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RESUMEN

Se observé un brote de enfermedad neurolégica en equinos de un campo del partido de Rivadavia, provincia
de Buenos Aires, Argentina. El cuadro se presentd en una manada de 250 yeguas pastoreando un maiz diferido
espigado en pie como Unica fuente de alimento. Entre el 5 de abril y el 4 de mayo del 2010 12 yeguas manifesta-
ron signos clinicos neuroldgicos agudos caracterizados por excitabilidad, marcha en circulos y pérdida del equili-
brio seguidos de muerte dentro de 24 hs. Las tasas de morbilidad y mortalidad fueron del 4,8% (12/250), y la leta-
lidad del 100% (12/12). En necropsias realizadas en dos de los casos la sustancia blanca cerebrocortical presenta-
ba éreas irregulares, bien delimitadas y de distribucion multifocal extensiva, caracterizadas por severo reblande-
cimiento (malacia), cavitacion, licuefaccién y decoloracion amarillenta. Histologicamente estas lesiones se co-
rrespondieron con areas de necrosis licuefactiva de la sustancia blanca cerebrocortical, caracterizadas por severa
vacuolizacidn, cavitacion y presencia de edema proteinaceo eosinofilico, hemorragias multifocales, infiltracion
por escasas células de gitter y astrocitos tumefactos conteniendo nucleos prominentes y vesiculados, y minima
infiltracion neutrofilica (leucoencefalomalacia). Mediante cromatografia liquida se detectaron concentraciones de
14379 ng/kg de fumonisina B1, 5404 ng/kg de fumonisina B2 y 926 ng/kg de fumonisina B3 (total: 20709 pg/kg)
en muestras de granos de maiz, lo que permitié confirmar el diagnéstico de leucoencefalomalacia equina por con-
sumo de fumonisinas. El hongo Fusarium verticillioides fue cultivado e identificado a partir de las espigas de
maiz que presentaban signos tipicos de podredumbre de espiga.

Palabras clave: leucoencefalomalacia equina, fumonisinas, Fusarium verticillioides, micotoxinas, intoxica-
cién, maiz, equinos.

LEUKOENCEPHALOMALACIA IN HORSES GRAZING CORN CONTAMINATED WITH
FUMONISINS IN ARGENTINA
ABSTRACT

An outbreak of neurological disease in horses occurred in a farm located in Rivadavia County, Buenos Aires
Province, Argentina, in a herd of 250 mares grazing standing mature eared corn as their sole source of feed. Be-
tween April 5" and May 4™ 2010, 12 mares exhibited acute neurologic signs including hyperexcitability, circling
and ataxia followed by death within 24 hrs. The morbidity and mortality rates were 4.8% (12/250) and the lethali-
ty rate was 100% (12/12). Necropsies performed in two horses revealed multifocally extensive, irregular, well-
demarcated areas of brown-yellow discoloration, softening (malacia), liquefaction and cavitation of the cerebro-
cortical white matter. Histologically the lesions consisted of extensive areas of cerebrocortical white matter lique-
factive necrosis characterized by severe rarefaction, vacuolization and cavitations filled with proteinaceous eosin-
ophilic edema, multifocal hemorrhages, infiltration by low numbers of gitter cells, swollen astrocytes with promi-
nent and vesiculate nucleus and rare neutrophils (leukoencephalomalacia). Concentrations of 14,379 ug/kg of
fumonisin B1; 5,404 ug/kg of fumonisin B2 and 926 pg/kg of fumonisin B3 (total: 20,709 ug/kg) were detected in
corn kernel samples by liquid chromatography, which confirmed the diagnosis of equine leukoencephalomalacia
due to fumonisins. Fusarium verticillioides was isolated and identified in corn ears that showed typical signs of
ear rot.

