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Resumen

La Adenitis equina es una enfermedad infecciosa mundialmente distribuida y
producida por Streptococcus equi subsp. equi que afecta al tracto respiratorio
superior de equinos jévenes causando faringitis y linfoadenitis retrofaringea y
submandibular. Un cuadro conocido como Falsa Adenitis por su similitud clinica es
ocasionado por Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, una bacteria
grampositiva del grupo C de Lancefield y comensal de las mucosas del equino. Es
considerado un patdgeno oportunista que puede ocasionar enfermedad en el
caballo y en otras especies animales, incluyendo el hombre.

El objetivo de este trabajo fue identificar Streptococcus equi subsp. zooepidemicus
de equinos con linfoadenitis submandibular.

Se trabajé con muestras de 6 caballos con signologia compatible con Adenitis
equina (con cultivo negativo para Streptococcus equi subsp. equi) mediante la
puncion de los linfonédulos submandibulares. Se identificdO Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus y se determiné expresion capsular y el perfil de sensibilidad
antibiotica.

Sdélo un aislamiento expresé capsula fina. Se evidencio un alto porcentaje de
sensibilidad antibiética, con sensibilidad intermedia a la tetraciclina y
trimetroprim-sulfametoxazol y resistencia a la estreptomicina.

Al observar casos aislados con signologia clinica leve podemos concluir que en los
animales enfermos el agente actué como patdgeno oportunista luego de
situaciones estresantes. Destacamos la importancia de la relacion huésped ?
agente ? ambiente para el desarrollo de enfermedad y el correcto diagnostico
microbiolégico para un adecuado control y prevencién de la Adenitis equina.

False Strangles: Isolation of Streptococcus equi subsp. zooepidemicus from
horses with submandibular lymphadenitis.

Summary

Strangles is a worldwide infectious disease which is caused by Streptococcus equi
subsp. equi. It affects upper respiratory tract of young horses causing pharyngitis
and retropharingea and submadibular lymphadenitis. A similar disease is called
False Strangles and it is produced by Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, a
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gram-positive bacterium of group C of Lancefield that is considered a part-mucosal
commensal of the horses. It is an opportunistic pathogen of horses and others
animals including human.

The aim of this work was identified Streptococcus equi subsp. zooepidemicus from
horses with submandibular lymphadenitis.

Six horses with clinical signs of Strangles (without isolation of Streptococcus equi
subsp. equi) were sampled by pus aspirated from lymph nodes. Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus was identified and capsular expression and antibiotic
sensitivity profile were determinated.

Small sized of capsule was expressed by only one strain. A high percentage of
antibiotic sensitivity was obtained. However, intermediate sensitivity of tetracycline
and trimethoprim-sulphamethoxazole and resistance of streptomycin were showed.
We could conclude that the bacterium was an opportunistic pathogen in these
animals because of mild signology and isolated cases. We stress the importance
between host, agent and environment to disease development and microbiology
diagnosis to appropriate control and prevention of Strangles.

Palabras clave: Equinos, Adenitis equina, Falsa Adenitis, linfoadenitis,
Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus.
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Introduccion

La Adenitis equina es una enfermedad infecciosa mundialmente distribuida y
producida por Streptococcus equi subsp. equi (S. equi) que afecta al tracto
respiratorio superior de los equinos jévenes (Sellon, 2007). La forma clinica mas
difundida incluye rinitis, faringitis y linfoadenitis de linfonddulos de cabeza y cuello,
principalmente de linfon6dulos submandibulares y retrofaringeos cuyos principales
signos clinicos son pirexia, decaimiento, descarga nasal, disfagia, disnea y tos (
Knottenbelt, 2008; Sweeney, 2005).

La forma sistémica o Adenitis bastarda se debe a la distribucion linfo-hematica del
agente y consecuente formacién de abscesos en 6rganos como pulmon, higado,
bazo e intestinos y desarrollo de poliartritis, pudiendo dar sintomatologia clinica
variada segun el érgano afectado (Sellon, 2007; Sweeney, 2005).

