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RESUMEN

La adenitis equina es una enfermedad infecto-contagiosa, de
curso agudo o subagudo caracterizada por producir linfoa-
denitis purulenta del tracto respiratorio anterior de equinos de
hasta dos afios de edad principalmente. Su agente causal
es Streptococcus equi subsp. equi, un coco grampositivo, 3
hemolitico y que pertenece al grupo C de Lancefield. Se trata
de un patégeno primario y su deteccidn en cualquier caballo
es siempre significativa. Puede sobrevivir por largos periodos
en los animales recuperados de la enfermedad o infectados
en forma subclinica lo cual determina el estado de portador,
“carrier” o persistentemente infectado. Se realiz6 un estudio
para detectar portadores de Adenitis equina mediante hiso-
pados nasofaringeos de 100 caballos clinicamente sanos
ubicados en la Provincia de Buenos Aires y Ciudad Auténoma
de Buenos Aires. Se realizaron estudios citolégicos y bacteri-
olégicos de las muestras, se determiné la capacidad de pro-
ducir B hemdlisis, se detecto el antigeno C de Lancefield y se
identificaron las cepas a través de pruebas bioquimicas. Se
aislaron 16 cepas de Streptococcus equi, identificando a 4 de
ellas como Streptococcus equi subsp. equi. Todos los porta-
dores detectados fueron animales jévenes alojados a campo.
Este es el primer reporte de deteccion de carriers de Adenitis
equina en nuestro pais.
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SUMMARY

Equine strangles: Detection of Streptococcus equi sub-
Sp. equi carriers.

Strangles is an acute or subacute infectious disease described
as purulent lymphadenitis in the upper respiratory tract in
younger horses. Streptococcus equi subsp. Equi, a Lancefield
group C, B hemolytic, gram-positive cocoid bacterium is the
causal agent, a primary pathogen and its detection in horses
is always significant. S. equi can survive for long periods in
animals recovered from the disease or after subclinical infection;
this fact determines the carrier or persistently infected state.
This research was conducted in order to detect carriers of
strangles by taking nasopharyngeal swabs samples from 100
clinically healthy horses in Buenos Aires. Samples were also
used in cytological and bacteriological studies: the ability to
produce B hemolysis was confirmed, Lancefield group C antigen
was detected and strains were identified by biochemical tests.
Sixteen strains of Streptococcus equi were isolated; four of
them were classified as Streptococcus equi subsp. equi. All
detected carriers were young animals housed in fields. This is
the first report of carriers’s detection in Argentina..

Introduccioén

La adenitis equina (Ae) es una enfer-
medad infecciosa de curso agudo o
subagudo, producida por Streptococcus
equi subsp. equi (See) y caracterizada
por provocar linfoadenitis purulenta en
el tracto respiratorio superior de equi-
nos, principalmente menores de dos
afios de edad. Se transmite en forma
directa a partir de otros equinos, en
particular a través del contacto social
normal e indirecta, al compartir aloja-
miento contaminado, fuentes de agua,
comida o utensilios para alimentacion y
otros fomites®. Actuan como fuente de
infeccién los animales aparentemente
sanos que estan incubando la enferme-
dad o que son portadores inaparentes
del microorganismo en sus vias aéreas
superiores®'*. La Ae se manifiesta en
una variedad de sindromes clinicos.

La forma clasica posee una alta mortali-
dad y en ella se produce la tumefaccion
de los ganglios linfaticos retrofaringeos
y submandibulares con diseminacion
hematica del agente (“Adenitis bastarda”)
y extensos efectos metabdlicos®. La
forma atipica de la enfermedad, mas
leve, es probablemente mas comun
en todo el mundo. Los signos incluyen
pirexia, depresion, tos, descarga nasal
purulenta, con autolimitacion de la ab-
scedacion de los ganglios afectados y
sus complicaciones.