Key Words: equine leukoencephalomalacia, fumonisins, Fusarium verticillioides, mycotoxins, intoxication,
corn, equine.
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INTRODUCCION

La leucoencefalomalacia equina (LEME), también conocida como enfermedad del maiz mohoso o encefalo-
malcia micotdxica es una enfermedad tdxica del sistema nervioso central caracterizada clinicamente por signos
neuroldgicos de comienzo agudo debidos a necrosis licuefactiva de la sustancia blanca cerebrocortical. La intoxi-
cacion ha sido reportada en varios paises y se produce por el consumo de uno o mas tipos de fumonisinas (Mara-
sas y col. 1988, Kellerman y col. 1990), micotoxinas producidas por varias especies de hongos del género Fusa-
rium, principalmente F. proliferatum y F. vertcillioides (antes Ilamado F. moniliforme) (Shephard y col. 1996)
gue son frecuentemente detectadas en maiz (Zea mays), tanto en planta como granos almacenados en silos, y sus
subproductos. Fusarium spp. es un patégeno del maiz que causa pudriciones de espigas que bajo determinadas
condiciones produce metabolitos toxicos (micotoxinas). Mas de 28 tipos de fumonisinas han sido aisladas y carac-
terizadas (Rheeder y col. 2002). De todas ellas, las fumonisinas B1 (FB1), B2 (FB2) y B3 (FB3), son las més co-
munes en la naturaleza y la FB1 es la mas frecuentemente detectada en maiz a nivel mundial (Beasley 1999, FDA
2001, Wu 2006) y la mas comunmente asociada a brotes de LEME.

Las fumonisinas causan un sindrome diferente caracterizado por edema pulmonar e hidrotérax en porcinos
(Harrison y col. 1990), son carcinogénicas para roedores de laboratorio (NTP 2001) y la Agencia Internacional de
Investigacion sobre el Cancer de la Organizacion Mundial de la Salud las ha incluido en la lista de probables car-
cindégenos para los seres humanos (WHO, 2002).

Entre los animales domésticos, los equinos son los mas sensibles a la intoxicacién por fumonisinas, siendo los
efectos toxicos de FB1 en esta especie dosis dependiente (Foreman y col. 2004). La mayoria de los casos natura-
les de LEME han tenido lugar con alimentos cuyas concentraciones de FB1 fueron superiores a 10.000 pg/kg
(Ross et al. 1991). Los equinos afectados desarrollan signos clinicos neuroldgicos agudos después de un tiempo
de exposicion variable, que oscila entre 7 y 180 dias, o pueden morir de forma inesperada después de manifestar
solo leves anormalidades clinicas o incluso sin manifestacion clinica alguna (Wilson y col. 1992, Beasley 1999,
Foreman y col. 2004). Los signos clinicos incluyen disminucion del tono y movilidad de la lengua, déficits pro-
pioceptivos, ataxia, anorexia, letargia, ceguera, marcha en circulos o sin rumbo, presionar la cabeza contra obje-
tos, hiperexcitabilidad, diaforesis y coma (Summers y col. 1995, Beasley 1999, Foreman y col. 2004, Maxie y
Youssef 2007). Los animales afectados que desarrollan signos clinicos pero sobreviven suelen mostrar algun gra-
do de déficit neuroldgico de por vida (Summers y col. 1995, Beasley 1999, Maxie y Youssef 2007).

La patogenia de la LEME no se conoce con exactitud. La enzima esfingosina-N-aciltransferasa (cuyos sustra-
tos son la esfingosina y la acil-CoA) es estructuralmente inhibida por las fumonisinas. Esta enzima esta implicada
en la biosintesis de los esfingolipidos y se hipotetiza que la acumulacion de sustratos de la enzima, asi como el
agotamiento de los esfingolipidos complejos, podrian ser responsables de la toxicidad de las fumonisinas (Merrill
y col. 1996, Beasley 1999). La lesion macroscoOpica caracteristica de LEME se limita a la sustancia blanca de los
hemisferios cerebrales y consiste en areas cavitadas, reblandecidas y decoloracion amarillenta (leucoencefaloma-
lacia). Las lesion puede ser focal o multifocal, uni o bilateral (Summers y col. 1995), y en los casos leves pueden
no evidenciarse lesiones macroscopicas (Beasley 1999). Histoldgicamente, las lesiones mas caracteristicas consis-
ten en areas de necrosis licuefactiva, edema y hemorragia que involucra la sustancia blanca encefalica (Maxie y
Youssef 2007). El diagndstico presuntivo se establece en base a los signos clinicos, hallazgos anatomopatoldgicos
e histologicos. La confirmacion del diagndstico se realiza en base a la deteccion de concentraciones toxicas de
fumonisinas en el alimento (Beasley 1999). El objetivo del presente trabajo es describir y difundir los hallazgos
epidemioldgicos, clinicos, patoldgicos y toxicoldgicos de un caso natural de LEME de modo de alertar a produc-
tores equinos y veterinarios en Argentina, un pais en el cual se han reportado solo dos casos de esta enfermedad
(Monina y col. 1981, Giannitti y col. 2011) a pesar de la relativamente alta poblacion equina y las grandes exten-
siones en las que se cultiva maiz.

