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Resumen

La mieloencefalitis equina por protozoos (EPM) es causada por Sarcocystis neurona y genera importantes pérdidas
econdmicas. En Argentina, se han detectado anticuerpos contra este protozoo, pero no se han reportado casos
clinicos. Una yegua de 12 afios, de la provincia de Buenos Aires present6 marcha asincroénica y arpeo bilateral. El
animal fue tratado con fenitoina, vitamina B1, AINEs y tenectomia. El cuadro clinico fue progresivo con depresion,
paralisis facial, atrofia de los musculos del dorso, lomo y miembros pelvianos, dismetria e inestabilidad de la marcha,
temblores generalizados y tetraparesia, por lo que se decidi6 la eutanasia. Se observaron lesiones microscopicas en el
talamo, el metencéfalo y la médula espinal, y consistieron en pequenos focos multiples hemorragicos y focos de
inflamacién crénica. La inmunohistoquimica realizada en muestras de cerebro y médula espinal revel6 la presencia
de merontes y merozoitos de S. neurona. Mediante PCR-RFLP se observ6 un patrén de restriccion especifico de S.
neurona en muestras de cerebro. La deteccidon de anticuerpos contra S. neurona en caballos, la abundancia de
comadrejas y la confirmacion especifica en este caso, sugieren que la enfermedad puede estar extendida en nuestro
medio. Esta es la primera descripcion de un caso de EPM en Argentina, confirmado mediante estudios
histopatoldgicos, inmunohistoquimicos y moleculares.
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Abstract

Equine protozoal myeloencephalitis (EPM) is mainly caused by Sarcocystis neurona and generates significant
economic losses. In Argentina, antibodies to this protozoan have been detected but no clinical cases have been
reported. A 12-year-old mare, from Buenos Aires Province, presented asynchronous walking and bilateral stringhalt.
The animal was treated with phenytoin, vitamin B1, non-steroid antiinflammatory drugs and subsequent tenectomy.
Clinical outcome progressed to depression, facial paralysis, atrophy of the muscles of the back, loin and pelvic limbs,
dysmetria and gait instability, generalized tremors and tetraparesis. Euthanasia was decided based on clinical
progression and lack of response to treatment. Microscopic lesions were observed in thalamus, metencephalon and
spinal cord, and consisted in small hemorrhagic multiple foci and small foci of chronic inflammation.
Immunohistochemical analysis revealed the presence of intracellular S. neurona meronts and free merozoites in
brain and spinal cord samples. The PCR-RFLP analysis showed a specific S. neurona restriction pattern in brain
samples. Previous detection of antibodies to S. neurona in horses, the abundance of opossums in the region and the
specific confirmation in this case, suggest that the disease may be widespread in Argentina. This is the first EPM case
report in Argentina, confirmed by histopathologic, immunohistochemical and molecular studies.
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Introduccion

La mieloencefalitis equina por protozoos
(sigla en inglés EPM = equine protozoal myeloen-
cephalitis) es una enfermedad causada, principal-
mente, por Sarcocystis neurona, que genera
pérdidas econdmicas significativas en la produc-
cién equina (Dubey et al., 2001). Los protozoarios
apicomplexa del género Sarcocystis se caracteri-
zan por presentar ciclos indirectos del tipo
predador-presa, con formaciéon de quistes muscu-
lares en los hospedadores intermediarios y multi-
plicacion sexual y produccion de esporocistos
infectantes en el intestino de los hospedadores
definitivos (Dubey et al., 2001). La distribucién de
EPM causada por S. neurona esti restringida al
continente americano, siguiendo la distribucién de
los huéspedes definitivos, las comadrejas Didel-
phis albiventris y Didelphis virginiana (Dubey et
al., 2000; Fenger et al., 1995). Neospora caninum
y Neospora hughesi son otros protozoarios
formadores de quistes tisulares, reportados ocasio-
nalmente como agentes causantes de EPM (Dubey
et al., 2001; Hamir et al., 1998).

La EPM se caracteriza por presentar sig-
nos neuroldgicos relacionados con lesiones multi-
focales del sistema nervioso central, siendo la
atrofia muscular y las dificultades en la marcha los
signos mas relevantes. Los métodos serolégicos
(principalmente inmunoblot y ELISA) son los
recomendados para el diagnéstico in vivo, mien-
tras que la histopatologia, la inmunohistoquimica
(IHQ) y la reaccion en cadena de la polimerasa
seguida de andlisis de fragmentos de restriccion
(PCR-RFLP) son algunos de los métodos recomen-
dados para el diagnoéstico post mortem (Dubey et
al., 2001; Tanhauser et al., 1999; Yeargan & Howe
2011). En Argentina, se detectaron anticuerpos
contra S. neurona en el 26 % de 640 equinos
muestreados, observandose una seroprevalencia
mayor en equinos con signos neuroldgicos que en
animales asintomaéticos (39,2 % versus 22,1 %); sin
embargo, no se han descripto y confirmado casos
clinicos mediante estudios post mortem (Moré et
al., 2014). En estudios realizados sobre muestras
de equinos asintomaticos, no se han detectado
anticuerpos contra especies de Neospora o se
detectaron en niveles bajos (Dubey et al., 1999;
Rojas et al., 2016).