El agente etiolégico puede sobrevivir
por largos periodos en los equinos recu-
perados de la enfermedad o infectados
en forma subclinica lo cual determina el
estado de portadores, “carriers” o per-
sistentemente infectados?. Los estudios
epidemiolégicos que han sido empren-
didos durante los Ultimos 10 afios han
establecido un papel significativo del
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caballo portador en la epidemiologia
de la Ae®. Al menos un portador se pro-
duce en aproximadamente el 50 % de
los brotes®. Este puede ser una fuente
de infeccidn para animales susceptibles
y su introduccién al ganado puede ser
una fuente de nuevos brotes*?. En otros
paises se han reportado entre el 9 y
44% de portadores utilizando la técnica
de PCR®. No se encontraron datos de
reportes que demuestren la portacion
de See en equinos de Argentina.

El See es un coco Gram positivo, 3 he-
molitico y que pertenece al grupo C de
Lancefield. La bacteria sélo es patége-
na en caballos y a diferencia de Strep-
tococcus equi subsp. zooepidemicus
(Sez), no es un habitante normal de la
flora bacteriana del tracto respiratorio’.
Se trata de un patdégeno primario y su
deteccidn en cualquier caballo es siem-
pre significativa®.
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El diagnéstico se basa en el aislamien-
to microbioldgico del agente. El cultivo
de hisopados nasales, lavajes nasales
0 aspirados de pus de los abscesos
sigue siendo la “prueba de oro” para
la deteccion de See''. La presencia
de otros estreptococos beta hemoliti-
cos, especialmente Sez puede com-
plicar la interpretacion de los cultivos®
lo que implica la necesidad de aplicar
un protocolo preciso para la deteccién
de animales portadores. Diferenciar
las subespecies de Streptococcus equi
por el aspecto de sus colonias o beta
hemdlisis es dificultoso y poco certero.
La identificacion y diferenciacion tradi-
cionalmente se basa en sus carac-
teristicas fenotipicas, incluidas las
propiedades seroldgicas por el uso de
antisueros especificos del grupo C de
Lancefield y propiedades bioquimicas
tales como fermentacion de lactosa,
trealosa y sorbitol*.

El principal objetivo en la profilaxis de la
enfermedad es prevenir la exposicion
de los caballos susceptibles a la bacte-
ria y esto se logra por la identificacion
de portadores cronicos, el aislamiento
de caballos afectados y la desinfeccion
del material contaminado’. Estrategias
de control pueden ser posibles en al-
gunas condiciones, pero la deteccion
de caballos portadores sigue siendo
un obstaculo importante para el control
epidemioldgico completo®.

La hipotesis de trabajo fue que la
mucosa retrofaringea de equinos per-
tenecientes a establecimientos con
historia clinica de Ae permanece per-
sistentemente infectada por See y el
objetivo principal del trabajo fue dem-
ostrar la presencia de See en muestras
obtenidas de hisopados retrofaringeos
de equinos clinicamente sanos de la
Provincia de Buenos Aires y Ciudad
Autonoma de Buenos Aires (CABA).

Materiales y métodos

El Proyecto de Investigacion fue
evaluado y aprobado por el CICUAL
(Comité Institucional de Cuidado y Uso
de Animales de Experimentacién) de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de Buenos Aires.

Muestreo

Se analiz6 un “n” total de 100 equinos
clinicamente sanos ubicados en dis-
tintas zonas de la Provincia de Buenos
Aires y de CABA. El 50% correspondio
a animales en training (Studs, clubes,
etc.) y el 50% restante a animales de
haras dedicados a la produccién equi-
na. La seleccion de los animales de
haras se realiz6 por muestreo aleatorio
simple trabajando con un “n” equiva-
lente a un porcentaje de los equinos
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de cada establecimiento comprendido
entre el 10% y el 15%. Como los ani-
males a box rotan permanentemente
se tomaron al azar entre 5 y 10 ani-
males de diferentes studs pertenecien-
tes a hipédromos o clubes hipicos que
se encontraban disponibles el dia del
muestreo.