MATERIALES Y METODOS

El caso ocurrié los meses de abril y mayo de 2010 en un establecimiento agricolo-ganadero del partido de Ri-
vadavia, oeste de la provincia de Buenos Aires, en el cual se criaban caballos para polo. La manada afectada esta-
ba conformada por 250 yeguas (prefiadas y vacias) pastoreando diferentes lotes de maiz diferido en planta que se
encontraba espigado al momento de ser consumido, siendo ésta la Unica fuente de alimento. El Servicio de Diag-
nostico Veterinario Especializado (SDVE) de INTA Balcarce concurri6 al establecimiento el dia 4 de mayo, ha-
biéndose registrado hasta ese momento la muerte por goteo de 12 yeguas (7 vacias y 4 prefiadas) desde el 5 de
abril. Los animales afectados manifestaban signos clinicos neuroldgicos caracterizados por excitabilidad, marcha
en circulos, pérdida del equilibrio y se llevaban por delante alambrados, con una duracién aproximada de 24 hs
antes de la muerte. Las tasas de morbilidad y mortalidad fueron del 4,8% (12/250), y la letalidad del 100%
(12/12).

Se realizaron necropsias de dos yeguas (N1 y N2) de 5 afios de edad, que habian muerto espontaneamente y
se recolectaron muestras de varios 6rganos incluyendo cerebro, medula espinal, ganglio trigémino, higado, rifion,
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bazo, tracto gastrointestinal, glandula adrenal, pulmon y corazén, las cuales fueron fijadas en formol bufferado al
10%, embebidas en parafina, seccionadas a 5 pum de espesor y coloreadas con hematoxilina y eosina para su eva-
luacion microscopica.

Asimismo se realizd la inspeccién de los potreros donde pastoreaban los animales y se recolectaron aleato-
riamente espigas de maiz (n=60) que fueron posteriormente desgranadas. Una submuestra de los granos de maiz
asi obtenidos fue remitida al Laboratorio de la Fundacion de Investigaciones Teresa Benedicta de la Cruz, Lujan
para determinar la concentracion de FB1, FB2 y FB3 mediante cromatografia liquida (AOAC 2000). Una segunda
submuestra fue remitida al Laboratorio de Toxicologia del Grupo de Sanidad Animal de INTA Balcarce para de-
terminacion de zearalenona, toxina T-2, diacetoxiscirpenol (DAS), deoxinivalenol (DON) y nivalenol (NIV) me-
diante la técnica de cromatografia en capa delgada (TLC). En este ultimo caso el proceso analitico consistio en la
extraccion de las muestras con acetonitrilo, cloruro de potasio 4% y acido clorhidrico, realizdndose posteriormente
dos delipidaciones sucesivas con hexano y extraccion final con cloroformo. Las mencionadas micotoxinas fueron
separadas en cromatofolios de silica gel y examinadas bajo luz UV de onda larga (360 nm) siguiendo un protocolo
previamente descripto (Tapia 1985).

