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RESUMEN

La mieloencefalitis equina por protozoos, conocida como
EPM, es causada principalmente por Sarcocystis neurona y
produce pérdidas significativas en la produccion equina. Se
caracteriza por presentar signologia nerviosa variable en la
que predominan la ataxia y atrofia muscular focal. La distribu-
cién de EPM se restringe al continente Americano, acorde a
la distribucién de los hospedadores definitivos de S. neurona,
las comadrejas Didelphis albiventris y D. virginiana. En el pre-
sente trabajo monografico se revisan y actualizan aspectos
sobre etiologia, historia, patogenia, diagnéstico, epidemiologia
en Ameérica y Argentina, su tratamiento y el control de la EPM.
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SUMMARY

Equine Protozoal Mieloencephalitis.

Equine Protozoal Mieloencephalitis (EPM) is generally caused
by Sarcocystis neurona and could produce important eco-
nomical looses on equine production. The principal signs are
diverse neurological disorders principally with ataxia and focal
muscle atrophy. EPM distribution is restricted to the American
continent, according to the distribution of the definitive hosts
of S. neurona, the opossums Didelphis virginiana and D. albi-
ventris. The present manuscript reviews and updates aspects
of etiology, history, pathogenesis, diagnosis, epidemiology,
treatment and control of the EPM in Argentina and America.

Introduccion

La entidad clinica conocida como EPM
(sigla del inglés: Equine Protozoal
Myeloncephalitis) es una mieloencefali-
tis que ocurre en equinos de América,
causada por protozoarios. Se caracte-
riza por la presentacion de anormali-
dades neurolégicas que son ocasiona-
das por las lesiones que produce el
agente etiologico en el sistema nervio-
so central y varian segun las localiza-
ciones del mismo. Sarcocystis neurona
es el agente etiolégico mas frecuente
de EPM en Norte América, pero se con-
sidera que también podria ser causada
por los protozoarios Neospora caninum
y Neospora hughesi'?. Es importante
remarcar que solo un porcentaje de
los equinos infectados con S. neurona
desarrollan signos neurolégicos de im-
portancia.

La EPM puede afectar a equinos de
diferentes edades, raza o sexo. Cual-
quier equino que muestre anormalida-
des neurolégicas, o una “cojera” sutil
cuya causa no ha podido establecerse
claramente después de un examen cui-

dadoso, puede tener EPM. Los signos
clinicos dependen de la localizacion
de los protozoos dentro del sistema
nervioso central e incluyen debilidad,
tropiezos frecuentes, mala posicion de
uno o varios miembros, atrofia de los
musculos por denervacion, ataxia, in-
clinacion de la cabeza o asimetria fa-
cial. El inicio de los signos puede ser
agudo o mas comunmente, insidioso.
Un caballo seriamente afectado puede
ser incapaz de levantarse y/o de comer.
En infecciones tempranas o menos
severas, pueden ocurrir cojeras leves
o cualquier combinacion de los signos
mencionados. En la mayoria de los ca-
sos, los caballos afectados estan aler-
tas y con apetito normal.

En EE. UU. se ha estimado que esta
enfermedad podria ocasionar pérdidas
millonarias en la produccién equina?.

Etiologia
Sarcocystis neurona es un protozoario

del grupo de los coccidios (Apicom-
plexa: Sarcocystidae). Las comadrejas

son sus hospedadores definitivos (HD)
y varias especies de mamiferos son
sus hospedadores intermediarios (HI)
naturales o aberrantes. La historia de
S. neurona y su asociacién como caus-
al de EPM se encuentra resumida en
la Tabla 1.

Las comadrejas Didelphis virginiana de
Norte América y D. albiventris de Suda-
mérica, son hospedadores definitivos
que excretan en sus heces ooquistes
yl/o esporocistos. A diferencia de otras
especies de Sarcocystis, S. neurona
tiene un amplio rango de HI como los
mapaches, armadillos, nutrias mari-
nas, zorrinos, gatos, otros mamiferos
y hasta probablemente aves®*. En el
afo 1995 se postuld que S. neurona
y S. falcatula eran la misma especie®,
pero estudios posteriores brindaron
evidencia de que ambos protozoos
son bioldgica y estructuralmente dife-
rentes®8. Por lo expuesto se considera
muy importante la correcta diferen-
ciacion molecular y bioldgica entre
S. neurona y S. falcatula. Los HD de
este ultimo protozoo también son las
comadrejas, siendo diversas especies
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Tabla 1.

Historia de Sarcocystis neurona y la EPM.

