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RESUMEN

El herpesvirus equino (EHV) tipos 1 y 4 es el agente causal de la rinoneumonitis equina
(RNE), una enfermedad infecciosa que afecta a los equinos jovenes menores a 3 afios con la
posibilidad de avanzar hasta generar dafios sistémicos o mantenerse en el animal
convirtiéndolo en un portadores y diseminadores de por vida. Las pérdidas econdémicas que
puede generar esta patologia son de especial importancia por los abortos que se pueden
presentar en el Ultimo tercio de la gestacion. La falta de reconocimiento de la presencia y
distribucién del EHV junto a la carencia de medidas preventivas y de control en los equinos
importados y nativos Colombianos permite agudizar los problemas econdmicos y sanitarios
gue pueden generar el virus en Colombia. Por tal motivo esta investigacién es importante
con el fin de mitigar los efectos de la enfermedad en nuestro pais. Este proyecto busca
identificar los EHV tipos 1 y 4 o la exposicion a estos mediante las pruebas diagndésticas
molecular PCR y serolégica ELISA en cuatros granjas de cria ubicadas en Tabio
(Cundinamarca). Para esto se muestrearan de forma aleatoria 60 animales, que presenten
signos o historia de enfermedades compatibles con las causadas por estos virus. Una vez
seleccionados los animales se realizara un examen clinico completo y se procedera a tomar
una muestra de sangre para el andlisis serologico. Pasados ocho dias del muestreo inicial se
repetira el procedimiento y aquellos individuos que seroconviertan seran los escogidos para
la realizacién de pruebas moleculares. Por uUltimo se realizara un andlisis descriptivo de los
resultados y su discusién con base en la literatura. Con este trabajo se pretende profundizar
el conocimiento de la enfermedad y su epidemiologia, asi como comprobar la presencia o no
de los agentes en esta region de Cundinamarca.

Palabras clave: Herpesvirus equino, latencia, seroconversion, PCR, ELISA.



ABSTRACT

The equine herpesvirus (EHV) types 1 and 4 is the causative agent of equine
rhinopneumonitis (RNE), an infectious disease that affects young horses less than 3 years
with the possibility of advancing to generate systemic damage or maintained in the animal
making carriers and disseminators for lifetime. The abortions that may occur in the last third
of gestation can generate economic losses that are really important for the productor. The
lack of recognition of the presence and distribution of EHV with the absence of preventive
and control measures in horses imported and Colombians native can exacerbate the
economic and health problems that can cause the virus in Colombia. For this reason this
research is important in order to mitigate the effects of the disease in our country. This project
wants to identify the EHV types 1 and 4 or the exposure by different tests, first one the
molecular diagnostic PCR and the second a serological diagnostic ELISA in four breeding
farm located in Tabio (Cundinamarca). For this proyect will be necessary 60 animals
randomly sampled, which have signs or history of illness compatible with those caused by
these viruses. After selecting the animals it will be perform a clinical examination, and then
will proceed to take a blood sample for serological analysis. After eight days of the initial
sampling, the procedure will repeat. The individuals that seroconverse will be chosen for
molecular testing. Finally, we shall carry out a descriptive analysis of the results and
discussion based on the literature. This work aims at deepening the knowledge of the disease
and its epidemiology. Also, the study will show the presence or absence of agents in this
region of Cundinamarca.

Keywords: equine herpesvirus, latency, seroconverse, PCR, ELISA.



1. INTRODUCCION

Los herpesvirus equinos tipo 1 y 4 (EHV-1 y EHV-4 por sus siglas en inglés Equid
herpesvirus) taxonomicamente pertenecen a la familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae y genero Varicellovirus que comprende a los virus citoliticos de
crecimiento rapido. EHV-1 y EHV-4 son conocidos mundialmente por las afecciones
respiratorias en las que se ven involucrados teniendo como particularidad el potencial del
EVH 1 para generar problemas sistémicos como abortos, problemas neurolégicos y
mortalidad perinatal. Segun la Oficina Internacional de Epizootias (OIE), en Colombia se
reporté la presencia del virus en 1992, pero hasta el momento, no se ha realizado una
caracterizacion puntual, que permita identificar con exactitud el tipo de virus aislado e
identificado por microscopia electronica. Adicional a este reporte, solo se han realizado un
par de estudios en los departamentos de Meta y Antioquia donde se establece la presencia
del EHV-1 y EHV-4 en Colombia. Con el propoésito de contribuir al conocimiento de la
situacion zoosanitaria de los equinos del pais se debe enfocar los estudios a otras regiones
(Ramirez, 2001)

En Colombia las enfermedades infecciosas de los equinos tienen una gran importancia
econdémica especialmente las de origen viral representado en muerte o perdida de
ejemplares, transporte para su tratamiento, veterinarios, mano de obra, periodos de
cuarentena e incluso impedimentos de exportacion. Esta es la razon por la cual se debe
tener un pleno conocimiento del ciclo infeccioso y sintomatologia que surge en los animales
infectados, ya que esto puede ayudar en gran medida al diagnéstico correcto del agente y a
la prevencion o tratamiento para el mismo (Cano, et al., 2008).

Los EHV tipo 1 y tipo 4, estan incluidos en un amplio espectro de patdgenos respiratorios
capaces de causar enfermedad clinica del tracto respiratorio superior en los equinos. El
EHV-1, es el principal causante de abortos, problemas respiratorios y neuroldégicos mientras
gue el EHV-4, es el principal agente responsable de procesos respiratorios caracterizados
por rinofaringitis y traqueobronquitis (Melchor, 2006). La principal forma de transmision del
EHV-1 y EHV-4, es por inhalaciébn de aerosoles a partir de secreciones respiratorias de
caballos con la enfermedad, o por contacto con el feto abortado, membranas fetales o
residuos de fluidos fetales infectados con el virus, lo cual hay que tener siempre en cuenta
para proponer medidas de control y prevencién (Melchor, 2006).

Este tipo de virus son los responsables de ocasionar grandes pérdidas econdémicas a escala
nacional e internacional, reflejadas en zonas enzo6ticas como Estados Unidos de América,
Inglaterra y Espafa. En Colombia, la presencia de este virus, no se encuentra documentada
por entes de control como el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), por lo tanto, es
reconocida como una enfermedad exética. Los Médicos Veterinarios no tienen el EHV-1 y
EHV-4 como un posible diagnostico diferencial de las enfermedades respiratorias y
reproductivas del equino y a pesar de la importancia de esta enfermedad, se dispone de
escasa informacion sobre su situacién en nuestro medio, lo que motivo la implementacion del
presente estudio (Fenner, et al., 1992; Allen, 2004; McCann et al., 1995).



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Historicamente el herpesvirus equino (EHV por su sigla en inglés) ha sido un problema en la
economia de varios paises en los que la produccién equina es un rubro importante dentro del
producto interno bruto, como en el caso de Brasil, Argentina y Estados Unidos de América
entre algunos otros. El herpesvirus equino tiene especial importancia por la patogenicidad
gue desarrolla en los animales infectados, en los cuales luego de un proceso inicial que
afecta el tracto respiratorio tiene la posibilidad de pasar a circulacion (Rios, et al., 2002).
Luego de generar una viremia los dafios que se causan al organismo son especificos como
en los vasos arteriales, por los cuales tiene afinidad. Comunmente las arterias mas afectadas
son las ramificaciones circulatorias que llegan al Utero y otras que se encuentran en el
sistema nervioso central, por lo cual puede generar dafios y secuelas en los sistemas
mencionados (Ruiz, et al., 2008). En las infecciones que mas se presentan estos casos son
las del EHV tipo 1 con el cual se reporta mucha méas afectacion sistémica, sin querer excluir
el posible riesgo que puede generar el EHV tipo 4 el cual también puede alcanzar un proceso
virémico (Galosi, 2000; Rios, et al., 2002; Allen, 2002).

Una de las problematicas a las que se ve enfrentada Colombia respecto al EHV, es que los
paises vecinos y con los cuales se tiene un intercambio comercial, poseen planes de
prevencién y control contra el virus, lo que indica que en estos territorios hay presencia de la
enfermedad, ya sea por causa de infecciones naturales o por la aplicacién de la profilaxis
(OIE, 2011). Como en Colombia no se sigue el plan vacunal de los animales que provienen
de diferentes paises, se genera un proceso de latencia (lo cual es caracteristico del EHV), lo
que puede dar indicios que en el pais existe la presencia de este agente viral. Luego de
conocer la enfermedad y el proceso que sigue dentro del organismo, se resaltara una de las
caracteristica del virus, la latencia y los lugares donde la realiza, con el fin de poder conocer
su estatus actual en el pais (Monte Ribas, et al., 2009; OIE, 2011).

Teniendo un previo conocimiento sobre el agente, los signos y la patogenicidad, es
importante que los Médicos Veterinarios tengan a este patdogeno dentro de las posibilidades
para los diagnésticos diferenciales en su casuistica. Luego de conocer y de confirmar
posibles casos que se estén presentando en Colombia habra la posibilidad de iniciar
estudios y reportes de caso, generando asi una historia de la enfermedad en el pais. Esto
fomentaria que los investigadores realicen estudios los cuales no se han tenido en cuenta
por creer que el agente no esta dentro del pais, dificultando la epidemiologia de la
enfermedad en las diferentes regiones colombianas.