Se establecié como criterio de inclusion
gue los animales estuvieran clinica-
mente sanos y pertenecieran a esta-
blecimientos con historia clinico-epide-
miolégica de Ae y se excluyeron del
muestreo aquellos equinos que recibi-
eran tratamiento antibiético.Se recolec-
taron datos tales como sexo, edad, pe-
laje, actividad e historia epidemiolégica
del establecimiento. Los datos de los
animales muestreados se detallan en
la tabla 1.

Las muestras se colectaron por pa-
sajes de hisopos (de material plastico de
70 cm de largo con extremo de dacron,
cubiertos con tubo hueco de plastico y
esterilizados con 6xido de etileno) via
meato ventral de la nariz hacia el nivel
de la cavidad orofaringea y paladar
blando hasta causar un acceso de tos
en el paciente como se observa en la
figura 1. El material removido se sum-
ergié en un tubo con medio de trans-
porte.

Estudios Citolégicos: Extendidos de
material extraido por hisopado naso-
faringeo se fijaron con alcohol metilico
para examen citoldgico con la Colo-
racion May Grundwald-Giemsa. Se ob-
servaron en 15 campos a 40 X, los tipos
celulares y la presencia de cocos intra
y extracelulares.

Bacteriologia:

Cultivo: Las muestras se transportaron
al laboratorio a 4% C y se sembraron 4
horas post obtencién en agar sangre
(agar base sangre adicionado con 10%
de sangre equina estéril). Los cultivos
se incubaron a 37 °C en atmésfera
enriquecida con CO? (método de la
vela) durante 24 -48 hs. Las colonias
B hemoliticas se recuperaron en Agar
tripteina soja.

Estudios morfoldgicos vy tintoriales: se
utilizé la tincion de Gram seleccionan-
do a las cepas que microscépicamente
coincidieron con las caracteristicas de
las bacterias en estudio: cocos positi-
vos a la Tincién de Gram formando ca-
denas.

Prueba de la catalasa: se realizé la
prueba mediante la adicion de H>O? a
una suspension bacteriana. La prueba
es positiva ante la formacion de burbu-
jas y negativa ante la ausencia de las
mismas. Se eligieron las cepas clasifi-
cadas como catalasa negativas.

2de8

Deteccion del antigeno C de Lance-
field: Se utilizé el test de aglutinacion
de latex (Oxoid®) para detectar el an-
tigeno C de Lancefield. Se realizd
una suspension bacteriana a la que
se le adicioné la enzima de extrac-
cion provista por el kit comercial. Se
incubd durante 5 minutos a 37°C en
bafio termostatico, se agito el tubo con
la suspensién vigorosamente durante
2-3 segundos y luego se continud in-
cubando por 5 minutos mas. Luego se
coloc6 una gota del extracto obtenido
y una gota del reactivo C en el area
respectiva de la tarjeta de reaccién. Se
mezcld y se roto la tarjeta suavemente.
La prueba se consideré positiva ante
la aparicién de la aglutinacién en 30
segundos.

Pruebas bioguimicas: Se identificaron
las cepas por capacidades bioquimicas
utilizando la galeria APl 20 STREP
(Biomerieux®). La misma se compone
de 20 microtubos que contienen sustra-
tos deshidratados para la deteccion de
actividades enzimaticas y de fermen-
tacion de azUcares que se inoculan con
una suspension densa (superior a 4 de
la escala de Mc Farland). La incubacién
es a 37°C durante 4 y 24 hs. Las reac-
ciones se traducen en variaciones de
coloracién, espontaneas o reveladas
mediante la adicion de reactivos. La
galeria incluye las siguientes pruebas
biogquimicas: Voges Proskauer, hi-
drdlisis de acido hipurico, hidrolisis de
esculina, pirolidonil arilamilasa, alfa
galactosidasa, beta glucuronidasa,
beta galactosidasa, fosfatasa alcalina,
leucina amino peptidasa y arginina di-
hidrolasa. Ademas incluye la fermen-
tacion de los siguientes azulcares:
ribosa, arabinosa, manitol, sorbitol,
lactosa, trehalosa, inulina, rafinosa,
almiddn y glicogeno. La lectura de es-
tas reacciones se llevd a cabo utilizando
una tabla de lectura y la identificacion
mediante el software de identificacion
(Biomerieux®).