Contribucion/aino(s) Ref.
Reconocimiento del sindrome clinico sin definicion del agente etiolégico/1970 82
Primera identificacion de protozoarios en tejidos con lesiones/1974 63,64, 83
Definicion de EPM como enfermedad/1974-76 70,71
Introduccion de la terapia anti-protozoarios/1974-76 70,71
Se considera que los protozoos causales de EPM pertenecen al género 15,16
Sarcocystis /1976-80
Primer aislamiento del protozoario en cultivo celular, es nombrado Sarcocystis 17, 18
neurona /1991
Descripcion del desarrollo in vitro/1991 17,84
Desarrollo del Western blot para diagnéstico de S. neurona/1993 37
Introduccion de la técnica de PCR para diagndstico y caracterizacion 85, 86
molecular/1994
Se propone a la comadreja (D. virginiana) como hospedador definitivo (HD) de 87
S. neurona/1995
Es inducido el sindrome EPM en caballos alimentados con esporocistos de 24
comadrejas/1997
S. neurona es diferenciado de S. falcatula en base a la susceptibilidad a S. 6,8
neurona de ratones inmunodeficientes/1997-98
Se confirma a las comadrejas como HD por la induccion de sindrome tipo EPM 6
en ratones inmunosuprimidos alimentados con esporocistos/1998
Se inician estudios in vitro e in vivo de agentes terapéuticos/1999-2001 73,88
S. neurona es aislado de SNC de hospedadores no equinos/2000 21
Se describe a la comadreja Sudamericana (D. albiventris ) de Brasil como HD de 89
S. neurona/2001
Se detectan los quistes musculares de S. neurona y se completa el ciclo 90
biol6gico/2000
Se propone al equino como hospedador intermediario/2005 10
Se presentan nuevas pruebas de que ciertas aves podrian ser hospedadores 3
intermediarios de S. neurona /2008

de aves los HI (9).

Los HI naturales ingieren los esporocis-
tos que contienen 4 esporozoitos, que
se liberan en la luz intestinal, invaden
los tejidos, se multiplican asexualmente
y luego forman quistes en los muscu-
los. Los HD se infectaran al comer los
quistes musculares, los parasitos se
multiplicaran en el intestino y luego de
una multiplicacion sexual, formaran
los ooquistes y esporocistos que seran
eliminados con las heces de la co-
madreja (Figura 1). Los esporocistos

son ovales y miden 10 x 8 ym aproxi-
madamente; los merontes maduros
pueden medir 30 ym y los quistes mus-
culares que son microscopicos miden
700 uym aproximadamente y tienen una
pared de 1-2 ym de espesor.

En los hospedadores intermediarios
aberrantes solo se identificaron estados
asexuales del parasito (merontes con
merozoitos) en el cerebro y la médula
espinal; pueden afectar cualquier parte
del sistema nerviosos central (SNC) y
ser detectados en preparados histoldgi-

cos. El equino es considerado hospe-
dador aberrante? aunque un reporte lo
ubica como intermediario, basandose
en evidencias morfolégicas y molecula-
res de quistes detectados en musculos
de la lengua de un equino'®.

A diferencia de otros coccidios, la multi-
plicacion asexual dentro de las células
del hospedador intermediario ocurre
por endopoligenia libre en el citoplasma
(sin vacuola parasitéfora). Ultraestruc-
turalmente, los merozoitos del género
Sarcocystis carecen de roptrias.
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Figura 1.
Ciclo evolutivo de Sarcocystis neurona (Tomado y adaptado de Dubey y col., 2001).
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Tomado y adaptado de Dubey y col., 2001.

Neospora caninum y N. hughesi tam-
bién son protozoarios del tipo Apicom-
plexa estrechamente relacionados en-
tre si y son agentes que potencialmente
pueden ocasionar EPM, aunque son
muy pocos los casos descriptos' 13,

Neospora caninum se localiza prefe-
rentemente en el SNC; infecta princi-
palmente a los bovinos ocasionando
abortos, signos neuroldgicos en terneros
y pérdidas en la producciéon de carne
y leche. También infecta a los perros y
otros canidos en los que puede causar
enfermedad sistémica, con un cuadro
predominantemente neuroldgico. Es de
ciclo indirecto facultativo, forma quistes
en los tejidos de los HI (principalmente
bovinos) que son ingeridos por sus
hospedadores definitivos, el perro y el
coyote, que luego eliminan ooquistes
con sus heces, reiniciando el ciclo. En
Argentina puede alcanzar hasta 73%
de seroprevalencia en bovinos' y tiene
una amplia distribucion; hasta el pre-
sente N. hughesi solo ha sido hallada

en EE. UU., y su ciclo evolutivo com-
pleto aun se desconoce'.