El principal problema sobre la enfermedad es que segun la literatura consultada en el pais
existe la negacion de la presencia del agente por parte de los medios de control. Teniendo
como principal amenaza las caracteristicas propias del agente (latencia y transmision), las
enfermedades causadas por EHV tipos 1y 4 se convierten en un riesgo sanitario para el pais
conociendo que su tasa de ataque variables, por lo que se convierten en agentes
potencialmente endémicas en algunas regiones o la totalidad del territorio nacional. En el
caso colombiano hay dos posibles causas del no reconocimiento: no son considerados un
rubro importante dentro de la produccion nacional colombiana, por esta razén no se les
presta mucha atencion a este tipo de enfermedades. Asimismo los organismos del estado



como el instituto colombiano agropecuario (ICA) no tienen reportada la existencia del virus y
tampoco han tomado en cuenta algunos estudios independientes que confirman la presencia
del EHV en algunas regiones nacionales. En Colombia se han realizado estudios sobre la
enfermedad desde 1992 segun la OIE. En algunos estudios mas recientes se ha confirmado
por medio serologico la exposicion al agente y por medios moleculares la presencia y
latencia del EHV. En un estudio inicial desarrollado en el departamento de Meta y de
Antioguia con 139 animales, se encontraron 136 y 32 de estos equinos seropositivos a EHV-
4 y EHV-1, respectivamente. En una investigacion consecutiva usando pruebas moleculares
se tomaron 96 de las muestras iniciales, detectando el virus en mononucleares de sangre
periférica (MNSP) en 18 animales para EHV-4 y en 5 equinos para el EHV-1. De la misma
manera en esta segunda investigacion se extrajeron 38 ganglios trigéminos en los cuales se
identificaron 22 muestras con EHV-1 y 18 con EHV-4 (Ruiz, et al.,, 2008). La otra posible
causa, es que la enfermedad al no proponer retos para la exportacion de nuestros productos
no se tenga un interés en conocer la situacion del patégeno. Adicionalmente se hace
necesario que junto con los estudios independientes o por parte de entidades académicas se
inicie el diagnostico oficial para poder plantear medidas de prevencion y control que se
ajusten al medio colombiano. Las hipétesis anteriores o cualquier otra, solo generan que no
se permita la disponibilidad comercial de productos para su profilaxis y manejo, enfocados en
este caso a los productores y criadores a quienes importa mas el tema, ya que su capital es
el que se ve afectado, haciendo necesaria la reproduccién de esquemas extranjeros frente a
los problemas que puede crear la enfermedad, obligando asi a la importacion de todos los
medicamentos y vacunas para contrarrestar la enfermedad, aumentando ain mas los costos
para los productores (Rios, et al., 2002; Monte, et al., 2009; OIE, 2011).

De este planteamiento de problema se desprenden algunos factores que implican mayor
dificultad para conocer acerca de la enfermedad en Colombia, como son:

¢ No se conoce la distribucion epidemiolégica en el pais ni en el area especificada, en
el caso que exista, por lo cual no se puede realizar un planteamiento sobre el
comportamiento especifico del virus en las condiciones de Colombia (Ruiz, et al.,
2008).

e |uego de obtener resultados positivos en investigaciones para la deteccién del virus
(Ruiz, et al., 2008), no se estudia profundamente, ni se invierte en nuevos estudios
para conocer las caracteristicas especificas para la prevencion y el control del virus
evitando asi la posible diseminacion interdepartamental o con equinos criollos (Cano,
et al., 2008).

e |os médicos veterinarios no tienen la posibilidad de realizar diagndsticos
diferenciales que incluyan este agente que puede estar afectando los sistemas
respiratorio y reproductivo, de los equinos colombianos, logrando asi un diagnostico
equivocado ya que el agente causal podria ser el EHV (Cano, et al., 2008).

e Los herpesvirus equinos 1 y 4 (EHV-1 y EHV-4), que pertenecen a la subfamilia
Alfaherpesvirinae son patdgenos altamente prevalentes en diversas regiones del
mundo (principalmente en Estados Unidos de América, Japon, Australia, Argentina y
Brasil) y posiblemente en Colombia por la latencia que generan en pacientes
infectados (Ataseven, et al., 2009).



3. JUSTIFICACION

El objetivo de Colombia como pais es mejorar constantemente, basados en una mentalidad
con propuestas positivas e intensificando los esfuerzos en la parte agropecuaria. Es crucial
reconocer todos los problemas que ingresan o tienen la posibilidad de entrada diariamente al
territorio colombiano siendo esto inevitable por factores como la globalizacion (Pinzén, 2009).

Teniendo un objetivo claro, como el que se muestra en el planteamiento del problema, se
hace mas sencillo buscar soluciones. Una de las posibles correcciones a esta problematica,
es el apoyo de entes gubernamentales como el ICA para el reconocimiento de la
enfermedad. Esta medida seria ideal, para luego iniciar el apoyo de estudios epidemioldgicos
conociendo asi como se comporta el agente en nuestro medio permitiendo el desarrollo de
medidas de control y prevencion en determinadas regiones del territorio nacional o en su
totalidad. La reglamentacibn que se podria implementar tendria que enfocarse en los
profesionales y el personal que estén en el &mbito. Aln asi, los resultados que se quieren no
se consiguen con facilidad, ya que luego de 10 afios desde el primer diagnostico sustentado
en Colombia, no se ha demostrado mejoria en el tema ni se han implementado medidas
frente al mismo.

Conociendo que el virus puede estar presente en el pais, algunos investigadores han
continuado con esta propuesta, generando asi diferentes estudios y articulos acerca del
tema. Los estudios mas recientes que se presentan en Colombia se titulan: Deteccion de
DNA de herpesvirus equino tipos 1 y 4 en mononucleares de sangre periférica y ganglio
trigémino de equinos. Infeccién, latencia y una aproximacion a la neuropatogénesis de la
cepa circulante y Evidencia serolégica de la infeccién por herpesvirus equino tipos 1y 4 en
dos regiones de Colombia. Estudio desarrollado en las regiones de Antioquia y Meta en el
2008. Estos estudios han dado las pautas para iniciar el estudio de esta enfermedad que se
cree nula o exética en el pais 0 que no se reconoce por organismos gubernamentales pero
de la que se sospecha. En la informacién generada a nivel Latinoamérica, se resaltan
algunos puntos de interés como los diferentes métodos diagnésticos su especificidad y
sensibilidad y la eficacia e inmunogenicidad de las vacunas generadas lo cual muestra otro
sustento para realizar mas estudios en las condiciones colombianas (Ruiz, et al., 2008; OIE,
2008).

En primer lugar Colombia cuenta con reconocimiento internacional por sus especies caballar,
mular y asnal, de exposicion, deporte y trabajo, equinos de paso fino, trote, trocha o galope,
ejemplares de coleo, carreras o tiro y mulares y asnales de labor, los cuales suman una
poblacion de 1'712.527 ejemplares asentados principalmente en los departamentos de
Cundinamarca, Antioquia, Cérdoba, Casanare y Santander regiones en donde se concentra
el 50% del censo équido nacional (ICA, 2011). En los equinos infectados con EHV se pueden
generar abortos o afecciones nerviosas lo cual genera grandes pérdidas econémicas para
los productores, siendo este un punto muy importante para el estudio de esta enfermedad y
su distribucién. En algunos paises se ha estudiado el impacto econémico que tienen algunas
patologias para los productores y su relacion con el bienestar humano y animal. Las cifras de
pérdidas son significativas para otros agentes estudiados en algunos sectores, siendo este el
caso de Inglaterra donde existen perdidas que oscilan de 19 a 105 millones de libras por afio



dependiendo del agente causal de la enfermedad, por lo cual es importante ver las posibles
ganancias para los productores y para el estado, asi los equinos no sean un rubro principal
para el desarrollo del pais (Bennett, et al., 2003).

Los dafios sistémicos dentro del equino se explican principalmente ya que los
mononucleares de sangre periférica (MNSP) infectados se convierten en un medio de
dispersion del virus en el hospedero, lo que le permite alcanzar otros 6rganos y sistemas,
tales como el utero y el sistema nervioso central, causando abortos y enfermedades
neuroldgicas. Se ha descrito que tanto la infeccion del sistema nervioso, como la infeccion de
tracto reproductivo de yeguas, son debidas a la transferencia de virus desde los MNSP a las
células endoteliales de los vasos sanguineos del endometrio y del sistema nervioso (Ruiz, et
al., 2008). Estas caracteristicas también podrian generar oportunidades de cambio en la
prevencién de enfermedades reproductivas y la manera en la cual se diagnostican, en los
equinos (Fenner, et al., 1992).

Otra de las caracteristicas mas importantes de la enfermedad es el potencial de generar
latencia en los animales infectados, debido a la importacién de estos de paises en los cuales
si tienen un plan vacunal. La globalizacibn es una puerta de entrada de nuevas
enfermedades al pais y no se puede negar que este virus que se puede estar presentando
en la modalidad de latencia, tenga el gran riesgo de ingreso y diseminaciéon en Colombia.
Luego de la infeccion primaria, los EHV-1 y EHV-4 establecen una infeccion latente y
permanecen en el hospedero de forma indefinida (Fenner, et al., 1992; Allen, 2004).

En animales que llegan para sacrificio, es posible encontrar infeccion latente en ganglios
trigéminos en aproximadamente el 60 al 80% de la poblacion de equinos, después de una
infeccion primaria. Esta misma cantidad de animales son los portadores que disemina el
virus cuando se encuentran vivos, por lo cual se ha postulado que los individuos con
infeccion latente son el principal reservorio (lo son de por vida, siendo esta una caracteristica
general de los herpesvirus) de la infeccién para otros caballos susceptibles. Sin embargo,
estudios recientes demostraron mediante el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) en tiempo real, que la presencia de EHV-4 en MNSP durante la primera semana post
infeccién no es un indicativo de establecimiento del estado de latencia en esas células y
ademas que la infeccion en otras células que responden a este tipo de ataques contra el
organismo como lo son los monocitos son también responsables de la presentacion clinica o
del proceso de latencia en el animal (Ruiz, et al., 2008; Allen, 2004; Fenner, et al., 1992).

Por ultimo también se aporta la posibilidad de nuevos diagnésticos diferenciales en casos de
enfermedades reproductivas (abortos) o en el diagnostico de otros sistemas que afecta el
herpesvirus (Allen, 2002).



4. OBJETIVO GENERAL

Detectar la exposicion al herpesvirus equino tipos 1 y 4 a través de una prueba serolégica e
identificar su presencia por técnicas moleculares en la regién de Tabio, Cundinamarca.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la presencia de anticuerpos contra EHV tipos 1 y 4 y la posible
seroconversién en animales con y sin sintomatologia clinica por medio de ELISA

¢ Identificar la presencia de EHV tipo 1y 4 a través de la técnica de PCR anidada en
animales seropositivos.

e Correlacionar los resultados obtenidos de la prueba serolégica y la prueba de PCR
con la sintomatologia especifica, determinando la posible prevalencia del virus.

e Divulgar y transferir los resultados de la investigacion a la comunidad cientifica y al
sector productivo.



6. MARCO TEORICO

6.1 ETIOLOGIA

Para iniciar correctamente la comprension de este agente y su importancia dentro del campo
de estudio de los equinos, es de gran importancia partir de algunas caracteristicas
importantes de la infeccién con EHV-1 y EHV-4 como lo son los fendmenos de latencia y la
patogenia del virus. Es necesario iniciar mencionando las similitudes y diferencias que posee
los herpesvirus equinos (EHV) tipos 1 y 4 en su estructura molecular, en su antigenicidad y
algunas caracteristicas relevantes de los mismos para comprender mejor su comportamiento
dentro del hospedero.