S. equi es un coco grampositivo, beta hemolitico, perteneciente al grupo C de
Lancefield (Timoney, 2004) que actia como patégeno primario. Los animales
recuperados de la enfermedad pueden continuar portando el agente en nasofaringe
y bolsas guturales por largos periodos de tiempo, siendo una fuente de infeccién
para otros animales susceptibles por lo que su identificacion y tratamiento son de
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gran importancia para el manejo de la enfermedad (Sweeney, 2005).

Se ha descripto un cuadro clinico similar a la Adenitis equina denominado "Falsa
Adenitis" que es producido por Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (S.
zooepidemicus) con una sintomatologia mas leve y sin la tipica presentacion en
brotes (Knottenbelt, 2008). Esta bacteria forma parte de la flora residente de las
mucosas hasofaringea y genital equina y se la asocia a infecciones oportunistas en
situaciones de estrés y/o enfermedades virales concomitantes. Es principalmente
aislado de equinos sanos pudiendo ocasionar infecciones del tracto respiratorio y
genital y ademas, afectar otras especies mamiferas (Akineden, 2005; Timoney,
2004; Las Heras, 2002;), incluyendo al hombre (_
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Se tomaron muestras de linfonddulos submandibulares de equinos con linfoadenitis
(Figura 1) pertenecientes a establecimientos ubicados en la provincia de Buenos
Aires.

Se realizé la puncién de los linfonédulos con aguja 50/10 acoplada a jeringa de 20
ml de capacidad, previa desinfeccién del area a punzar con yodo povidona. El
material purulento se traslado refrigerado al laboratorio.

Aislamiento e Identificacion:
Las muestras se cultivaron en agar sangre (agar base sangre suplementado con
5% de sangre de equino adulto) a 37°C y en atmdsfera enriquecida con CO2.

Se detecto la capacidad de hemdlisis en agar sangre equino de las bacterias
aisladas. Se realiz6 la coloracion de Gram de las cepas, considerando afinidad
tintorial, forma y agrupacion.

Se les realizé las pruebas bioquimicas para identificacion de género: presencia de

las enzimas catalasa y oxidasa, tipo de respiracion, capacidad de oxidar y/o
fermentar la glucosa (OF) y movilidad. A las cepas de Streptococcus sp. se les
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realizo la prueba de aglutinacion de latex (Oxoid®) para la identificacion del grupo
segun el esquema serologico de Rebeca Lancefield y se estudi6 el perfil
bioquimico-metabdlico mediante la galeria comercial AP120 Strep (bioMérieux®).

Sensibilidad antibiética:

Por cada aislamiento de S. zooepidemicus se realizé un estudio con el método de
difusién en placa segun Bauer-Kirby y las recomendaciones del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010) para Streptococcus beta hemoliticos.

Los antibidticos probados fueron: penicilina G (P 10 U), cefotaxime (CTX 30 ug),
eritromicina (ERY 15 pg), tetraciclina (TET 30 ug), trimetroprim-sulfametoxazol
(TMS 25 pg), cefalexina (CL 30 pg), lincomicina (MY 15 pg), ampicilina sulbactam
(AMS 10 pg), azitromicina (ZIT 15 pg), rifampicina (RFA 5 pg), estreptomicina (300
Hg) vy florfenicol (FFC 30 ug), recomendados para grampositivos.

La lectura se realiz6 mediante la medicion de los halos de inhibicion a las 18 hs de
su siembra a 37°C y posterior comparacion con los puntos de corte indicados por el
CLSI (2008, 2010).