2.1 Aislamiento y modelos experi-
mentales

Desde la descripcion de S. neurona
como causal de EPM" ¢ se intentaron
completar los postulados de Kock, lo-
grando aislamientos del protozoo en
cultivos celulares, por primera vez en
199178, Estos se realizaron a partir de
homogenatos de tejidos nerviosos de
equinos con EPM, inoculados en lineas
celulares de monocitos bovinos (M617).
A partir de esos primeros aislamientos
denominados SN-1y SN-2, se obtuvie-
ron otros utilizando tejidos de equinos
(en algunos casos previamente inmu-
nodeprimidos) en las misma lineas ce-
lulares y en células dérmicas equinas
(Equine dermal cells)'®. Como la canti-
dad de S. neurona en el SNC suele ser
baja y su desarrollo in vitro en general
es lento, se recomienda mantener los
cultivos celulares inoculados con mate-

rial sospechoso no menos de 2 meses.
Hasta el momento todos los aislamien-
tos de S. neurona a partir de tejidos
equinos se han realizado en EE.UU. y
en Panama.

También se ha aislado S. neurona a
partir de la inoculacion de esporocistos
procedentes de intestinos de comadrejas
(Didelphis virginiana y D. albiventris) en
cultivos celulares® o en ratones knock-
out para interferon gamma (KO)®. Estos
aislamientos se realizaron con material
proveniente de animales de EE.UU. y
Brasil demostrando ser patdégenos para
ratones KO2. Otros aislamientos de
S. neurona se obtuvieron mediante la
inoculacion de tejidos de nutrias mari-
nas (Enhydra lutris nereis) en cultivos
celulares?' 22,

Las lineas clasicas de ratones como
BALB/c, C57/Black y SCID no son sus-
ceptibles a la infeccién por S. neurona;
en cambio los ratones nude y los KO
desarrollan encefalitis a las dos sema-
nas postinoculacion (dpi), siendo po-

97



sible detectar parasitos en SNC a partir
de 11 dpi y en visceras 10-14 dpi®2.
Hasta el momento no se han de-
sarrollado modelos de reproduccion de
la infeccion con S. neurona en grandes
animales. Los caballos inoculados con
esporocistos de S. neurona desarrolla-
ron anticuerpos y signos clinicos, pero
el parasito no fue detectado en tejidos
y no se recuperd en inoculaciones en
células®* 2. Se ha manifestado que los
signos clinicos serian mas severos en
animales estresados por el transporte,
sin embargo en inoculaciones expe-
rimentales de S. neurona y cortico-
esteroides no se modificé el cuadro
clinico®. Los caballos inoculados con
S. neurona directamente en el espacio
subaracnéideo desarrollaron anticuer-
pos en niveles elevados, pero no sig-
nos clinicos?.

3. Patogenia

Sarcocystis neurona puede afectar cu-
alquier region del SNC, desde la porcion
anterior del cerebro hasta el final de la
médula espinal. No hay descripciones
de la ubicacién de S. neurona dentro
de nervios periféricos. Los esquizontes
han sido detectados en neuronas, célu-
las de la glia y células mononucleares.
Se propone que, durante las infecciones
de los equinos, el transporte dentro de
células mononucleares seria la manera
en que los protozoos se protegen para
llegar al SNC e infectarlo?. Se descon-
oce con exactitud el modo en el que
S. neurona se multiplica dentro otros
tejidos de equinos, pero se sabe que
3 semanas post-infeccion se encuen-
tra confinado al SNC2. Se desconocen
muchos de los factores relacionados
con la generacion de cuadros clinicos
de EPM. La inoculacién de merozoitos
de S. neurona dentro de los espacios
subaracnéideos no determiné la apa-
ricién de signos clinicos, aunque si se
detectd seroconversion. Por eso se
postula que la multiplicacion previa en
otros tejidos distintos del SNC, podria
jugar un rol importante®®.

Las lesiones se producirian por la des-
truccién de células nerviosas por parte
de los protozoos y por la consecuente
inflamacion. Los signos varian acorde
al segmento o region del SNC afectado
pudiendo graduar desde infecciones
asintomaticas a cuadros graves con
ataxia, atrofia muscular por denerva-
cion, paralisis, postracion y muerte. Se
desconocen los factores que modifican
la severidad de la EPM, aunque pa-
recerian no estar asociados a malnu-
tricion y otras enfermedades concomi-
tantes conocidas. La respuesta inmune
podria tener un rol fundamental en la
manifestacion de casos de EPM, ya
que se ha demostrado un numero sig-
nificativamente mas alto de linfocitos T

CD4 y neutrdfilos en sangre periférica
de caballos con EPM versus animales
normales?®. También se demostré un
predominio de expresion de citoquinas
pro-inflamatorias (IL8, Interferon gam-
ma y FNT alpha) en tejidos nerviosos
de equinos con EPM%,

4. Diagnéstico

Aunque existen muchos desoérdenes
neurolégicos en equinos, la EPM es la
enfermedad mas comunmente diagnos-
ticada en Norteamérica?. Para diferen-
ciar la EPM de desérdenes musculares
primarios y otras enfermedades neu-
rolégicas se necesitan procedimientos
diagndsticos auxiliares.