Se han podido caracterizar mas de 80 herpesvirus procedentes de insectos, reptiles y
anfibios, asi como de practicamente todas las especies de aves y mamiferos. Al menos una
enfermedad importante de cada especie domestica, con excepcién de la oveja, es producida
por un herpesvirus, dentro de estos los equinos. Las particulas viricas de los herpesvirus son
labiles y no tienen una buena supervivencia fuera del organismo hospedador. En general, su
transmision requiere un contacto directo, principalmente un contacto fisico que conlleve la
aposicién de epitelios hiumedos, como por ejemplo el coito, o los lamidos llevados a cabo
entre la madre y su descendencia o entre miembros de una misma camada (Berrios, 2005;
Fenner, et al., 1992).

La clasificacion de los virus pertenecientes a la familia Herpesviridae es compleja y no esta
en si totalmente resuelta. Se ha creado tres subfamilias: Alphaherpesvirinae, que comprende
a los virus citoliticos de crecimiento rapido, Betaherpesvirinae, compuesta por virus
“citomegalicos” de crecimiento lento, Gammaherpesvirinae, formada por virus que se
desarrollan en los linfocitos y que pueden transformarlos en tumorales. La subfamilia
Alphaherpesvirinae incluye el virus de la Rinotraqueitis infecciosa bovina, el virus de la
mamilitis bovina, el virus B de la pseudorrabia, el virus de la rinoneumonitis equina, el virus
del exantema coital, los herpesvirus de perros, gatos y pollos, herpes simple tipo 1y 2 y virus
de la varicela humana. La subfamilia Betaherpesvirinae comprende los citomegalovirus, que
son virus con una elevada especificidad que afectan al hombre, rumiantes, cerdos, caballos,
ratones, cobayas y otros animales. Los virus de la subfamilia Gammaherpesvirinae se
asocian frecuentemente con tumores e incluyen los herpesvirus del babuino y del
chimpancé, el virus de la enfermedad de Marek de los pollos, los herpesvirus del pavo,
herpesvirus ateles, herpesvirus saimiri de los monos y el virus Epstein-Barr (EB) del hombre
(Fenner, et al., 1992).

El viribn de los herpesvirus posee una envoltura y su tamafio es de 150 nm
aproximadamente. EI ADN gendmico esta dispuesto de modo que rodea al nucleo fibroso en
forma de carrete, cuyas fibras se encuentran ancladas a la porcién interna de la capside que
lo rodea. La capside es un icosaedro de 100 nm de didmetro, compuesta por 162
capsomeros huecos: 150 hexdmeros y 12 pentameros. Alrededor de la capside existe una
capa de material globular, conocida como “tegumento” rodeada por una envoltura
lipoproteina tipica en la que se localizan los peplomeros glucoproteicos. Debido a la
naturaleza de la envoltura, el virién es ligeramente pleomorfico y su didmetro puede variar de



120 a 200 nm. Para su clasificacién, el EHV-1 y EHV-4 son virus miembros de la subfamilia
Alphaherpesvirinae, su genoma esta constituido por una molécula de ADN de cadena doble
entremezclada (dsADN), posee 150.2 y 145.6 Kb respectivamente. Los EHV-1 y EHV-4,
adicionalmente estan contenido dentro de una capside proteinica icosaédrica rodeada por
una delicada envoltura lipidica que posee una docena de glicoproteinas diferentes
anteriormente mencionadas. La fragilidad de la envoltura lipidica es la encargada de limitar la
supervivencia de los herpesvirus en el ambiente y los hace muy sensibles a la destruccion
por desinfectantes (Allen, 2004; Fenner, et al., 1992; Pusterla, et al., 2009).

Los herpesvirus son agentes patdgenos versétiles tanto individual como colectivamente. Su
transmision esta asociada generalmente con el contacto estrecho de superficies himedas,
pero también es frecuente la infeccibn a través de aerosoles. Muchos alphaherpesvirus
producen lesiones localizadas, principalmente de las mucosas de los tractos respiratorio y
genital o de la piel, caracterizadas por la produccién secuencial de vesiculas, pustulas y
Ulceras superficiales que se recubren de una pseudomembrana y curan tras 10-14 dias,
normalmente sin que se formen costras (Melchor, 2006; Fenner, et al., 1992).

Los dos tipos del herpesvirus, aislados (EHV-1 — EHV-4), dentro de su subfamilia
comprenden un grupo notablemente homogéneo con minima diversidad genética o
antigénica. La diversidad de la secuencia de nucle6tidos para cada tipo de virus puede
demostrarse, pero es limitada en cada uno. La comparacion de la secuencia genémica
completa de dos aislamientos no relacionados de EHV-1 y EHV-4, se ha revelado sélo a 42
diferencias entre nucledétidos que dan lugar a cambios en los aminoacidos que codifican. Por
lo tanto, EHV-1 y EHV-4 estan constituidos por multiples cepas con minima heterogeneidad
genética, aunque es demostrable que pueden generar un proceso de co-circulacion,
presentando de esta manera potencial patogénico distinto y afectacién organica distinta. La
diversidad en la secuencia de nucleétidos entre EHV-1 y EHV-4 en genes homdlogos
individuales oscila entre 55% a 84%, los dos herpesvirus son facilmente distinguibles por
diferencias en los perfiles electroforéticos de los fragmentos tratados con enzimas de
restriccion de ADN por las caracteristicas que se han observado (Allen, 2004).

Los herpesvirus equinos tipo 1 y 4 son conocidos mundialmente por las afecciones
respiratorias en las que se ven involucrados, adicionalmente presentan caracteristicas que
hacen que su control y diseminacion sean adversos a los resultados que los veterinarios
guisieran en cualquier tipo de produccion. Histéricamente el EHV-1 fue aislado por primera
vez de tejidos de fetos abortados en EEUU en 1933, pero con base en estudios
retrospectivos, ha sido reportado como causa de aborto desde 1921 en Australia (Hebia-
Fellah, et al., 2009; Pusterla, et al., 2009). Para la situacion colombiana, histéricamente no se
ha conocido mucho acerca de la enfermedad de no ser por estudios realizados en la dltima
media década que han incrementado el entendimiento y presentaciéon de la enfermedad en el
medio, aun asi segun la Oficina Internacional de Epizootias (OIE), en Colombia se reporté la
presencia del virus en 1992, pero no se tiene confirmacion de dicho reporte en ningun
articulo, revista u organismo de control colombiano. El primer reporte de aislamiento de EHV,
fue a partir de tejido de un feto abortado proveniente de un criadero de la ciudad de Bogot4,
con un historial de importacién de equinos, la confirmacioén del virus se hizo con base en
observaciones obtenidas por microscopia electronica (Ruiz, et al., 2008; Ramirez, et al.,
2001).



6.2 DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

La rinoneumonitis equina (RNE) es una enfermedad infecciosa de diseminacion, mundial
causada por los herpesvirus equinos tipos 1 y 4 (EHV-1 y EHV-4) caracterizada por
linfoadenopatia submandibular y descarga nasal profusa, la cual puede llegar a ser
mucopurulenta como resultado de una infeccion bacteriana secundaria. La RNE es un
término colectivo que involucra a dos patologias de origen viral que afectan a los caballos
domeésticos (Equus caballus) de todas las edades y razas. Esta enfermedad es producida por
dos agentes virales inmunolégicamente relacionados, aunque molecularmente diferentes, de
los cuales no existe una variacion marcada genéticamente. El herpesvirus equino tipo 1
(EHV - 1) es el principal causante de problemas sistémicos, algunos autores listan de la
siguiente manera en importancia las afecciones de este agente iniciando por abortos,
problemas respiratorios, neurologicos y mortalidad perinatal, el herpesvirus equino tipo 4
(EHV - 4), es el principal agente y generador primario de procesos respiratorios,
caracterizados por rinofaringitis y traqueo bronquitis, sin querer decir o descartar la
posibilidad que pueda ser el agente causante de abortos y diferentes sintomatologias
sistémicas al igual que en el caso de EVH 1 (Rios, et al., 2002; Pusterla, et al., 2009). Una
caracteristica importante de estos herpesvirus, es la produccién de infecciones de tipo
latente de manera que el animal se convierte en portador asintomatico y eliminador del virus
por lo que son necesarios métodos sensibles y rapidos para la deteccion del virus si se
quiere evitar la diseminacién del mismo o en caso dado controlar e instaurar tratamientos
(Galosi, 2000).

Para la epizootiologia es de relevancia mencionar las adaptaciones que ha sufrido el virus,
en donde los dos herpesvirus han evolucionado para ocupar un Unico nicho ecolégico dentro
del caballo en edades especificas y con morbilidades especificas lo cual permite la
persistencia viral después de la infeccion (latencia) sobre el curso de la vida de cada animal.
El reservorio epizootioldgico para EHV-1 y EHV-4 es el gran y globalmente distribuido grupo
de caballos portadores latentes que intermitentemente diseminan el virus en diferentes
localidades, que pueden comprender aproximadamente la mitad de una poblacion dada de
equinos, para tales fines es necesario la replicacion y diseminacién del virus por lo cual
presenta caracteristicas adicionales para su preservacion dentro de la especie y constante
diseminacion:

o Existe la transmision intergeneracional (vertical) de los virus de madre infectada
latente al potrillo, al igual que de anticuerpos en caso contrario.

e El establecimiento de latencia viral post infeccién en los potros.

e Por Ultimo es muy importante tener en cuenta la reactivacion periddica y
diseminacion del herpesvirus latente para producir transmision homogeneracional
(horizontal) de virus de caballo a caballo. De la cual existen caracteristicas
especificas (aerdgena, fluidos de un aborto, etc.) siendo estas las mas comunes
(Allen, 2004; Hebia-Fellah, et al., 2009).

La infeccién respiratoria se transmite por el contacto fisico estrecho con otro caballo que esté
eliminando activamente el virus infeccioso en sus secreciones respiratorias. Los aerosoles
también pueden llegar a convertirse en un medio muy importante de infeccion los cuales se
pueden generar por expiraciones forzadas y rapidas (resoplidos) las cuales estan formados
por particulas con una alta carga viral creando una difusion rapida de infecciones causadas
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por herpesvirus. La transmision del virus por via indirecta a través de la contaminacion de
personas (manos), alimento y bebederos, endoscopios, con otros fomites también es posible
(Hebia-Fellah, et al., 2009; Kydd, 1994).