La comadreja overa (D. albiventris) tiene
una amplia distribucién en la mayoria de las zonas
rurales y areas suburbanas de nuestro pais. Sin
embargo, los intentos de aislar S. neurona de
materia fecal o intestino de comadrejas de Argen-
tina dieron como resultado la identificacion de
otras especies de Sarcocystis (Dubey et al., 2000;
Dubey et al., 1999).

El objetivo de esta comunicaciéon fue des-
cribir un caso de EPM causado por S. neurona en
un equino argentino, confirmado mediante méto-
dos histopatolégicos, inmunohistoquimicos y
moleculares.

Presentacion del caso

Una yegua de 12 afios, cruza, nacida y
criada en un haras del partido de Canuelas,
provincia de Buenos Aires, Argentina, presento
marcha asincrbénica progresiva, por lo que los
médicos veterinarios del establecimiento instaura-
ron un tratamiento sintomatico con fenilbutazona
(0,1 mg/Kg) v 3 g/dia de vitamina B1, durante 15
dias, sin resultados positivos. Posteriormente, la
yegua mostro arpeo bilateral, dismetria e inesta-
bilidad en la marcha, por lo que se decidi6 admi-
nistrar la droga anticonvulsiva fenitoina (15 g/dia)
durante 775 dias. También se efectud la tenectomia
del musculo extensor digital lateral de los miem-
bros pelvianos, como tratamiento paliativo ante la
sospecha de una intoxicacién por ingestién de
achicoria amarilla o diente de ledbn (Hypochoeris
radicata) (Torre, 2005), lo que produjo una mejo-
ria leve en la marcha. A pesar del tratamiento, el
cuadro clinico fue progresivo con depresién, res-
puesta deficiente a los estimulos, paralisis facial
(ptosis auricular, palpebral, nasal y labial) y atrofia
del misculo masetero. Ademas, present6 atrofia
grave de los musculos del dorso, lomo y miembros
pelvianos, temblores generalizados, arrastre seve-
ro de los cascos y tetraparesia. Se formul6 un
diagnostico clinico de mieloencefalitis multifocal.
Debido a la severidad e irreversibilidad del cuadro
clinico y a la falta de respuesta a los tratamientos,
se decidi6 la eutanasia (sedaci6n: acepromacina
0,05 mg/kpv y xilacina 1,1 mg/kpv; anestesia:
ketamina 3,5 mg/kpv y por ultimo 100 ml de
clorhidrato de procaina al 60 % endovenoso ra-
pido), cinco meses después del inicio de los signos
clinicos.

En la necropsia no se observaron lesiones
en el sistema nervioso central ni en otros 6rganos.
Se recolectaron muestras representativas de cere-
bro y médula espinal y se fijaron en formol tampo-
nado al 10 % para estudios histopatologicos y se
congelaron a -20 °C para estudios moleculares.

Las muestras para histopatologia se proce-
saron mediante técnicas de rutina y las secciones
de tejido se tifieron con hematoxilina y eosina. Las
lesiones, en el tdlamo y el metencéfalo, consistie-
ron en miultiples y pequefios focos hemorragicos y
pequenos focos de inflamacién crénica conforma-
dos, principalmente, por histiocitos y ocasionales
células multinucleadas y células espumosas (gitter
cells). En la médula espinal se observaron necrosis
neuronal, satelitosis, infiltrados mononucleares
perivasculares, tumefaccién endotelial y &reas
dispersas de degeneraci6n axonal.

La reaccion de inmunohistoquimica se
llev6 a cabo con una técnica comercial basada en la
uniéon de estreptavidina y biotina (LSAB, Dako
Cytomation, Carpinteria, USA) utilizando un suero
policlonal anti-S. neurona producido en conejo
como anticuerpo primario, proporcionado, gentil-
mente, por el Dr. J. P. Dubey (Animal Parasitic
Disease Laboratory, U.S. Department of
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Agriculture, Beltsville, USA). Mediante este estu-
dio se revel6 la presencia de merontes intracelu-
lares de S. neurona y merozoitos libres en
muestras de cerebro y médula espinal (Fig. 1).
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Figura 1. Fotomicrografias que muestran el resultado positivo
de la inmunohistoquimica (LSAB, Dako Cytomation) para S.
neurona en muestras de médula espinal (A) y cerebro (B). Se
marcan especificamente (color pardo) merozoitos y merontes
de S. neurona (flechas).