4.1 Signos clinicos

Se considera que la EPM es una en-
fermedad progresiva y debilitante con
afeccion de diversas areas del SNC,
sin embargo se considera que la ata-
xia, tambaleos y atrofia muscular son
los signos mas caracteristicos?. La
aparicion de los signos clinicos puede
ser aguda o bien tener un curso insi-
dioso, con signos focales o multifocales
de enfermedad neuroldgica que puede
afectar al cerebro, tronco del encéfalo,
la médula espinal o cualquier combi-
nacion de las areas del SNC. Algunos
caballos afectados con EPM tienen una
funcién anormal de las vias respira-
torias superiores, cojera inusual o atipi-
ca o incluso convulsiones. En casos
severos, el caballo puede tener dificul-
tades al pararse, caminar o tragar y la
enfermedad puede progresar muy rapi-
damente. En algunos animales parece
estabilizarse o permanecer estable por
un periodo de tiempo. Los primeros
signos clinicos a menudo se confun-
den con una cojera o claudicacion de
miembros toracicos y/o pelvianos.
En muchos casos la enfermedad tiende
a tener una progresion gradual de los
signos clinicos, pero en otros pueden
aparecer signos leves seguidos de
una progresion rapida y muy grave.
En el examen fisico, los signos vitales
suelen ser normales, aunque los ani-
males pueden presentarse delgados
y ligeramente deprimidos. El examen
neurolégico revela a menudo una
debilidad asimétrica, ataxia y espas-
ticidad con participacion de las cuatro
extremidades. Con frecuencia pueden
ser observadas areas de hipoalgesia
o completa pérdida de la sensibilidad.
Frecuentemente se observa déficit
en los nervios craneales, lo que se
manifiesta con inclinacién de la ca-
beza, depresién, paralisis del nervio
facial y dificultad para tragar, aunque
los signos no siempre se limitan a es-
tas areas. Las alteraciones de la mar-
cha son a menudo el resultado de los
dafos de la médula espinal y pueden

ser muy variables dependiendo de la
localizacién y gravedad de las lesiones.
La mayoria de los caballos afectados
con EPM permanecen alertas y tienen
valores hematolégicos normales. Uno
de los signos clinicos de gran ayuda es
que a menudo presentan marcha asi-
meétrica con atrofia muscular focal, lo
que puede ser importante para hacer
un diagnostico diferencial de EPM con
otras enfermedades neurolégicas.
Entre ellas, la mielopatia cervical
vertebral (CVM) es una de las enfer-
medades neurolégicas mas comunes
que afectan a la médula espinal, como
resultado de la estenosis del canal ver-
tebral que a veces puede estar acom-
pafiada de la inestabilidad entre las
vértebras. La CVM es mas frecuente
en los caballos de 1-3 afios de edad y
mas comun en machos. Generalmente
se presenta con signos simétricos, con
los miembros pélvicos mas afectados
que los miembros toracicos. La mielitis
equina causada por herpes virus (VHE-
1) es una vasculitis viral de los caballos,
que puede afectar a cualquier raza.
Generalmente hay una historia previa
de abortos y/o signos respiratorios leves
en la explotacién, que puede afectar a
un numero variable de caballos. Por lo
general, la ataxia es simétrica con de-
bilidad de miembros posteriores. Oca-
sionalmente los caballos con HVE-1
pueden estar en decubito y ser inca-
paces de levantarse. En el diagndstico
diferencial de EPM deben considerarse
otras enfermedades y condiciones que
pudieran llevar a la aparicion de signos
compatibles como por ejemplo trau-
mas, encefalopatia hepatica, sindrome
de cauda equina, sustancias neurotoxi-
cas, botulismo y tétanos entre otros.