Teniendo en cuenta la justificacién de los estudios que se realizan sobre estos patdgenos,
por las consecuencias ya mencionadas, es importante resaltar que estos virus ocasionan
pérdidas significativas en la economia en lugares donde la RNE es enzodtica como EE.UU.,
Inglaterra y Espafia, o en paises donde la poblacién equina constituye un rubro importante
(Rios, 2002).

6.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

Luego de conocer las caracteristicas del virus y su transmisién, es importante iniciar
conociendo los signos clinicos propios de los agentes causales, teniendo especial hincapié
en la region por la cual inicia la infeccién. A nivel respiratorio, la infeccion de las mucosas en
vias aéreas superiores (causada por EHV-1-4), es una condicibn que se presenta
principalmente en los caballos jévenes, menores de 3 afios e incluso a esta edad es rara la
presentacion. La infeccion es enzodtica en la mayoria de las poblaciones equinas ocurre
temprano en la vida del potrillo con una estimacion entre el 80 - 90% de caballos infectados
antes de los 2 afios de edad. En estos animales la mayoria de las infecciones respiratorias
son subclinicas o presenta un curso muy leve, un numero elevado de los potros
seroconvierte (quiere decir que generan anticuerpos especificos frente al microorganismo,
detectables en el suero, durante el curso de la infecciébn o en respuesta a una posible
inmunizacién) sin manifestar signos clinicos. La enfermedad clinica respiratoria causada por
el herpesvirus equino es aguda, su tratamiento es paliativo, la prognosis es favorable y las
secuelas son raras pero con mayor posibilidad que en el EHV-1 (Allen, 2004; Ataseven, et
al., 2009).

Con mayor frecuencia se presenta la infeccion por EHV-1 siendo adicionalmente mas factible
que la infeccion por el EHV-4, sin quitarle la importancia a este agente que al igual que el
EHV-1 puede progresar a través de la mucosa respiratoria, dispersarse a otros sistemas
organicos y causar aborto en el dltimo trimestre de la gestacién. Los fetos infectados con
EHV-1 durante la gestacion tardia pueden llegar a nacer vivos y a término, pero enferman al
nacimiento o pocos dias después del parto (Ruiz, et al., 2008).

La patogenia nos permite entender los momentos de la enfermedad y los resultados de
diferentes pruebas diagnésticas. Es importante resaltar algunos temas para una mejor
comprension del ciclo del virus. Inicialmente el tracto respiratorio es la via natural de entrada
teniendo como tejido blanco primario para la infeccion la mucosa del epitelio respiratorio
donde luego inicia su diseminacién. Luego de una primo infeccion el virus pueden eliminarse
por periodos prolongados (hasta 14 dias). Luego de iniciar con el periodo de la incubacion
de la infeccion respiratoria que luego de la exposicion natural al herpesvirus toma entre 2y 5
dias. El pico maximo de excrecion del virus ocurre durante los primeros dias después del
comienzo de descarga nasal y coincide con la fase febril de la infeccion (Pusterla, et al.,
2009). La patologia respiratoria causada por herpesvirus se caracteriza, por lesiones focales,
con destruccion y exfoliacion del epitelio respiratorio nasofaringeo (hasta la capa basal), con
un aumento de eliminaciébn de secreciones glandulares respiratorias y una respuesta
inflamatoria vigorosa concomitante que incluye infiltracién de células mononucleares en la
lamina propia por debajo del epitelio destruido, esto podria explicar como diagnosticar por
medio de muestras de hisopados nasales, los signos respiratorios de EHV-1 o EHV-4
(descarga nasal y fiebre) comienzan por el efecto citopético del virus que produce
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destruccién del epitelio de las vias aéreas en algunos casos se pueden desarrollar lesiones
pulmonares leves, luego de esta primo infeccion el virus es transportado por las células
dendriticas migratorias y macréfagos a los ganglios linfaticos drenantes, por Ultimo la
infeccion se va a nivel de células circulantes en donde la infeccion de leucocitos
mononucleares dentro los ganglios linfaticos resulta en una viremia asociada a los
leucocitos, que puede persistir durante varios dias, en el caso especifico de la infeccion con
EHV-1 la difusion viral a otras visceras es comun y a menudo da lugar a una infeccién
ampliamente difundida de las células de los endotelios vasculares estos dafios podrian
degenerar en una vasculitis en los vasos sanguineos del sistema nervioso central o del Gtero
lo cual explica las secuelas posteriores a cuadros respiratorios por EHV-1, ya sea de aborto
o de enfermedad neurolégica (figura 1) (Kydd, 1994; Cano, et al., 2008).

Figura 1: Infeccién primaria EHV-1y EHV-4
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Tomado de: .Ruiz, et al., 2008. Deteccion de DNA herpesvirus equino tipos 1y 4 en
mononucleares de sangre periférica y ganglio trigémino de equinos. Infeccion, latencia y una
aproximacion a la neuropatogénesis de las cepas circulantes.

Luego de la diseminacién por el sistema es importante conocer los signos pre diseminacion
los cuales guian a un diagnéstico en el punto de la enfermedad respiratoria y adicionalmente
conocer las secuelas mas profundamente que se pueden generar si el virus no tiene una
deteccién temprana. La enfermedad producida por EHV-1 o EHV-4 si no presenta
complicaciones se desarrolla con rinitis aguda y faringitis, con la posibilidad de extenderse a
las vias respiratorias generando traqueo bronquitis, bronquiolitis y/o pulmonitis todos
presentan mucha variacién entre los distintos individuos y puede ir desde cuadros de
enfermedad inaparente hasta la pulmonia viral primaria. El cuadro clinico caracteristico y
mas constante de EHV es la presencia de descarga nasal bilateral. Las secreciones nasales
viscosas (mucoides) se secan a menudo formando incrustaciones facilmente reconocibles en
y alrededor de los orificios nasales del caballo afectado (Blood y Radostits, 2002; Reed,
2005). Cuando este proceso se ha iniciado se pueden generar la diseminacion a diferentes
organos con posibles complicaciones y secuelas, la mas importante de resaltar a este punto
y la cual es causa y sustento de estudios ya que genera grandes pérdidas econémicas, es el
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aborto el cual es a finales de la gestaciéon como resultado de la diseminacion viral al feto
aguellas yeguas prefiadas con fetos infectados con EHV-1 abortan rapidamente sin signos
inminentes y aparte del evento del aborto, siendo clinicamente normales. Su eficacia
reproductiva subsiguiente no se encontrara comprometida (Gibson, 1992).

El EHV-1, causa aborto en yeguas que no muestran ningun signo clinico de enfermedad,
generalmente abortan entre los 6 y 11 meses de gestacion. El aborto antes de los 5 meses
de gestacion es raro debido al largo periodo de incubacion (9 a 121 dias) que requiere el
virus. En abortos tardios (luego de 7 meses) hay focos necréticos visibles en
aproximadamente el 25% de los casos, en higado, bazo, pulmones y glandulas adrenales.
Los fetos abortados, ademas de los signos de infeccion multisistémica presentan titulos altos
virales confirmados en el laboratorio. Sin embargo, si la infeccidon por EHV-1 es seguida por
un estado de latencia viral permitiria que los signos como el aborto se presentaran meses o
afos después de la infeccién primaria (Blood y Radostits, 2002; Berrios, 2005).

A la inspeccién, el feto abortado presenta inflamacién de los cornetes nasales, edema en los
pulmones, aumento de liquido pleural, edema subcutédneo, necrosis focal del higado y
decoloracion ictérica en las patas (Berrios, 2005; Colaham, 1998). También hay que
reconocer la mortalidad neonatal donde los fetos infectados con EHV-1 durante la gestacion
tardia pueden llegar a nacer vivos a termino pero enfermos al nacimiento o uno a dos dias
después del parto los potros estan débiles, no se alimentan, se tornan letargicos, tienen
fiebre, linfopénicos, presentan hipoxia y problemas respiratorios severos. La mortalidad en
los potros congénitamente infectados se acerca al 100%, ya que la neumonia viral lleva a la
falla respiratoria pocos dias después (Gibson, 1992).

Por ultimo, el animal al poseer una infeccion del tracto respiratorio por EHV-1, genera como
secuela una mieloencefalopatia devastadora (Gibson, 1992).Los signos nerviosos aparecen
repentinamente, aumentando su intensidad a los 2 6 3 dias y generalmente no son
progresivos. El pronéstico de los caballos no recurrente es favorable, pero es pobre para los
animales que permanezcan con sintomatologia por mas de 2 dias. La aparicion de los signos
nerviosos es generalmente rapida estabilizandose en 1-2 dias, los signos son variables, pero
normalmente se refieren a la sustancia blanca de la médula espinal, los caballos afectados
presentan grados variables de ataxia y parésia, que se manifiestan por marchas
tambaleantes, los animales arrastran los cascos, efectlan giros y circuncisiones, que son
mas graves en las extremidades posteriores, los signos son normalmente simétricos, a
menudo hay hipotonia en la cola y ano (Blood y Radostits, 2002). Es comun la incontinencia
urinaria y fecal, adicionalmente los caballos afectados pueden gotear orina, tienen la piel del
periné y las patas quemadas por la orina y precisan la evaluacién manual del recto. La
variedad de los signos pueden progresar a hemiplejia o paraplejia, manifestada por
postracion e incapacidad para levantarse (Blood y Radostits, 2002; Berrios, 2005)

Otras manifestaciones clinicas, variablemente asociadas con la infeccion respiratoria por
EHV, incluyen pirexia, linfoadenopatia submandibular, conjuntivitis que se manifiesta con una
descarga ocular leve, letargo y anorexia. En las muestras de sangre podemos encontrar de
caballos una leucopenia mixta (neutropenia y linfopénia) durante varios dias posteriores al
comienzo de los signos clinicos. En casos complicados por infeccién secundaria bacteriana,
leucocitosis neutrofilica e hiperfibrinogenemia pueden seguir a la leucopenia (Gibson, 1992).
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6.4 LATENCIA

Es ampliamente conocido que en infecciones herpéticas como en este caso o cualquier caso
en animales de cualquier especie, todo animal infectado debe ser considerado como tal de
por vida, ya que el virus puede persistir en estado de latencia en el ganglio trigémino y
sistema linforreticular, como en el caso del EVH-1. Este virus puede reactivarse ante
situaciones de estrés con o sin la presentacion de enfermedad aguda o subclinica; y como
consecuencia de estas reactivaciones el animal presenta anticuerpos neutralizantes
nuevamente circulantes, indicativo del regreso de posibles sintomas y eliminacion del virus
(Rios, 2002).

