
P value =0.9999
P value summary ns
One- or two-sided Two-sided
Statistically significant (P < 0.05)7 Mo
Data analyzed qPCR positivo qPCR negative | Total
S5 positivo 0 1 1
S35 negativo 0 13 13
Total 0 14 14
Percentage of row total qPCR positivo qPCR negativo
S5 positivo 0.00% 100.00%
S5 negativo 0.00% 100.00%
Percentage of column total qPCR positivo qPCR negativo
S5 positivo 7.14%
S5 negativo 92.86%
Percentage of grand total qPCR positivo qPCR negativo
S5 positivo 0.00% 7.14%
S5 negativo 0.00% 92.86%
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9.16. Anexo 16. P valores de Prueba Exacta de Fisher, calculados con GraphPad
Prism 10, para asociacion entre tincién Z-N y resultado qPCR. (Elaboraciéon propia,
2025).

Table Analyzed relacidn ZM y gPCR

P value and statistical significance

Test Fishers exact test

P value

P value summary

0.0351

*

One- or two-sided Two-sided
Statistically significant (P < 0.05)7 Yes

Data analyzed qPCR positivo qPCR negativo | Total
ZN positivo 2 0 2
ZM negativo 2 15 17
Tatal 4 158 19

Percentage of row total
ZN positivo
ZM negativo

Percentage of column total
ZN positivo
ZM negativo

Percentage of grand total
ZN positivo
ZM negativo

qPCR positivo
100.00%
11.76%

qPCR positivo
50.00%
50.00%

gqPCR positivo

10.53%
10.53%
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qPCR negativo
0.00%
858.24%

qPCR negativo
0.00%
100.00%

gPCR negativo
0.00%
78.95%