Las espigas de maiz fueron analizadas para la deteccidn e identificacién de hongos en el Laboratorio de Pato-
logia Vegetal de la EEA INTA Balcarce. Las espigas fueron observadas a simple vista y con lupa estereoscopica
para extraer porciones con sintomas de pudricion. EI material afectado fue acondicionado en recipientes herméti-
cos sobre rejillas apoyadas en papeles humedecidos (cAmaras himedas) incubadas a 25+2°C con iluminacién na-
tural diurna. Se realiz6 ademas la siembra de muestras en medio de cultivo agar papa glucosado (APG) al 2%,
acidificado con &cido lactico (0,03%). Se utilizé ademas la técnica de microcultivos en APG 2% sobre portaobje-
tos. Los aislamientos en APG 2% y los microcultivos se incubaron a 25+2°C en la oscuridad. Para la identifica-
cién de los microorganismos fungicos presentes se realizaron observaciones en microscopio optico (aumento ma-
yor utilizado: 480X) y se utilizaron claves taxonémicas especificas de enfermedades de las espigas de maiz (Bar-
nett y col. 1998, Warham y col. 1996, White 1999, Programa de Maiz del CIMMYT 2004).

RESULTADOS

Los hallazgos anatomopatoldgicos macroscopicos en ambos casos (N1 y N2) fueron similares incluyendo aé-
reas irregulares, bien delimitadas y de distribucion multifocal extensiva, caracterizadas por severo reblandeci-
miento (malacia), cavitacion, licuefaccion y decoloracion amarillenta de la sustancia blanca cerebrocortical y pe-
riventricular (Foto 1). MicroscOpicamente las lesiones en ambos casos consistieron en multiples areas extensivas y
coalescentes de necrosis licuefactiva de la sustancia blanca cerebrocortical, caracterizadas por severa vacuoliza-
cion, cavitacion y presencia de edema proteinaceo eosinofilico, hemorragias multifocales, infiltracion por escasas
células de gitter y astrocitos tumefactos conteniendo nucleos prominentes y vesiculados, con minimo infiltrado
neutrofilico. Los capilares sanguineos en areas adyacentes estaban frecuentemente delimitados por células endote-
liales hipertréficas (Foto 2).

Foto 1.- Cerebro (N2), corte transversal del hemisferio derecho. Severo reblandecimiento (malacia),
cavitacion y licuefaccidn focal extensiva de la sustancia blanca cerebrocortical y periventricular.
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Foto 2.- Microfotografia, Corteza cerebral, HE, 400x. Cavitacién de la sustancia blanca y reemplazo por edema proteinico
eosinofilico (necrosis licuefactiva, leucoencefalomalacia), eritrocitos extravasados (hemorragia), infiltracion por escasas
células de gitter y neutréfilos. Las células endoteliales delimitando el capilar sanguineo se observan hipertréficas.

Foto 3. Espigas de maiz recolectadas de uno de los potreros donde pastoreaban los animales afectados.
Se observan signos de “pudricion de espiga” por Fusarium verticillioides. Micelios fungicos algodonosos
blanquecinos/rosaceos se encuentran invadiendo los granos y el marlo en los extremos de las espigas.

La concentracion de fumonisinas en los granos de maiz por el método de cromatografia liquida fue de 14379
ug/kg de FB1, 5404 pg/kg de FB2 y 926 ug/kg de FB3 (total de FB1, FB2 y FB3: 20709 pg/kg). Zearalenona,
toxina T-2, DAS, DON y NIV no fueron detectadas por TLC.

Las espigas analizadas por observacion directa presentaron signos de pudricién de espiga, observandose mi-
celios fungicos algodonosos blanquecinos/rosaceos con invasion de los granos y la espiga, particularmente en los
extremos de las mismas (Foto 3). Se identifico y aislo a F. verticillioides (Teleomorfo: Gibberella fujikuroi) en
todas las espigas analizadas y, en una de ellas, en co-infeccion con F. graminearum (Teleomorfo: Gibberella
zeae). Como indica la bibliografia (Programa de Maiz del CIMMYT 2004), F. verticillioides fue hallado preferen-
temente en los extremos de las espigas con sintomas y su identificacion fue inequivoca en los microcultivos, por
la tipica disposicion de sus conidios en cadenas. La espiga afectada por F. graminearum presenté micelio con
abundante esporulacion, de rapido crecimiento en cdmara himeda.

DISCUSION.