Para resaltar la importancia de la latencia, algunos autores comentan que cerca del 80% de
las infecciones primarias por EHV-1 y EHV-4, son seguidas por un estado de infeccion
latente viral en el ganglio trigémino y en el resto del sistema linforreticular. En este estado,
los caballos se encuentran a la inspeccion aparentemente sanos, pero son denominados
como portadores crénicos (aquellos animales donde el EHV-1 o EHV-4, o ambos persisten
posterior a la exposicion, de manera no infecciosa mas alla del periodo usual de
recuperacion de la infeccion aguda del tracto respiratorio). La proporcién de portadores
asintomaticos es alta, con aproximadamente un 60% de los caballos lo que explica la alta
diseminacion y prevalencia en algunos paises (Pusterla, et al., 2009; Ruiz, et al., 2008).

Los reservorios celulares para los virus latentes EHV-1 y EHV-4 son las neuronas sensitivas
de los ganglios del trigémino y linfocitos T de los ganglios linfaticos que drenan al tracto
respiratorio superior (por ejemplo, ndédulos linfaticos submandibulares, retrofaringeos y
bronquiales) en estas células el genoma viral esti presente sin la produccion de particulas
virales infecciosas este tipo de infecciones esta expuesto en su totalidad a la fuerza total del
control inmune del animal. En el caso que se presente Herpesvirus de forma latente, el virus
esta protegido del reconocimiento y destruccion por el sistema inmune y puede permanecer
con el huésped de por vida, aun en presencia de una fuerte inmunidad adquirida. La
reactivacion del herpesvirus latente puede ocurrir con ausencia de signos clinicos
concurrentes (Allen, 2004). Debido a que los EHV-1 y EHV-4 pueden producir una viremia
asociada a células y puntualmente el EHV-1 puede inducir latencia en los MNSP, se han
realizado estudios donde tomando estos mononucleares en animales previamente
seropositivos y se han realizado pruebas de PCR obteniendo bandas de 287 y 323 pb, que
corresponde al tamafo esperado para la secuencia blanco de los genes gH y gB de EHV-1y
EHV-4. Para la deteccion del genoma viral en ganglio trigémino también se ha realizado la
evaluacién post mortem dando resultados a la prueba de PCR idénticos que en el caso de
MNSP (Ruiz, et al., 2008).

Como fuentes de infeccién tenemos al reservorio, el cual es el mismo equino en periodo de
latencia, pero la infeccion tiene una puerta de entrada en animales susceptibles donde la
principal forma de transmision del EVH-1 y EVH-4 es por inhalacion de aerosoles a partir de
secreciones respiratorias de caballos con la enfermedad respiratoria, o por contacto con el
feto abortado, membranas fetales o residuos de fluidos fetales infectados con los virus
siendo estas las vias de infeccion en la mayoria de brotes que se puedan presentar en un
pais ademas de ser estos los puntos de control, en los cuales numerosos autores hacen
énfasis a tener en cuenta para el manejo epidemioldgico. Ademas, el EVH-1 y EVH-4
persiste en la naturaleza a través de las infecciones latentes con eliminacién alta o baja
segun la inmunidad del paciente, a partir de las cuales los virus se reactivan infectando a
mas animales y se diseminan periddicamente a otros caballos susceptibles (Rios, 2002).
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6.5 INMUNOLOGIA

Luego de conocer los tipos de infecciones, es importante conocer la cascada de procesos
inmunolégicos que se desarrollan en el animal. La reactivacion y difusién del EVH- 1 en
lugares con alta poblacién equina son comunes y de importancia epidemiolégica para la
transmision viral a caballos susceptibles en los cuales los animales responde con inmunidad
humoral inicialmente ante una infeccion respiratoria especifica, pero a pesar de la presencia
de anticuerpos neutralizantes el animal puede reinfectarse, significando que la inmunidad
humoral no protege totalmente de nuevas infecciones por los agentes causales, todo esto es
sustentado basado en la respuesta a la inmunidad inicial la cual solo tiene un periodo de
duracién entre tres a seis meses requiriendo multiples infecciones o0 vacunaciones para
adquirir una soélida inmunidad. Se reporta que el EHV-1, asi como las vacunas contra este
virus son pobres inductores de la proliferacion de células T, explicando en parte la inmunidad
inicial de corta duracion (Rios, 2002). Las vacunas que estan en el mercado de otros paises,
se enfocan de mayor manera en prevenir la sintomatologia respiratoria aunque existen
vacunas para la prevencion de sintomatologia reproductiva, asi como algunos productos que
se utilizan para la prevencion de enfermedades en estos dos sistemas. De la misma manera
algunos de estos preparados protegen contra el virus de influenza equina, el virus de la
encefalomielitis del este y del oeste y el toxoide de tétanos. Otra caracteristica de los
indculos es el virus el cual en el 90% de los productos comerciales esta inactivo (Allen,
2004). La vacunacion en Colombia no tiene que determinen valores estandares en titulos de
anticuerpos que se consideren protectores (Ruiz, et al., 2008).

El periodo de incubacién de la infeccidn respiratoria toma entre 2 y 5 dias. Los caballos
infectados por primera vez pueden eliminar virus por periodos hasta de 14 dias. La
respuesta inmunoldgica esta influenciada por la historia clinica del animal infecciones
previas, el estado de salud, infecciones concurrentes, estrés, y variacion de la virulencia de
la cepa de herpesvirus que esta infectando. La patologia respiratoria se caracteriza, por
lesiones focales, con destruccion y exfoliacion del epitelio respiratorio nasofaringeo, un
aumento de eliminacion de secreciones glandulares respiratorias y una respuesta
inflamatoria vigorosa que incluye infiltracion de células mononucleares en la lamina propia
del epitelio destruido. El efecto citopatico del virus produce destruccion del epitelio de las
vias aéreas lo que da inicio a los signos respiratorios. Luego de la replicacion en el epitelio,
el virus es transportado por las células dendriticas migratorias y macréfagos a los ganglios
linfaticos drenantes, aqui el EHV interactla estrechamente con el sistema inmune y es
probable que la inmunopatogénesis sea critica para entender el desarrollo y mantenimiento
de la inmunidad post-infeccién. La infeccion de leucocitos mononucleares dentro los ganglios
linfaticos resulta en una viremia asociada a los leucocitos, que puede persistir durante varios
dias. (Allen, 2004; Kydd, et al., 2006).

La inmunopatogénesis inicia en el sitio de replicacion primaria (vias aéreas), luego de esto el
virus se propaga intracelularmente por medio de una amplia gama de células infectadas
incluyendo células endoteliales, linfocitos y células dendriticas. El virus puede ser detectado
en el ganglio linfatico bronquial, linfa y otros nédulos asociados con el tracto respiratorio 12
horas después de la infeccion. Las subpoblacién de leucocitos con la mayor expresion del
antigeno viral son los linfocitos CD8+ y solo en un 20-25% los linfocitos CD4+. Los linfocitos
B y neutrdéfilos no expresan el antigeno viral durante la fase aguda de la enfermedad. La
invasion a los linfocitos conduce al desarrollo de una viremia asociada a células, siendo esta
la responsable de la répida difusion del virus. Como resultado se puede observar en pruebas
hematolégicas tanto linfopenia como neutropenia. Igualmente en los pulmones los linfocitos
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B se incrementan, pero no hasta los 28 dias post-infeccion. Por ultimo los linfocitos bronco
alveolares CD4+y CDB8+ se reduciran luego de 3 semanas (Kydd, et al., 2006).

La principales respuestas inmunes que se han estudiado incluyen: 1) los anticuerpos: esta
respuesta inicia aproximadamente a la segunda semana de infeccion. Los anticuerpos
combaten principalmente la glicoproteina B (gB) y tienen una vida media la cual puede llegar
hasta 1 afio o solo alcanzar los 3 meses de duracién post-infeccion. Como se ha descrito
anteriormente el sitio primario de replicacion del EHV es la superficie de la mucosa
respiratoria por lo tanto existe una fase inicial donde se secretan anticuerpos de corta
duracion (semanas) principalmente del isotipo inmunoglobulina A (IgA) a esta region. 2) las
citoquinas: esta respuesta inicia con los interefores (IFN) alfa y beta en secreciones nasales
y luego en suero durante los primeros 10 dias. La deteccion de este tipo de IFNs en vias
aéreas guarda una estrecha correlacion con la duracién de la infeccion en la nasofaringe.
Recientemente se ha demostrado que la sintesis de IFN puede generar un incremento en los
linfocitos T CD4+ y CD8+ en sangre periférica. 3) la respuesta inmune celular: Tiene un
requisito previo que es la proliferacién de los linfocitos. La proliferacion de los linfocitos por
mitégenos estimulados por EHV inactivado o vivo con la cinética de las demés partes de la
respuesta inmune varia entre los aislamientos que se realizan a animales en investigacion.
Al finalizar este proceso de estimulacion se llega a los niveles basales luego de cerca de 3
meses. Los estudios invitro para entender la relacion intima entre EHV vy las células huésped
del sistema inmune han revelado que el virus se replica de mejor manera en los linfocitos
estimulados por mitégenos a diferencia de las células en reposo. De la misma manera se ha
sugerido que se facilita la replicacién del virus en la fases Sy G2 / M del ciclo celular. La
células dendriticas que son presentadoras de antigeno del organismo se han infectado con
el virus en ensayos invitro como se demuestra con la porcion perinuclear de gB en una
porcién de estas células (Kydd, et al., 2006; Pusterla, et al., 2009; Allen, 2002).

En algunos estudios que se han realizado con la finalidad de determinar qué factores podrian
afectar dentro de la inmunologia natural que algunos animales presentan y que puedan
generar resistencia a la infeccion y solo presentar una infeccién subclinica o ningln sintoma,
se han hecho in vitro algunas pruebas con monocitos y linfocitos equinos estimulados con
diferentes agentes mitdgenos e infectados con EHV-1, permitieron demostrar que los
linfocitos T CD5+ CD8+ (citotoxicos), son la principal subpoblacion celular susceptible a la
infeccion, seguidos por linfocitos B y monocitos. Ademas, se ha sugerido que un estado
especifico de la fase S y G2/M del ciclo celular, facilita la replicacién viral e induce la
formacion de uniones intercelulares entre las células mononucleares de sangre periférica
(MNSP) y favorece la transmision del EHV-1 de una célula infectada a las células
adyacentes (Ruiz, et al., 2008).