4.2 Albumina

La relacion entre la concentracion de
albumina en liquido cefalorraquideo
(LCR) y suero puede ser un indicador
de lesiones que afectan la barrera he-
matoencefalica. En los casos de EPM
este cociente se encuentra elevado.
Se debe ser cuidadosos en su inter-
pretacién, sobre todo considerando la
relativa frecuencia de contaminacion
del LCR con sangre durante la toma de
muestra? °,

4.3 Serologia

La deteccion de anticuerpos para
S. neurona no confirma la EPM, ya que
un alto porcentaje de equinos puede
haber tenido contacto con el parasito
sin enfermar. Por otro lado, el periodo
de incubacion suele ser mayor a dos se-
manas, por lo que en general los equi-
nos con signos neurolégicos de EPM
presentan anticuerpos detectables en
los test serolégicos?. Debido a la reac-
tividad cruzada entre las especies del
género Sarcocystis es posible detectar
anticuerpos en sueros equinos usando
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antigenos de especies heterdlogas. La
deteccidon de anticuerpos en LCR es
sugestiva de la infeccién del SNC con
Sarcocystis spp. Sin embargo, aproxi-
madamente el 10% de los equinos con
otra enfermedad neuroldgica pueden
resultar falsos positivos por aumento
de la permeabilidad en la barrera
hemato-encefalica o por contaminacion
de la muestra con sangre? .

Para el diagndstico serolégico de
Neospora sp. en equinos se utilizan
diversas pruebas, pudiendo detectar
anticuerpos para Neospora hughesi
con antigeno de N. caninum, porque
hay reactividad cruzada entre ambas
especies. La deteccion de anticuerpos
contra estas especies tiene una baja
frecuencia en equinos":3" 32,

4.3.1 Inmunofiuorescencia indirecta (IFl)
Para esta prueba se utilizan merozoitos
de aislamientos de S. neurona de refe-
rencia cultivados en células (monocitos
bovinos). Los protozoarios intactos son
montados en las areas de los portaob-
jetos para IFl. Su sensibilidad es
considerada elevada, aunque su espe-
cificidad es muy discutida, debido a
que la reactividad para los antigenos
superficiales del parasito son compar-
tidos por otros protozoarios del mismo
género® 3%3%_ Incluso, es posible de-
tectar anticuerpos contra el género
Sarcocystis usando como antigeno
merozoitos o bradizoitos de especies
heterologas?.

4.3.2 Inmunoblot

La prueba de Immunoblot (o Western
Blot) detecta la presencia de anticuer-
pos especificos para S. neurona en
suero sanguineo y en LCR, y es la téc-
nica mas usada para el diagndstico de
EPM en EE. UU.2. Fue desarrollada ini-
cialmente en el afio 1993% adoptando
luego diversas metodologias asi como
interpretaciones en la especificidad de
las bandas reconocidas, correspondi-
entes al peso molecular de las protei-
nas de S. neurona® %*. El diagnostico
de rutina en el laboratorio de referen-
cia Equine Biodiagnostics Incorporated
(EBI, Lexington, Kentucky, EE.UU.), se
realiza usando 10°®° merozoitos soni-
cados por gel, obtenidos de cultivos
celulares, y sometidos a condiciones
desnaturalizantes. Se utilizan geles de
poliacrilamida con diferente concen-
tracion (de 12 a 20%), anti-IgG equina
biotinilada adicionada de estreptavidina-
peroxidasa como conjugado y ami-
noetilcarbazol-H202 como revelador.
También se puede usar como conjuga-
do suero hiperinmune anti-lgG equina
con peroxidasa y revelar con Diamino-
benzidina (DAB) o cloronaftol? %2,

Se consideran especificas las proteinas
de 7-10 Kd y la de 16 Kd; sin embargo
otros autores recomiendan la banda de
30 Kd como especifica, eliminando las

posibles reacciones inespecificas con
una incubacion de las membranas con
sueros bovinos positivos a Sarcocystis
spp.4o 4. Esta proteina de 30 Kd es la
inmunodominante por lo que la reac-
cion suele ser mucho mas intensa que
para las otras, se la denomina SnSAG1
(Sarcocystis neurona surface antigen 1Y?.

4.3.3 Elisa

Durante los ultimos afios se han es-
tado desarrollando diversas técnicas
de Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA),
usando como antigenos algunas pro-
teinas de superficie de S. neurona.
Estas pruebas, principalmente las que
utilizan como antigeno a las proteinas
recombinantes denominadas SnSAG4
y SnSAG2 y/o las combinaciones de
varios antigenos de superficie, parecen
tener una sensibilidad y especificidad
similares a las de la técnica de Im-
munoblot® 447 E| andlisis de los per-
files proteicos de aislamientos de
S. neurona y posteriores estudios mo-
leculares de expresion de secuencias,
han demostrado variaciones impor-
tantes de los antigenos de superficie
(SnSAG); incluso algunos aislamientos
no expresarian algunos SnSAGs* 4.
Este hallazgo es muy relevante desde
el punto de vista del diagndstico y en
el planteo de futuras estrategias de
control.