El ADN se extrajo a partir de 50 mg de
cada tejido congelado utilizando un kit comercial
(Wizard® Genomic DNA Purification Kit,
Promega), procediendo de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante e incubando la digestion con
proteinasa K a 55 °C durante toda la noche. Se
amplific6 el ADN mediante dos técnicas de PCR y
se procedio al corte del amplificado con enzimas de
restriccion acorde protocolos descriptos previa-
mente (Tanhauser et al., 1999). Se observé un
patron de restriccion especifico de S. neurona en
muestras de cerebro mediante PCR-RFLP utilizan-
do los primers JNB33-JNB54 digeridos con HinfI
y Dral (37 °C, 1 h), y los primers JNB25-JD396
digeridos con Hinfl y HindIII (37 °C, 1 h 30 min)
(Fig. 2). El ADN del control positivo fue proporcio-
nado gentilmente por el Dr. D. Howe (Department
of Veterinary Science, Gluck Equine Research
Center, University of Kentucky, USA).

Sobre la base de todos los resultados antes
expuestos, se formulé un diagnoéstico de mieloen-
cefalitis producida por Sarcocystis neurona.

Figura 2. Patron de restriccion del fragmento amplificado
mediante los primers JNB25-JD396 mediante la enzima HinfT.
Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %, tinciéon con SYBRsafe y
observacion en transiluminador de luz azul (Invitrogen, USA).
Referencias: 1= SNC del equino; 2= control negativo; 3= ADN
S. neurona (control positivo); 4= Marcador de peso molecular,
Cienmarker (Biodymamics, Argentina).

Discusion y conclusiones

La presente comunicacion describe un
caso clinico con una progresion de los signos y con
lesiones similares a las informadas previamente en
otros casos de EPM (Dubey et al., 2001). Ademas,
se confirmo la presencia de S. neurona en el tejido
nervioso afectado mediante métodos inmunohisto-
quimicos y moleculares. Los tratamientos aplica-
dos por los veterinarios actuantes en este caso
fueron los usuales en el manejo general de los
trastornos neurologicos, pero no mostraron
ningin efecto sobre la infeccién por S. neurona.
Mackay (2006) informé que el tratamiento
especifico con sulfadiazina-pirimetamina o pona-
zuril podria producir una mejoria en el 60 % de los
casos. Por lo tanto, la aplicaciéon de estos medica-
mentos podria tenerse en cuenta para tratar las
etapas tempranas de trastornos neurologicos en
casos similares. Estos medicamentos también po-
drian ayudar en la orientaciéon del diagnostico de
EPM basado en la respuesta al tratamiento (Dubey
et al., 2001).

La falta de lesiones macroscopicas en el
presente caso podria deberse a una etapa cronica
de EPM, lo que estaria de acuerdo con el curso
clinico y confirmado por el estudio histopatolo-
gico. La mayoria de los casos de EPM reportados
se corresponden con enfermedad aguda, mostran-
do hemorragia severa y lesiones principalmente en
la médula espinal y en las meninges (Boy et al.,
1990; Dubey et al., 2001). En el presente estudio,
las lesiones microscopicas consistieron en peque-
fios y multiples focos de hemorragias e inflama-
cién cronica en el tdlamo, el metencéfalo y la
médula espinal. Ademas, la presencia de S.
neurona en estos tejidos se identifico mediante
inmunohistoquimica y PCR-RFLP, lo que se indica

.
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para confirmar la etiologia de EPM (Boy et al.,
1990; Dubey et al, 2001; Hamir et al., 1993).
Lamentablemente, no se conservaron muestras de
suero de este animal para realizar estudios sero-
l6gicos que complementaran el diagnéstico.

Diferentes cepas o aislamientos de S.
neurona evidencian diferentes antigenos de super-
ficie que podrian ser causas de diferencias en el
desarrollo de los casos clinicos, como asi también
influir en el diagnoéstico serologico y molecular
(Howe et al., 2008). Teniendo esto en cuenta, se
llevara a cabo una caracterizaciéon molecular adi-
cional de S. neurona en las muestras de este caso,
asi como de otras que contengan ADN de S.
neurona, para identificar las variantes genotipicas
circulantes y ampliar la comprension de aspectos
epidemiologicos de la EPM en Argentina.

La deteccién previa de anticuerpos contra
S. neurona en caballos, la abundancia de coma-
drejas (Didelphis albiventris) en el medio y la
confirmacioén especifica en este caso, sugieren que
la enfermedad puede estar muy extendida en
Argentina. Esta es la primera descripcion de un
caso de EPM en Argentina, confirmado mediante
estudios histopatoldgicos, inmunohistoquimicos y
moleculares. La confirmaciéon del diagnostico de
esta enfermedad en nuestro medio sirve de alerta a
los veterinarios para que incluyan a la EPM entre
los diagnosticos diferenciales ante trastornos
neuroldgicos en equinos.
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