Los hallazgos patolégicos macro y microscopicos de la LEME incluyendo su distribucion anatémica son muy
caracteristicos de esta condicion. En este trabajo se realizo el diagnostico presuntivo de LEME en base a las lesio-
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nes macro y microscépicas en ambos casos, diagnéstico que fue confirmado por la deteccion de concentraciones
toxicas de fumonisinas B1, B2 y B3 (total: 20709 pg/kg) en el maiz que los animales estaban consumiendo como
Unica fuente alimenticia. Este valor estd por encima de la concentracion de fumonisinas considerada toxica para la
especie equina. La mayoria de los casos naturales de LEME reportados han ocurrido en animales ingiriendo ali-
mentos con concentraciones de fumonisinas por encima de los 10000 pg/kg (Ross y col. 1991, Wilson y col.
1992). Hasta donde llega nuestro conocimiento solo dos casos de LEME en Argentina han sido publicados en
revistas de divulgacién cientifica (Monina y col. 1981, Giannitti y col. 2011), y en solo uno de ellos la enfermedad
fue relacionada con altas concentraciones de fumonisinas en alimento (Giannitti y col. 2011). Sin embargo en
base a consultas y referencias recibidas en el SDVE (comunicaciones personales) es de nuestro conocimiento que
en los dltimos afios se ha registrado un aparente incremento en el nimero de casos en las provincias de Buenos
Aires, Cordoba y La Pampa.

Diferentes autores reportaron una distribucion temporaria de casos de LEME, con un pico de incidencia entre
el otofio tardio y la primavera temprana (Rooney y Robertson 1996, Riet-Correa y col. 1998); esto concuerda con
la época de presentacion del presente caso (abril-mayo) y aquellas de los casos previamente reportados en nuestro
pais (julio y agosto, respectivamente), lo cual probablemente refleja el periodo de disponibilidad de maiz como
fuente de alimento o el periodo de menor disponibilidad forrajera y mayor uso de suplementacion alimenticia.
Este es el primer caso de LEME en Argentina asociado con pastoreo directo de maiz en pie, ya que en el caso
anteriormente registrado en el que se detectaron fumonisinas la fuente de las mismas fue un suplemento alimenti-
cio formulado a base de granos de maiz.

El aislamiento e identificacion predominantemente de F. verticillioides (antes F. moniliforme) en las espigas
de maiz analizadas permite suponer que este hongo es el responsable de la produccion de fumonisinas en este caso
en particular, lo cual concuerda con otros trabajos previos (Shephard y col. 1996, Haliburton y col. 1979, Keller-
man y col. 1972). Otros hongos raramente productores de fumonisinas tales como Aspergillus niger (Frisvad y
col. 2007) o Alternaria alternata (Abbas y Riley 1996, Mirocha y col. 1996) no fueron identificados en este caso.
La LEME es raramente reportada en Argentina, a pesar de la alta frecuencia de contaminacién con fumonisinas
detectada en maiz y sus subproductos destinados al consumo humano y animal (Solovey y col. 1999, Broggi y col.
2002, Broggi y col. 2007, Pacin y col. 2009). Esta circunstancia podria deberse a la baja frecuencia con que el
maiz es usado para alimentar equinos y/o a una limitacion en la deteccion y confirmacion de casos (necropsias,
histopatologia y estudios toxicol6gicos) y/o podria estar relacionada con la ocurrencia de condiciones climaticas
ciclicas que favorezcan la proliferacion de Fusarium y la produccion de fumonisinas.

CONCLUSION

La LEME debe ser considerada como uno de los posibles diagnésticos diferenciales en equinos que desarro-
Ilan signos neuroldgicos, particularmente aquellos que reciben alimentos a base de maiz, ya sea en planta, granos
0 subproductos. Una correcta aproximacion diagnostica deberia incluir antecedentes de consumo de maiz o ali-
mentos balanceados, signos clinicos neuroldgicos, la presencia de lesiones macro y microscépicas propias de
LEME junto al hallazgo de concentraciones de fumonisinas en los alimentos por encima de los valores considera-
dos tolerables para los equinos.
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