Resultados
Estudios Citologicos

Se observaron células de Goblet, pro-
ductoras de mucus (figura 2), células
espumosas, con funcion fagocitica y cé-
lulas de epitelio cubico/cilindrico pseu-
doestratificado ciliado. Ademas se en-
contraron células polimorfonucleares y
cocos de ubicacion extracelular (figura
3) en las citologias correspondientes a
los animales 58, 66 y 67. Los signos ci-
tolégicos de irritacion e inflamacién se
evidenciaron por un aumento de las
células de go-blet junto con el aumento
relacionado de mucina en el preparado
(figura 4), la presencia de polimorfo-
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Tabla 1.
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Equinos muestreados y establecimientos de procedencia.

Actividad

Antecedentes clinico-
epidemiolégicos
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Actividad Antegeder?te§ glinlco- Animal Sexo Egad Pelaje
epidemiolégicos (afios)

50 M 5 T

51 H 6 T

52 M 6 A

4 Club Hipico Vacunacién: 53 M 3 A
I, E, Te. 54 H 4 A

55 M 5 T

56 M 7 A

57 M 8 Z

58* H 3 A

59 H 4 Z

60 H 3 Z

Vacunacién: 61 H 2 A

I, E, Ae 62 H 2 T

5 Haras .

(vacuna comercial e 63 H 3 T

inmundégenos aut6logos). 64* H 2 7

65 M 3 A

66* M 2 Z

67* M 2 YA
68 H 4 SD
69 M 0.5 SD
70 H 4 SD
71 M 0.5 SD
72 H 5 SD
73 M 0.5 SD

74 H 4 SD

Vacunacion: 75 M 0.5 Sb

I, E, Ae 76 H 5 SD

6 Haras (vacuna comercial e 77 H 0.5 SD
inmundgenos autdlogos). 78 H 4 sSD

79 M 6 SD

80 M 15 SD

81 M 0.5 SD

82 H 0.5 SD

83 H 0.5 SD

84 M 0.5 SD

85 M 0.5 SD

86 H 18 A

87 H 21 Z

1 caso de Ae 20 dias previos 89 H 6 Z

al muestreo (animal 95). 90 H 12 A

7 Haras Vacunacion: 91 H 16 Z
I, E, Ae 92 H 10 Z

(con inmunégenos aut6logos). 93 H 14 7

94 H 12 T

95 H 6 Z

96 H 3 SD

. 97 M 5 SD

8 Haras VaculnaEc'OH: 98 H 6 SD
' 99 H 4 SD

100 M 4 SD

* animales portadores de Streptococcus equi subsp. equi.
Referencias: I: Influenza, E: Encefalomielitis; Ae: Adenitis equina; Te: tetanos; Rn: Rinoneumonitis; WN: West Nile virus; H: hembra;
M: macho; A: alazan; Z: zaino, T: tordillo; S/D: sin datos.
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Figura 1.
Metodologia de muestreo nasofaringeo.

Figura 2.
Citologia mostrando células de goblet.
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Figura 3.
Citologia mostrando cocos dentro de un cluster de epitelio cilindrico.

Figura 4.
Citologia mostrando polimorfonuclear degenerado y hebra de mucina.
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Figura 5.

Colonias B hemoliticas en agar sangre.

Figura 6.
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Deteccion de capacidades bioquimicas mediante el API 20 STREP.

nucleares neutréfilos en un porcentaje
mayor al 5 % de las células de la pre-
paracion y de los neutréfilos degenera-
dos, fagociticos o no, son sugerentes
de proceso bacteriano.