6.6 DIAGNOSTICO

Para el diagndstico es muy importante identificar los anticuerpos especificos para el EHV-1y
EHV-4. Este es un concepto que ayuda a implementar adecuados métodos de diagnéstico,
ademas de aportar de forma especifica para la confirmacion del contacto con el agente ya
que la deteccion de anticuerpos especificos anti-EHV, es un indicativo de circulacion del
virus (Pusterla, et al., 2009).

Es posible realizar el diagndéstico basado en los érganos (ganglio trigémino) o células
(mononucleares de sangre periférica MNSP) en los cuales se podria encontrar el virus en su
estado de latencia. Los métodos disponibles en el diagnostico de laboratorio para
herpesvirus equino, incluyen el aislamiento del virus, la reaccion en cadena de la polimerasa
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(PCR), la inmunofluorescencia para deteccion de antigenos virales (prueba Gold Standart) y
la prueba de ELISA. Los mejores resultados se obtienen por aislamiento del virus de
secreciones nasofaringeas o de los leucocitos sanguineos. Para el clinico veterinario es muy
importante la amplificacion de DNA viral mediante PCR el cual es un ensayo rapido, sensible
y utilizado con mas frecuencia para la deteccién de la infeccion del tracto respiratorio por
EHV-1 o EHV-4. Para las pruebas seroldgicas, se requieren muestras de suero pareadas
esta muestra debe obtenerse dentro de los 2 - 3 dias del comienzo de la enfermedad, esto
debido a que el anticuerpo inducido por la vacunacién (en animales importados) puede
confundir la interpretacion de resultados seroldgicos, la historia de la vacunacion del animal
debe tenerse en cuenta para asegurar que la seroconversion refleje la infeccion en lugar de
una reciente vacunacion por herpesvirus las muestras para intentar el aislamiento del virus y
debe transportarse al laboratorio refrigerada, mas no congelada. El periodo 6ptimo para
lograr el aislamiento del virus en la sangre es entre 4 a 10 dias después del comienzo de la
enfermedad respiratoria (Allen, 2004).

Para el diagndstico una de las opciones mas utilizada es la prueba de neutralizacion viral,
convirtiéndola en una de las principales opciones para el diagnéstico de la rinoneumonitis
equina, con una especificidad diagnostica cercana al 100%, pero con una menor sensibilidad
(92.5 — 99%). Es asi que una muestra podria ser considerada positiva a anticuerpos a partir
de la dilucién 1/2. El alto porcentaje de caballos con titulos de anticuerpos entre 1/2 a 1/8
podria indicar anticuerpos residuales producto de antiguas infecciones primarias,
reactivaciones virales, o anticuerpos vacunales, pues la prueba de neutralizacion viral no
discrimina anticuerpos de origen vacunal de los inducidos por virus de campo (Rios, 2002;
McCann, et al., 1995; Singh, et al., 2004).

Otros métodos diagnésticos incluyen el analisis del liquido cefalorraquideo (LCR), de los
caballos con encefalomielitis por EHV-1, el LCR es caracteristicamente xantocromico y tiene
una concentracion total de proteinas elevada (>1 g/L), con un recuento normal de leucocitos.
La interpretacién de la presencia de anticuerpos frente a EHV-1 en la reaccién de cadena de
polimerasa PCR es dudosa, aunque no es de esperar que los caballos sanos tengan
anticuerpos detectables frente EHV-1 en el LCR (Blood y Radostits, 2002). Adicionalmente
en los diagnésticos post mortem en abortos se puede encontrar microscopicamente el
pulmén con congestién, edema, neumonitis leve y bronconeumonia leve. En el bazo puede
haber hiperplasia folicular, edemas e inclusién acidofilos intranucleares en macrofagos
(Melchor, 2006; Blood y Radostits, 2002).

En Colombia los estudios que se han realizado en determinadas regiones (Antioquia y Meta)
utilizan procesos especificos de determinacién de anticuerpos con una prueba serol6gica
comercial de ELISA siguiendo un proceso que consiste basicamente en la deteccion de
anticuerpos contra la glicoproteina G (gG) de EHV-1 y EHV-4 en muestras de suero o
plasma equino, utilizando una placa de ELISA de 96 pozos, que esta sensibilizada con
antigenos de EHV-1 o antigenos de EHV-4; y ademds, incluye pozos sensibilizados con un
antigeno que se utiliza como control negativo. En estos estudios los sueros se diluyeron
1/100 en solucién tampén de dilucion; se adicionaron 100 pl/pozo de las muestras en los
pozos del plato de ELISA sensibilizados con antigenos de EHV-1 o EHV-4 y se incubd el
plato 2 h/temperatura ambiente (t.amb); luego se realizaron cuatro lavados con 200 pl/pozo
de una solucion tampon, se adicionaron 100 pl del anticuerpo anti IgG equina conjugado con
peroxidasa y se incubd el plato 1 h/t.amb. El procedimiento de lavado se repiti6 como se
indicé anteriormente, se adicionaron 100 pl/pozo de sustrato y se incub6é 10 min/t.amb.
Finalmente, se adicionaron 50 ul/pozo de solucion de parada que contenia acido sulfurico y
se hizo la lectura por espectrofotometria (Ruiz, et al., 2008).
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6.7 TRATAMIENTO

En el tratamiento de la enfermedad se ha probado algunas estrategias especificas para la
eleccién de compuestos idéneos, esta debe planificarse individualmente para cada paciente
y se desarrollara guiado por la severidad y rango de los signos clinicos, asi como las
expectativas del duefio del equino. Las metas de la terapia son (1) controlar los signos
respiratorios de la infeccion viral, (2) mantener la hidratacion y satisfacer las necesidades
caldricas diarias de los caballos afectados, por ultimo (3) minimizar las complicaciones
producidas por la infeccion bacteriana y/o la diseminacién de la infeccién viral mas alla del
tracto respiratorio. Los dos soportes principales terapéuticos son los antipiréticos para la
reduccién de la fiebre y los agentes anti-inflamatorios no asteroides para la reduccion de
inflamacién del tracto respiratorio (fenilbutazona a 3 mg/kg, via oral (PO), cada 12 a 24 horas
(h) o meglumine de flunixin a 1.1 mg/kg, IM, cada 12 a 24 horas). Una preparacion de
trimetoprim/sulfadiazina (30 mg/kg, PO, cada 24 h).administrada durante 7 - 10 dias es una
opcion excelente y popular para la terapia antibacteriana de amplio espectro. En ciertos
cuadros clinicos (por ejemplo, la infeccién neonatal por EHV-1; las primeras fases de brotes
de aborto por EHV-1 o mieloencefalomielitis, etc.), los farmacos antivirales por ejemplo los
analogos de nucleétidos aciclicos; 10 - 15 mg/kg, PO, cada 8h también se consideran
opciones terapéuticas (Allen, 2002).

6.8 PREVENCION Y CONTROL

Algunas medidas de prevencién al haber confirmado el diagnéstico de EHV estan
relacionadas con puntos especificos en su transmision, los esfuerzos no deben ir dirigidos a
la erradicacion o el tratamiento de la enfermedad, las estrategias se deben dirigir a reducir el
impacto econdmico y el bienestar asociado con las infecciones respiratorias por EHV-1 y
EHV-4, que incluyen (1) la inmunizacion profilactica y (2) la aplicacion de practicas de
manejo preventivas, medidas que Colombia puede adoptar en caso de resultar positivos los
estudios de deteccién del virus. La vacunacion es importante y es vital tener claro cémo
funciona para reducir al maximo las confusiones con anticuerpos generados por vacunacion.
La Vacunacion contra la enfermedad respiratoria causada por EHV-1 y EHV-4 se
recomienda como la parte del programa preventivo, para todos los caballos con riesgo de
adquirir la infeccion especialmente en los equinos menores de 3 afios de edad. Virtualmente
todos los potros tienen titulos de anticuerpos especificos para EHV-1 y EHV-4 que se
pueden medir después de la ingestion del calostro de la madre. Los potros se vuelven
seronegativos y por consiguiente totalmente susceptibles a la infeccién a los 5 - 6 meses de
edad en este momento debe administrarse las vacunaciones y las subsecuentes
revacunaciones por consiguiente para proporcionar un nivel maximo de protecciéon inmune al
potrillo joven, para prepararlo al estrés asociado con el destete, el transporte, reagrupacion,
la introduccién en nuevos grupos sociales, ventas, entrenamiento y competencias. Para la
vacunacion es correcto la administracion de una doble dosis por via intramuscular a
intervalos de 3 semanas justo antes del destete, con revacunacion con una dosis simple
cada 3 a 6 meses (dependiendo del nivel de riesgo). Este es un plan profilactico descrito por
la Universidad de Kentucky Estados Unidos. (Allen, 2004; Berrios, 2005; Melchor, 2006).

Se obtienen titulos de anticuerpos mayores cuando la dosis primaria de vacuna se retrasa
hasta que los potros cumplan cinco meses de edad. Existen diferentes tipos de vacunas en
donde actualmente no proporcionan una proteccion total aunque si reducen la frecuencia y
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severidad de la enfermedad limitando la duracion de las “tormentas” de aborto. Sin embargo,
no previenen la forma encefalitica de la infeccion por VHE-1. Las vacunas inactivadas
monovalentes se aplican inicialmente a los 3 meses de edad, seguido de una segunda dosis
3 a 4 semanas después, con una tercera dosis 6 meses después de la segunda. Se debe
vacunar en base anual. En yeguas gestantes se aplican al 5°, 7° y 9° mes de cada gestacion.
Incluso en USA, se recomienda aplicar una dosis extra al tercer mes de gestacién. Por otra
parte es recomendable aplicar vacunas inactivadas preparadas con VHE-1 y VHE-4 en la
época de la monta y 1 mes antes de la paricion. En potrillos estas vacunas se aplican entre
los 2 y 4 meses de edad repitiendo 3 a 6 meses después. En cuanto a las vacunas
inactivadas polivalentes. Se aplican al 4° 6° y 10° mes de vida, revacunandose cada 6
meses (Allen, 2002; Berrios, 2005).