4.3.4 Prueba de aglutinacion

Esta prueba se ha desarrollado para la
deteccidon de anticuerpos especificos
para S. neurona en especies diferentes
a los équidos. Se utilizan merozoitos
del aislamiento denominado SN6, cul-
tivados en células, que se enfrentan
con el suero del animal sospechoso,
con el agregado de 2-mercaptoetanol
para destruir las Ig M*®. Esta prueba
no es considerada especifica para el
diagnodstico en equinos, sin embargo
es la técnica de referencia en espe-
cies como ratones, armadillos, gatos y
zorrinos®'-%. También se la ha utilizado
para la busqueda de anticuerpos en
mapaches, detectando una seropreva-
lencia del 92% en EE.UU.%.

4.4 Diagnéstico molecular

La técnica de PCR (Polymerase chain
reaction) en liquido cefalorraquideo
fue considerada muy adecuada para
el diagnoéstico cuando fue descripta®’,
sin embargo actualmente se conoce
su baja sensibilidad? %. A pesar de que
los merozoitos de S. neurona libres
en el LCR podrian ser lisados, se ha
comprobado que dado que penetran en
leucocitos en cultivo?, podrian encon-
trarse dentro de estas células conteni-
das en el LCR de caballos con EPM.
Una de las técnicas mas ampliamente
empleadas en el diagndstico molecular,
es la descripta por Tanhausser y col en
1999 mediante PCR y corte con enzi-

mas de restriccion (RFLP) que permite
diferenciar S. neurona de S. falcatula
en muestras de esporocistos y tejidos.
Para ésta técnica se amplifican dos
fragmentos diferentes, que son luego
sometidos a corte con 2 enzimas de
restriccion cada uno, logrando patrones
de restriccion diferenciales para cada
especie®. El andlisis de las secuencias
de los genes que codifican el ARN
de la subunidad menor del ribosoma
(18S ARNr), evidencié dos grupos
dentro del género Sarcocystis, por un
lado los que tienen rumiantes como HI
y por el otro los que tienen HI no ru-
miantes. Este mismo estudio situé es-
trechamente relacionado a S. neurona
con S. mucosa, la que se cree es una
especie que usaria marsupiales como
HDSo,

Se ha propuesto también una técnica
de PCR usando el gen del 18S ARNr
como target, que permitiria un diag-
noéstico rapido y especifico de los es-
porocistos en materia fecal y con una
sensibilidad mayor a la deteccién mi-
croscopica y otros métodos propuestos
previamente®'. Los diferentes aisla-
mientos de S. neurona de EE.UU., ca-
racterizados molecularmente, estarian
estrechamente relacionados entre ellos,
formando un grupo diferente a los ais-
lamientos de Sudamérica®.
Actualmente se estadn haciendo diver-
sos estudios moleculares para poner
en evidencia pequefias diferencias
detectadas entre los aislamientos de
S. neurona y que se supone podria
enmarcar diferencias en su comporta-
miento bioldgico y respuesta inmune®.
Muchas de las diferencias se han en-
contrado en la expresion génica de
algunos SnSAG, como asi también en
las secuencias de los genes que codifi-
can estos SnSAG*°.

4.5 Histopatologia

Las lesiones de EPM se encuentran
siempre confinadas al SNC. Las lesio-
nes macroscopicas mas frecuentes en
casos agudos, son pequefios y multi-
ples focos hemorragicos distribuidos
aleatoriamente a lo largo de la médula
y encéfalo (Figura 2). En los casos sub-
agudos y crénicos las areas lesionadas
se presentan como focos multiples
con cambios de coloracion, pudiendo
ser mas palidas o con pigmentaciones
oscuras. La mayoria de las lesiones se
encuentran en la médula espinal, y por
otro lado, el tallo encefélico es la region
del encéfalo mas afectada.

Las lesiones microscopicas pre-
dominantes son focos hemorragicos
multiples, inflamacién no-supurativa
multifocal y pequefios focos de necro-
sis 6364 Son frecuentes los manguitos
perivasculares formados por células
mononucleares, especialmente en las
meninges. El tipo de respuesta infla-
matoria es muy variable y consiste en
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infiltrados con mezcla de linfocitos,
neutrofilos, eosindfilos, células gigan-
tes y macrofagos “espumosos” o célu-
las de Gitter. La deteccion de estados
parasitarios, en los cortes tefiidos con
Hematoxilina y eosina, es dificil y poco
frecuente.

Figura 2.

Lesiones agudas de EPM.
A. Se observan multiples focos hemorragicos en la sustancia blanca y
duramadre.
B. Diferentes grados de hemorragias en cortes transversales de médula espinal,
principalmente en la materia gris (Tomado y adaptado de Dubey y col., 2001).