Bacteriologia
A partir del cultivo primario en agar
sangre se analizaron las colonias f

hemoliticas (figura 5). Se realiz6 el
estudio tintorial de las mismas, conti-
nuando el proceso de identificacion
de las cepas que microscépicamente
correspondian a cocos agrupados
en forma de cadenas y positivos a la
tincion de Gram. Se detecto el an-
tigeno C de Lancefield mediante el test
de aglutinacién en 16 de las cepas

7 de 8

catalasa-negativas. Mediante la galeria
de pruebas bioquimicas APl 20 STREP
(figura 6) se identificaron 4 cepas de
See (identificadas como UBA 58/09,
UBA 64/09, UBA 66/09 y UBA 67/09)
y 12 cepas de Sez. Se hallaron
ademéas cepas de Pseudomonas sp,
Streptococcus sp, Staphylococcus sp,
Corynebacterium sp y Bacillus sp.
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Discusion

Se analizaron las citologias de muestras
de nasofaringe hallando correlacion
positiva entre los signos citolégicos de
irritacion e inflamacion y el aislamiento
de See. No se encontraron citologias
de caracteristicas inflamatorias en los
aislamientos de Sez. Esto puede de-
berse a que Sez es un microorganismo
habitante normal de mucosas y See es
patégeno primario de las vias aéreas
superiores como lo describen Hewson
et al’. Los microorganismos raras vec-
es son aislados en cultivos puros de los
casos de faringitis crénica en caballos
y la distincién entre la colonizacion y la
infeccion es dificil debido a una caren-
cia de conocimiento sobre la flora nor-
mal de la faringe de los caballos. Se
demostrd la presencia de See en la
mucosa nasofaringea de equinos clini-
camente sanos (portadores de Ae) en
nuestro pais. Dichos hallazgos micro-
bioldgicos coinciden con los obtenidos
en las investigaciones llevadas a cabo
en otros paises por Newton et al8 en
una granja, por Fintl et al® en una es-
cuela de equitacién y por Groenbaek et
al4 en dos rebafios con brotes de Ae.
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Si bien se trabaj6 con establecimientos
con antecedentes de Ae, se descono-
cen datos precisos sobre las caracte-
risticas de los brotes y si los animales
muestreados padecieron la enferme-
dad o estuvieron en contacto con otros
equinos enfermos.

Se hallaron otros microorganismos en
nasofaringe entre los que se destaca
Sez. El aislamiento de Streptococos 3
hemoliticos del grupo C de Lancefield
implica la necesidad de una correcta y
cuidadosa evaluacion en el diagnéstico
y deteccién de portadores asintomati-
cos, ya que See y Sez sOlo pueden
diferenciarse por pruebas bioquimi-
cas y PCR’. Ademéas no existe inmuni-
dad cruzada entre las subespecies de
Streptococcus equi a pesar de sus es-
trechas relaciones filogenéticas®.

Conclusiones

Este trabajo constituye el primer reporte
en nuestro pais de animales portado-
res de See. Se comprobd la portacion
del agente investigado en el 4 % de los
animales en estudio. La totalidad de
los aislamientos provino de animales

jovenes alojados a campo de entre 2 'y
3 afios de edad que pertenecian al mis-
mo haras. Dicho establecimiento posee
antecedentes clinico-epidemiolégicos
de la enfermedad sin datos precisos de
las fechas de los brotes e incluye en su
plan sanitario la utilizacién de vacunas
comerciales contra Ae e inmun6genos
autdlogos realizados con los aislamien-
tos de See obtenidos en brotes previos.
Con respecto al sexo de los portadores
detectados el 50% de ellos fueron hem-
bras y el otro 50% machos.

En el 12% de los animales se aislé Sez,
lo cual evidencia la necesidad de una
correcta diferenciaciéon entre ambas
subespecies.

Laidentificacion de animales portadores
crénicos permitiria un mayor desarrollo
de medidas profilacticas y de control de
la Ae, con la consecuente disminucién
de brotes, secuelas clinicas y dismi-
nucion de la performance deportiva que
esta enfermedad produce. Se propone
realizar investigaciones futuras en las
que se trabaje con animales recupera-
dos de la enfermedad para estudiar con
mayor profundidad el estado de porta-
dor y su importancia epidemioldgica en
nuestro medio.
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