6.9 IMPACTO ECONOMICO

Aunque la enfermedad de las vias respiratorias superiores es una inflamacién leve del
aparato respiratorio de los caballos, caracterizada por tos y secrecion nasal, la importancia
de este proceso radica en el gran numero de animales afectados en un brote (Blood y
Radostits, 2002). En Colombia la industria equina tiene cerca de 24 mil criaderos registrados
y una generacién de empleo de dos trabajadores por cada uno de estos. Las perdidas
econdmicas ocasionadas por este agente no se han cuantificado concretamente, ya que
dependen de los planes sanitarios de cada pais, pero las organizaciones y autores
concuerdan gque son inmensas especialmente en los paises que se mantienen grandes
poblaciones de caballos como parte de la tradicion cultural o de la economia agricola, en los
cuales los dos herpesvirus son consideran enzo6ticos. La economia colombiana expone un
rubro de cerca de 380.000 millones de pesos al afio en solo ferias que se realizan en el
territorio nacional por perdidas de ejemplares ya sea por abortos o por dafios nerviosos
causados por estas enfermedades virales (OIE, 2008).

Muchos de los problemas respiratorios que ocurren en los potrillos y potros, asi como los
abortos esporadicos pueden ser debidos a los virus causantes de la RNE (Rios, 2002). Es
vital seguir recordando que esta es una enfermedad de grandes pérdidas econémicas, en un
sector con gran potencial es asi que cifras como las de Brasil hacen pensar que Colombia
menosprecia la importancia de cualquier enfermedad en el equino estos son muy
importantes en el segmento de la agroindustria brasilera, traducido por el volumen de
negocios econdémicos de $ 7.300.000.000 por afio y por la generacion directa e indirecta de
3,2 millones de puestos de trabajo. Por lo tanto, las pérdidas tienden a reflejar negativamente
en la creacion de potencial e iniciativa de produccién de la especie (Monte, et al., 2009).

6.10 SITUACION EN COLOMBIA

Epidemiol6gicamente, no se conocen reportes de la prevalencia e incidencia en nuestro pais
excepto por algunos datos en aéreas como Antioquia y Meta en las cuales los estudios han
arrojan 97% de animales infectados con el EHV-4 y un 23% afectados por el EHV-1, pero
teniendo en cuenta que algunos de los vecinos territoriales del pais tiene una presentacion
tan alta de casos, como es el caso de virus en paises que fluctia entre 50 a 100% en Chile y
Brasil o en Peru con una menor prevalencia 44.2%, donde seria bueno considerar la
posibilidad e incentivo de propuestas hacia el estudio de estas enfermedades (Rios, 2002).

Es comprensible que en Colombia no se realicen estudios de gran magnitud con fines
epidemioldgicos debido a que en paises vecinos como Brasil (uno de los modelos a seguir
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en la especie equina), se tengan siempre diagndésticos diferenciales que concuerdan mas
con los signos respiratorios y no es hasta que se desarrollan problemas sistémicos que se
observan la importancia del diagnostico de EHV. En relacién a la etiologia, se consideran los
principales agentes de enfermedades respiratorias en potros por la época humedad que
puede predisponer a la entrada de los agentes. Otro factor influyente en la despreocupacion
gue se muestra frente al EHV, son los diagndsticos diferenciales primarios como el virus de
la influenza equina, seguido del Streptococcus equi y el equorum Parascharis, los cuales se
podrian acomodar a la sintomatologia. En Brasil debido a que el diagnédstico etioldgico se
basa Unicamente en la exploracion fisica, es dificil que se entienda la necesidad e
importancia de la utilizacion de los examenes de la coleccién de las secreciones de las vias
respiratorias para la investigacion microbioldgica, cosa que rara vez seguimos en Colombia,
resultado que expone la importancia de entender la epidemiologia y la patogenia de la
enfermedad y de adoptar las medidas adecuadas para el tratamiento y de control (Monte, et
al., 2009).

En cuanto a la prevalencia de la enfermedad respiratoria causada por el EHV se han
realizado pocas investigaciones para evaluar el significado cuantitativo de EHV-1 o EHV-4 en
RNE pero con los datos epidemiolégicos que se tienen se puede conseguir indicadores
importantes y conclusiones sobre la importancia de EHV-1 y EHV-4 como causas del cuadro
clinico respiratorio. Lo primero es la confusién que puede surgir a causa de los diferentes
agentes que podrian afectar el tracto respiratorio como el Herpesvirus, virus de la influenza,
rinovirus, virus de arteritis equina, etc., los cuales fluctian ampliamente afio tras afio e
igualmente depende de la situacion geografica y las caracteristicas especificas como la
edad. El segundo dato es la dificultad de concretar cifras exactas debido a que no hay
diagnostico exacto de casos clinicos totales de RNE de origen viral. Como tercer factor vital
tenemos que la ocurrencia de la enfermedad del tracto respiratorio con signos clinicos por
EHV-1 o EHV-4 en potros menores de tres meses de edad es rara (particularmente en los
potros de madres vacunadas), probablemente debido a la proteccion pasiva de los
anticuerpos maternos, siendo estos vitales para no dar cifras exactas acerca de la
enfermedad (Allen, 2004; Hebia-Fellah, et al., 2009).

En Colombia uno de los pocos estudios y mas recientes que se han realizado acerca de la
distribucién epidemioldgica de la enfermedad, es el propuesto y publicado por Ruiz y
colaboradores en 2008, en el cual 139 equinos fueron evaluados en donde se escogieron de
manera aleatoria en las areas de estudio, 96 pertenecientes al Departamento de Antioquia y
43 al Departamento del Meta. Se encontré que el 98.7 y 18.8% presentaron anticuerpos
contra la inmunoglobulina G (IgG) del EHV-4 e EHV-1, respectivamente. En los caballos del
Municipio de Villavicencio se encontr6 un 96.6% de sueros positivos indicativos de
anticuerpos dirigidos contra la IgG del EHV-4, un porcentaje muy similar al observado en el
Departamento de Antioquia. Para el caso del EHV-1, se encontr6é 33.3% de caballos con
anticuerpos especificos contra la 1gG. La IgG, es la inmunoglobulina mas prevalente de los
cinco tipos de inmunoglobulinas en el suero, tiene especificidad antigénica y memoria, lo que
quiere decir que las concentraciones se incrementan con mayor rapidez con la exposicion
subsiguiente al antigeno. Las concentraciones de IgG especifica aumentan después de la
exposicidn a un antigeno como resultado de una reaccién inmunitaria activa (exposicion a un
virus) y como resultado de una respuesta inmunitaria pasiva (vacuna). Ademas de la
memoria, IgG es especifica para los antigenos por los cuales se estimul6 su produccion. En
los resultados obtenidos se evidencia la exposicion que han tenido los ejemplares en
diferentes ocasiones, dando pautas para pensar que el agente puede estar disperso por la
region y que los equinos de la regidn estan recirculando el virus dentro de sus areas(Ruiz, et
al., 2008; Wolfsthal, 2009). En otro estudio reciente llevado a cabo en Colombia en las
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mismas regiones que se mencionan en el anterior estudio (Antioquia y Meta) se lleva a cabo
la confirmacién de los resultados seroldgicos por pruebas moleculares (PCR) siguiendo un
protocolo semianidado, esta PCR semianidada se realiza para amplificar el gen que codifica
por la glicoproteina H (gH) del EHV-1 y por la glicoproteina B (gB) de EHV-4 (Ruiz, et al.,
2008).
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7. METODOLOGIA

El estudio se llevara a cabo en Tabio, Cundinamarca ubicado a 45 kilbmetros de la capital
colombiana con altitudes que varian de los 2.569 a los 3.000 m.s.n.m, con temperatura
promedio de 14°C (Tabio-Cundinamarca.gov.co) y con una poblaciéon equina cercana a los
1.500 ejemplares segun lo reportado en la oficina de planeacion y desarrollo del municipio
(comunicacién personal, 19 Enero 2012). Se escogieron cuatro fincas aleatoriamente dentro
de esta regién, de las cuales no se especifica su nombre por peticién de los propietarios,
estas fincas estan dedicadas a la crianza de ejemplares de paso fino colombiano aunque
también tienen équidos para labores propias de la finca y otras finalidades.

7.1 POBLACION Y MUESTRA

Partiendo de un censo total de 1.500 animales (distribuidos en aproximadamente 50 fincas),
se tomara una muestra significativa de acuerdo con el software WinEpiscope® (Universidad
de Aragon, Espafia). Una vez determinado el tamafio de muestra (60 animales para
muestreo), se procedera escoger las fincas y los animales con las condiciones para
muestrear de forma aleatoria.

7.2 TOMA'Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

Una vez identificados los animales seleccionados, se procedera a realizar un examen clinico
completo a estos. Para este estudio se tomaran aquellos animales que presenten algun tipo
de sintomatologia o historia de enfermedad ya sea afeccion respiratoria (rinitis, faringitis,
bronquitis, bronquiolitis, pulmonitis, descarga nasal bilateral mucoides), afeccién reproductiva
(abortos tardios, feto abortado con inflamacion de los cornetes nasales) o afeccién nerviosa
(grados variables de ataxia y parésia) debido a que esto favorece la replicacion y
diseminacion del para virus. Primero, se procederd a tomar una muestra de sangre sin
anticoagulante para la realizacién de los primeros estudios seroldgicos. A cada uno de los
animales se les tomara 10 mL de sangre por puncion en la vena yugular usando un sistema
de sangrado tipo Vacutainer® en tubos sin anticoagulante. Posteriormente, las muestras se
transportaran refrigeradas al laboratorio, donde se centrifugaran a 640 x g/4 °C para separar
el suero, que luego se congelara a -20 °C para su posteriores evaluacién. Esta muestra se
repetira ocho dias después de la primera toma, los animales que den positivo para la
seroconversién seran los escogidos para las pruebas moleculares.

Para la realizacion de los andlisis moleculares, se tomaran dos muestras por cada animal
correspondientes a: una muestra de sangre completa y una muestra de secreciones nasales
o de un lavado nasal con solucion salina. Estas muestras se realizaran en las mismas fechas
del muestreo seroldgico.

Una vez seleccionados los animales requeridos para la toma de muestras se realizara un
examen médico veterinario completo para determinar el estado clinico de cada uno, luego de
que se realizara la toma de muestras para el procesamiento seroldgico, en donde se
recolectara 10 mL de sangre usando un sistema de sangrado vacutainer ®, luego se
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transportaran al laboratorio todas las muestras refrigeradas para su procesamiento. En caso
de seropositividad la segunda muestra en los animales positivos se tomara sangrandolos por
puncién en la vena yugular recolectando muestras de 10 ml en tubos con heparina como
anticoagulante (Ruiz et al., 2008).