5. Epidemiologia

La distribucion de la EPM esta
limitada al Continente Americano. Se
ha informado en EE.UU. que aproxi-
madamente del 30 al 50 % de los equi-
nos pueden tener anticuerpos para
S. neurona; los casos detectados en
Europa, Sud Africa y Asia ocurrieron en
equinos importados. La mayoria de los
casos clinicos son esporadicos, pero a
menudo se pueden detectar mas de uno
en la misma explotacién; en pocas oca-
siones se han presentado varios casos
simultdneamente y se sugiere que en
esas circunstancias se han reunido una
mayor cantidad de factores de riesgo.
El riesgo de desarrollar signos clinicos
de la enfermedad se incrementa con la
edad, el tipo de ejercicio, el transporte,
injurias, cirugias o partos. Se han de-
scripto y diagnosticado casos clinicos
de EPM en Estados Unidos, Canada,
Brasil, Panama y recientemente en
Argentina? 68,

4.6 Inmunohistoquimica

La técnica de Inmunohistoquimica
(IHQ) permite localizar el parasito en
tejidos, identificarlo correctamente y
asociarlo a zonas de lesiones (Figura
3); aunque es dificil su hallazgo debido
a la amplia distribucién de los protozoos

La distribucion de EPM se relaciona
con la de las comadrejas, que eliminan
millones de esporocistos al medio con
las heces. En Sudamérica los datos
son escasos, S. neurona se detectd
por primera vez en 1992, por medio
de tinciones inmunohistoquimicas de
cortes de cerebro y médula espinal
de dos equinos ataxicos, uno de ellos
nacido en Argentina y criado en Brasil
y el otro nacido y criado en Brasil®”. En
2001, Dubey y col. aislaron el parasito
de la comadreja Didelphis albiventris,
comprobando su papel de hospedador
definitivo para Sudamérica. Trabajos
recientes indican que en algunas zonas
de Brasil la prevalencia puede llegar a
84 % con un estimado de 70% para
961 equinos examinados de 10 zonas
distintas®®.

En ese mismo pais, el 24 % de 961
equinos examinados fueron positivos
para Neospora sp. (68). En Francia,
Pronost y col. (1999) hallaron anticuer-
pos en 55% de 67 caballos y ADN de

en el SNC2. Como en otras infecciones
por protozoos se la considera como
técnica confirmatoria para la identifi-
cacion del agente causal en el examen
postmortem®. De rutina se utilizan an-
ticuerpos policlonales especificos para
S. neurona como anticuerpo primario.

Figura 3.

Inmunohistoquimica de médula y encé-
falo afectado por EPM.

Se observan merozoitos libres (A) y merontes in-
tracelulares (B) de S. neurona (flechas). 40 X.
(Imagen original, Moré y col., 2008).
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N. caninum en un feto equino abortado®.
En EE. UU. se han informado 7 casos
de neosporosis equina de los cuales 5
presentaron signos neuroldgicos?.

La presencia de anticuerpos en un
numero elevado de equinos, incluso sin
signos clinicos, sumado a la dificultad
de recuperar los protozoos en las infec-
ciones experimentales, hace suponer
que algunos animales pueden contro-
lar o incluso eliminar S. neurona de
sus tejidos. Los factores que facilitan
la apariciéon y gravedad de los signos
clinicos de EPM se desconocen.

6. EPM en Argentina

La EPM impacta negativamente en la
produccién equina por la muerte de
animales, pérdida o disminucion del
rendimiento deportivo y por el aumento
de los costos en atencién profesional,
diagnéstico y tratamiento. Sin embargo
hasta el momento el diagnéstico se-
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rolégico de la enfermedad en Argen-
tina, se realiza enviando sueros de los
animales sospechosos a EE.UU. para
su analisis por Western Blot. El elevado
costo de ese estudio y las dificultades
para el envio de material biolégico a
ese pais, incide en que sea poco ac-
cesible y en que no pueda realizarse en
forma rutinaria en nuestro medio. Por
eso, los profesionales de la actividad
hipica y de laboratorios de diagndstico
de enfermedades infecciosas en equi-
nos, han manifestado la importancia y
necesidad de incorporar el diagnéstico
de EPM en nuestro pais, como diag-
néstico diferencial de otras enferme-
dades neuroldgicas. Las publicacio-
nes sobre S. neurona en Argentina se
reducen al caso de un equino muerto
en Brasil, como se menciond anterior-
mente y a los resultados del estudio
seroldgico realizado por Dubey y col.
en 1999, en el que se detectaron 27
seropositivos de 76 equinos sin signos
neurologicos.