Tincion negativa para capsula:

Se utiliz6 la tincién negativa con tinta china para los aislamientos de S.
zooepidemicus. Se incubaron en el medio Tood Hewitt broth (THB) adicionado con
0,2% de extracto de levadura y 10% de suero equino adulto estéril a 37°C y en
atmosfera enriquecida con CO2. Se coloco una gota del cultivo y se mezclé con
una gota de una mezcla de tinta china, agua destilada, suero equino adulto y
formol. Luego se secar al aire el extendido se fij6 con metanol durante 1 minuto. Se
tifid con violeta de genciana al 25% en alcohol etilico durante 5 minutos y se
enjuago con agua por inmersion. Se observaron las coloraciones en microscopio
Optico a 100X.

Resultados
Aislamiento e Identificacion:
Se identificd S. zooepidemicus en los 6 animales con linfoadenitis submandibular.

Sensibilidad Antibidtica:

Los resultados de los antibiogramas por difusién en disco mostraron sensibilidad
intermedia ala TET y el TMS y resistencia a la S en uno de los aislamientos de S.
zooepidemicus. Los demas aislamientos fueron sensibles a todos los antibiéticos
testeados.

Tincion negativa para capsula:
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Solo se evidencidé expresion de capsula fina (Figura 2) en uno de los aislamientos,
siendo el resto acapsulados.

Figura 1: Potranca recientemente destetada de 5 meses con linfoadenitis
submandibular de la que se aislo Streptococcus equi subsp. zooepidemicus.

Figura 2: Aislamiento con capsula fina a 100X: se observa la cadena de cocos
tefiidos con cristal violeta y un halo blanco alrededor.Discusion.

Los caballos con sospecha de Adenitis equina de los que se aisl6 S. zooepidemicus
presentaban signos clinicos leves como decaimiento y tumefaccion de linfonédulos
submandibulares. Ademas, se trataba de casos aislados, coincidentes con el
momento del destete o el comienzo del training con lo que los animales se
encontraban bajo un estrés que justificaria la infeccion secundaria por este agente
como es descripto por Sellon et al. (2007), Knottenbelt (2008) y Lindahl (2013). Por
otra parte, una publicacién reciente de Lindahl et al. (2013) identific6 de muestras
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nasales de 12 caballos un Unico clon de S. zooepidemicus (ST-24 mediante la
técnica de MLST) de un brote con signos consistentes con Adenitis equina sin
evidencias de otros patdgenos respiratorios. Si bien esto sugeriria que ciertos
clones podrian tener un potencial patdgeno mayor, adn se requieren mas estudios
al respecto para comprender la epidemiologia.

La presencia de capsula es un factor de patogenicidad reconocido en otros
miembros del género estreptococos. En este trabajo se busco evidenciar la
expresion de capsula bajo la hipotesis que aquellos aislamientos de enfermos
presentarian capsula como factor de patogenicidad. Sin embargo, ésto solo fue
comprobado en uno de los aislamientos que expres6 capsula fina. Esto coincide
con la bibliografia internacional que considera a la mayoria de las cepas de S.
zooepidemicus como acapsuladas (Sellon, 2007; Timoney, 2004). Por otro lado,
como sOlo trabajamos con una técnica fenotipica, puede ser posible que bajo las
condiciones in vitro estudiadas, los aislamientos no expresen capsula pero que ante
otras condiciones si lo hagan.

Los aislamientos mostraron un alto porcentaje de sensibilidad a los antibioticos
probados. Si bien un aislamiento resulto resistente a la estreptomicina y con
sensibilidad intermedia al trimetropim sulfametoxazol y a la tetraciclina, no
realizamos la determinacion de la concentracion inhibitoria minima para confirmar la
resistencia. Ademas, la penicilina que es el antimicrobiano de eleccién para este
agente (Prescott, 2002), mostré un halo de inhibicion de mas de 35 mm en los
aislamientos.

Destacamos la importancia de la relacién huésped ? agente ? ambiente para que
se genere enfermedad por patdégenos secundarios. Asimismo, el correcto
diagndstico con identificacién del agente etiolégico de una linfoadenitis
submandibular o retrofaringea es de relevancia para la inmediata instauracion de
medidas profilacticas y de control adecuadas para la enfermedad.
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