7.3 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Los procesos a continuacién descritos se realizarian en los laboratorios de la Universidad de
La Salle destinados para investigacion molecular (genética y biologia). De ser necesario
equipo que no este en este laboratorio se debera transportar para el desarrollo exclusivo de
ese proceso a un el laboratorio que cumpla con los equipos y materiales necesarios.

7.3.1 Prueba Serologica ELISA Indirecta

El procesamiento se realizara segun los parametros planteados por el estudio del doctor
Ruiz en los departamentos de Meta y Antioquia, se realizara la prueba con el kit de
diagnéstico Svanoovir® EHV-1/EHV-4-Ab ELISA (se han informado como altamente
especifico [cerca al 100%] y suficientemente sensible [100%] para detectar todos los
animales infectados con HVE-1 y HVE-4; Ruiz et al., 2008). La prueba permitird detectar
anticuerpos contra la glicoproteina G (gG) una de las fracciones mas conservadas del virus
EHV-1y EHV-4 en muestras de suero o plasma equino (Diallo, 2006). Se utilizara una placa
de ELISA de 96 pozos, que estara sensibilizada con antigenos de EHV-1 o antigenos de
EHV-4; y ademas, incluir4 pozos sensibilizados con un antigeno que se utiliza como control
negativo. Los sueros se diluirdn 1/100 en solucién tampén de dilucién; se adicionaran 100
pI/pozo de las muestras en los pozos del plato de ELISA sensibilizados con antigenos de
EHV-1 o EHV-4 y se incubara el plato 2 h/temperatura ambiente (t.amb); luego se realizaran
cuatro lavados con 200 pl/pozo de una solucién tampdn, se adicionaran 100 ul del anticuerpo
anti-lgG equina conjugado con peroxidasa y se incubara el plato 1 h/t.amb. El procedimiento
de lavado se repetira como se indico anteriormente, se adicionaran 100 ul/pozo de sustrato y
se incubara 10 min/t.amb. Finalmente, se adicionaran 50 ul/pozo de solucion de parada que
contendra acido sulfarico y se realizara la lectura por espectrofotometria a una densidad
Optica de 450 nm (Ruiz et al., 2008; Drummer, 1995).

7.3.2 Extraccion De DNA De MNSP

Células escogidas por los resultados obtenidos en cuanto a la latencia del virus mostrado
anteriormente. Para esta segunda toma de muestras de animales seropositivos a la primera
prueba se tomara como guia el procedimiento reportado por Ruiz en el 2008, por la facilidad
de la disponibilidad de los materiales en el medio, se tomara como guia para los MNSP
iniciar con un proceso de resuspendidos en 0.5 ml de tampdn de lisis (10 mM Tris-HCI, pH
8.0; 100 mM EDTA; 0.5% SDS) e incubados en presencia de 5 ul de proteinasa K a 50 °C/3
h. EI DNA se extraera del lisado celular usando 0.5 ml de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1), seguido por precipitacion con 50 ul de acetato de sodio (3M).y 1 ml de
isopropanol 100% (previamente enfriado a -20 °C). EI DNA sera recolectado por
centrifugacion, se lavara dos veces con etanol al 70% y se disolvera en 200ul de tampon TE
(Tris 10 mM, EDTA 1 mM) (Ruiz et al., 2008).
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7.3.3 PCRY Electroforesis

Con el DNA que se obtendrd, se realizara una PCR semianidada para amplificar el gen que
codifica por la glicoproteina H (gH) del EHV-1 y por la glicoproteina B (gB) de EHV-4. La
amplificacién se hard en un volumen final de 25 pyL que contenia: tampén PCR 1X (50 mM
KCI, 10 mM Tris/HCI, pH 9.0, 0.1% Triton X-100), 200 uyM de cada dinucleétido trifosfatado
(dNTP), 2.5 mM MgCl,, 2.0 uM de cada cebador y 0.5 U de Taq DNA Polimerasa. Para la gH
de EHV-1 se utilizaran los cebadores Fw: 5AAGAGGAGCACGTGTTGGAT3 y Rw:
5TTGAAGGACGAATAGGACGCS3; y para la gB de EHV-4 los cebadores Fw:
5CTGCTGTCATTATGCAGGGA3 y Rw: 5CGTCTTCTCGAAGACGGGTAZ'. El
termociclador estara con pardmetros para la elongacion de desnaturalizacién inicial a 95 °C
/5 min, seguida de 35 ciclos de 95 °C/30 seg, 60 °C/30 seg y 72 °C/1 min, con una extension
final de 72 °C/5 min. Para una segunda ronda de amplificacion, se tomaron 2 pL de la
primera reaccioén y la nueva prueba se realizara bajo las mismas condiciones de la primera
reaccion, pero los cebadores Rw para EHV-1 y EHV-4 se reemplazaron por RN:
5AGTAGGTCAGGCCGATGCTT 3 'y RN: 5CGCTAGTGTCATCATCGTCG 3,
respectivamente. Finalmente, para la electroforesis se tomaran 5 pL del producto y se
correran en un gel de agarosa al 2%, coloreado con bromuro de etidio (0.3 uM) y
visualizados por trans-iluminacién con luz UV (Ruiz et al., 2008).

8. ANALISIS ESTADISTICO

Luego de la obtencion de los resultados se realizara una presentacién de los mismos
después de realizar un andlisis por medio de estadistica descriptiva y se generara la
correlacion de resultados entre la prueba de ELISA y la prueba de PCR.

9. RESULTADOS E IMPACTO ESPERADOS

El estudio parte del poco conocimiento que existe en Colombia acerca del agente y las
enfermedades que causa, teniendo en cuenta adicionalmente, el gran censo equino que se
puede encontrar en la region escogida para el estudio. Los resultados que se esperan con
las pruebas diagnésticas que se van a realizar, son: en primer lugar el conocimiento o al
menos una muy buena aproximacion del estado sanitario de los equinos frente al herpesvirus
tipo 1y 4 en cuatro predios de Tabio, Cundinamarca, que a su vez nos puede dar indicios de
la condicion de los equinos en la regién. En segundo lugar se espera ampliar el conocimiento
e interés por parte de los productores y por parte de los médicos veterinarios afines a esta
area para lograr en un futuro metas como la prevencion y control del agente, también se
espera que con este conocimiento acerca del virus, se emplee para futuras compras de
animales en las producciones. Por Ultimo se espera que la investigacion sirva para la
realizacion del trabajo de grado de dos estudiantes de Medicina Veterinaria.

Al no tener mucha evolucion respecto a los estudios de estos agentes, se espera que la
investigacion tenga originalidad y un gran impacto incentivando a nuevos estudios locales y
nacionales sobre el herpesvirus equino tipo 1 y 4. Al mismo tiempo se quiere tener un
impacto en el ambiente comercial, donde se presenten nuevas oportunidades para la
introduccion de medicamentos y pruebas comerciales de diagndstico por parte de los
laboratorios para la identificacion y la prevencion de los virus. Por ultimo, los resultados que
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se esperan para plantear nuevos estudios por parte de otros propietarios o universidades
interesadas, también pretende crear un impacto econémico al conocer y de alguna manera

prevenir la diseminacion del virus controlando perdidas al dar la posibilidad de manejar
factores como el aborto.
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10. CRONOGRAMA

En la siguiente tabla (tabla 1), se presenta el cronograma por meses y semanas para el
desarrollo del proyecto.

Tabla 1: Cronograma de actividades.

SEMANAS

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Revisién
bibliografica

Muestreo 1.
Diagnéstico
(ELISA).en el
laboratorio.
Analisis y
obtencion de
resultados.
Muestreo 2
positivo a
ELISA.

Procesamiento
de los
resultados,
analisis y
correlacion
clinica entre
pruebas
diagnosticas
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11. PRESENTACION DE PRESUPUESTO
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En la siguiente tabla (tabla 2), estan discriminados los rubros que son requeridos para el
desarrollo del estudio.

Tabla 2: Presentacion del presupuesto

Descripcién Cantidad Concepto Valor Valor total | Financiamiento
unidad
Congelador 1 Alquiler 200.000 200.000 Universidad de
La Salle
Micro centrifuga 1 Alquiler 100.000 100.000 Universidad de
La Salle
Transiluminador 1 Alquiler 120.000 120.000 Universidad de
Uv La Salle
Camara 1 Alquiler 50.000 50.000 Universidad de
electroforesis La Salle
Fuente de poder 1 Alquiler 50.000 50.000 Universidad de
La Salle
Termociclador 1 Alquiler 550.000 550.000 Universidad de
La Salle
Director 48 horas Dedicacion 40.000 1.920.000 Universidad de
principal La Salle
Codirector 48 horas Dedicacion 47.000 2'256.000 Universidad de
La Salle
Estudiantel 406 Dedicacion 20.000 | 8.120.000 Propio
Estudiante 2 406 Dedicacion 20.000 | 8.120.000 Propio
Salidas de 4 Visita finca 76300 305.200 Propio
campo (gasolina para
90 km,1
peajes,
desayuno para
4 personas,
almuerzo para
4 personas)
Material de 1 Guantes, 700.000 700.000 Propio
tomade tapabocas,
muestras gorros,60 tubos

con heparina,
60 tubos sin
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anticoagulante,

nevera de
transporte)
Kit SVANOVA compra 600 us | 108.000.000 Propio
EHV-1-EHV-4
Kit PCR Compra 100.000 100.000 Propio
Servicio técnico Servicio 625.000 625.000 Propio
de secuenciacion
secuenciacién
de nucleotidos
Reactivo Compra 250.000 250.000 Propio
electroforesis
Publicaciones y Revista 600.000 600.000 Propio
divulgacion indexada
Material de Esferos, 500.000 500.000 Propio
estudio y cuadernos,
trabajo agendas,
registros,
marcadores,

impresiones y
varios




12. ORGANIZACION DE RUBROS Y COSTOS

Tabla 3: Organizacion de rubros y costos

CONCEPTO EFECTIVO ESPECIE VALOR TOTAL
Equipos 0 1’570.000 1’570.000
Materiales 6°820.000 0 6°820.000
Publicaciones 600.000 0 600.000
Personal 0 45'576.000 45'576.000
cientifico
Salidas de 300.000 0 300.000
campo
Servicio 0 1°030.000 1°030.000
técnico
Subtotal 7'420.000 48°'176.000 55°596.000
Imprevistos 2'779.800 0 2'779.800
5%
Total 10°199.800 48°176.000 58675.800
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En la siguiente tabla (tabla 3), se expone de manera organizada el presupuesto, el subtotal,
los imprevistos y el rubro total del proyecto.
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