Recientemente se ha confirmado el di-
agnoéstico de un caso de EPM median-
te histopatologia, Inmunohistoquimica
y PCR-RFLP®®, pero la falta de datos
sobre su prevalencia e importancia en
Argentina no permite estimar las pérdi-
das que ocasiona.

Actualmente en el Laboratorio de Inmu-
noparasitologia de la Facultad de Cien-
cias Veterinarias de la UNLP, se han
puesto a punto las técnicas molecu-
lares para diferenciar S. neurona
de S. falcatula®. Sarcocystis falcatula
habia sido descripto en 1999 por el
grupo de trabajo de ese Laboratorio en
colaboracion con el Dr. J.P Dubey. En
la actualidad gracias a su colaboracion
y la del Dr. D. Howe se importaron pro-
teinas de S. neurona y sueros contro-
les para la puesta en funcionamiento
de la técnica de Westen blot en nuestro
pais.

Agradecimientos

7. Tratamiento

Ante la sospecha de EPM, el trata-
miento debe instaurarse lo antes po-
sible para lograr buenos resultados. La
remision de los signos se logra en un
70-75% de los equinos tratados opor-
tunamente. En muchos casos, se usa
la respuesta al tratamiento como un in-
dicador diagnostico, aunque la falta de
confirmacion especifica puede generar
dudas a este respecto.

Desde hace muchos afios se utilizan
los inhibidores de la dihidrofolato re-
ductasa como las sulfonamidas y piri-
metamina’™ 7. Tradicionalmente se usa
la dosis de 20 mg/kg y 1 mg/kg de
sulfadiazina y pirimetamina respec-
tivamente, via oral una vez al dia. La
duracion debe ser prolongada (12 se-
manas) hasta la remision de los signos
y esto puede llevar a complicaciones
secundarias como anemia, leucopenia
y diarreas, principalmente debidas a la
pirimetamina. Los animales en trata-
miento deben monitorearse mediante
estudios hematolégicos, en caso de
detectarse anemia puede interrumpirse
el tratamiento y brindar en la dieta acido
félico. Las hembras prefiadas en trata-
miento pueden presentar malformacio-
nes fetales y hasta abortos, por lo que
deben contemplarse otras opciones en
estos casos.

El diclazuril se presenta como una alter-
nativa para equinos en los que ha fal-
lado la terapia tradicional o en aquellos
en los que aparecen complicaciones™.
Esta droga tiene muy buena eficacia
in vitro y actividad anti-S. neurona en
ratones inoculados con dosis letales.
Aparentemente seria muy efectiva para
los estadios de division iniciales de los
protozoos’ 74

El toltrazuril y su metabolito el ponazuril
también tienen una potencial utilidad en
el tratamiento de EPM, ambas tienen

buena absorcion oral y solubilidad, lo-
grando niveles importantes dentro del
LCR. Durante los ultimos afios han sido
muy utilizadas con buenos resultados y
sin registrar efectos secundarios’7°,
La aplicacion de corticoides debe res-
tringirse solo a casos graves para re-
ducir la inflamacién inicial, y solamente
en una o dos dosis; tratamientos mas
prolongados pueden conducir a un
agravamiento del cuadro.

8. Control

Hasta el momento no se dispone de
una vacuna efectiva para le control de
la EPM. Se ha postulado que los anti-
cuerpos contra las proteinas de mem-
brana Sn14y Sn16 (14 y 16 Kd) podrian
inhibir la penetracién de S. neurona en
células de cultivo®. La inoculacién de
formulaciones comerciales conteniendo
merozoitos inactivados de S. neurona,
desencadena una respuesta detectable
de IgG, aunque la carencia de modelos
experimentales equinos de infeccion
hace dificil evaluar la posible preven-
cion ante el desafio®. Sumado a esto
ultimo, no existe una prueba serolégica
que permita diferenciar los animales
vacunados de los expuestos natural-
mente®'. Un estudio reciente postula
que la proteina recombinante SnSAG1
podria inducir anticuerpos que inhiben
el desarrollo de los merozoitos de S.
neurona in vitro y disminuiria la apar-
icion de signos clinicos en equinos va-
cunados®.

La obtencion de nuevos aislamientos,
sobre todo en Argentina, permitira
hacer estudios sobre la respuesta in-
mune y el desarrollo de posibles estra-
tegias de control aplicables en nuestro
medio, considerando la supuesta va-
riabilidad molecular y antigénica entre
los aislamientos.

En esta oportunidad deseo agradecer a la Dra. Cecilia Venturini y a todo el grupo de trabajo del Laboratorio de Inmunoparasi-
tologia, FCV-UNLP, por brindar cada dia un medio ambiente de trabajo afectuoso y agradable.
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