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Resumen

Los herpesvirus equinos tipos 1y 4 (HVE-1 y HVE-4) son agentes de distribucion mundial y causa de
graves pérdidas economicas. La infeccion primaria por ambos virus se produce en el tracto respiratorio,
progresa a través de la mucosa y puede alcanzar otros sistemas orgdnicos ocasionando abortos en el ultimo
tercio de gestacion, muerte perinatal y sindromes neurologicos poco especificos. El HVE-1 estd asociado
principalmente con abortos, mientras que el HVE-4 se asocia con enfermedad respiratoria. Los animales
afectados se recuperan sin tratamiento, pero permanecen infectados toda la vida. En 2001 se reporto
en Colombia un aislamiento de HVE, pero hasta la fecha no se conoce ningiin estudio que confirme y
determine el tipo de herpesvirus aislado. El objetivo del presente trabajo fue realizar un estudio serologico
para determinar la presencia de los HVE-1 y HVE-4 en equinos clinicamente sanos, no vacunados
contra HVE. Para lograr nuestro objetivo se tomaron 139 muestras de suero de equinos de dos regiones
de Colombia (Antioquia y Meta), a partir de las cuales se realizo una prueba de ELISA indirecta, para
detectar la presencia de anticuerpos dirigidos contra la glicoproteina G del HVE-1y HVE-4. Se encontro
una seropositividad para HVE-4 del 98.7 y 96.6% en Antioquia y Meta respectivamente; para HVE-1, la
seropositividad fue del 18.8% en el departamento de Antioquia 'y 33.3% en departamento del Meta. Este es
el primer estudio que reporta seropositividad en equinos clinicamente sanos no vacunados en Colombia, lo
cual sugiere la presencia del virus y su establecimiento en la poblacion equina de las regiones evaluadas,
y posiblemente de otras zonas de Colombia.
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Summary

Equine herpesviruses 1 and 4 (EHV-1 and EHV-4) are world wide spread viruses that cause significant
economic losses. The primary infection of both viruses occurs in the upper respiratory tract, it can progress
trough the mucose and can cause abortions in the last third of pregnancy, neonatal foal death, and non
specific neurological syndromes. The EHV-1 is associated mainly whit abortion whereas EHV-4 is more
related to respiratory disease. Infected animals rapidly overcome clinical symptoms but then remain infected
all the life. In 2001 the first isolation of an EHV was reported in Colombia, but up-to-date, there are no
reports that confirm and determine the type of isolated virus. The aim of the present work was to perform
a serologic study in order to determine the presence of HVE-1 and HVE-4, in clinically healthy non-
vaccinated horses. Serum samples n = 139 were drawn from healthy animals at two regions of Colombia
(Antioquia and Meta department); an indirect ELISA test was performed to evaluate the presence of
antibodies recognizihg to glycoprotein G of EHV-1 and EHV-4. We found that 98.7 and 96.6% of sera in
Antioquia and Meta respectively were positive for EHV-4; the positivity for EHV-1 in Antioquia and Meta
were 18.8 and 33.3% respectively. This is the first study that reports presence of antibodies to EHV-1 and
EHV-4 in clinically healthy non-vaccinated horses in Colombia. These results suggest the establishment of
the virus in the equine population of the studied regions and possibly in other areas of the country.

Key words: Antioquia State, ELISA test, frequency of seropositivity, Meta State
Resumo

O herpesvirus eqiiino tipo-1 e -4 (HVE-1 e HVE-4) sdo os agentes de distribuicdo mundial e causam
graves prejuizos econémicos. A infec¢do primdria por ambos os virus ocorre no trato respiratorio,
progredindo através da mucosa e podem atingir outros sistemas orgdnicos causando abortos no ultimo
terco da gestacdo, morte perinatal e ndao-especifica sindromes neurologicas. O HVE-1 é principalmente
associado a abortos, enquanto o HVE-4 estd associado a doencgas respiratorias. Os animais afectados
recuperar sem tratamento, mas permanecem infectados vida. Em 2001, foi relatada na Colombia isolamento
de HVE, mas até agora ndo teve conhecimento de qualquer estudo para confirmar e identificar o tipo de
herpesvirus isolados. O objetivo deste estudo foi o de realizar um levantamento sorologico para determinar
a presenca de HVE-1 e HVE-4 em cavalos clinicamente saudavel, ndao vacinadas contra o HVE. Para
alcancar nosso objetivo teve 139 amostras de soro de cavalos em duas regioes da Colombia (Antioquia e
Meta), de onde foi feito um teste Elisa indireta, para detectar a presenca de anticorpos dirigidos contra a
glicoproteina G da HVE -1 e da HVE-4. Para HVE-4 houve uma soropositividade de 98.7 e de 96.6% em
Antioquia e Meta, respectivamente, para HVE-1, soropositividade foi 18.8% no departamento de Antioquia
e de 33.3% no departamento de Meta. Este é o primeiro estudo que relatou soropositividade em cavalos
clinicamente sauddveis ndo vacinados, na Colombia, o que sugere a presenca de virus e seu lugar na
eqiiina populagdo das regioes avaliadas e, possivelmente, de outras partes da Colombia.

Palavras chave: Departamento de Antioquia, Departamento de Meta, freqiiéncia de soropositividade,
teste Elisa

Introduccion

Los herpesvirus equinos tipos 1 y 4 (HVE-1 y
HVE-4) son de distribucion mundial (2); el HVE-
1 fue aislado por primera vez de tejidos de fetos
abortados en EEUU en 1933 (9) y con base en
estudios retrospectivos, ha sido reportado como
causa de aborto desde 1921 en Australia (13). La
infeccion por HVE-1 en particular, puede progresar
a través de la mucosa respiratoria, dispersarse a

otros sistemas organicos y causar aborto en el ultimo
trimestre de la gestacion (8). Los fetos infectados
con HVE-1 durante la gestacion tardia pueden
llegar a nacer vivos y a término, pero enferman
al nacimiento o pocos dias después del parto. En
brotes epidémicos, la infeccion puede llevar a la
presentacion de mieloencefalitis (25, 26).

La infeccion por HVE-4, conocida como
rinoneumonitis viral equina, se ha asociado a una
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enfermedad respiratoria, la cual compromete el
tracto respiratorio superior; ademdas puede causar
aborto y en raras ocasiones mieloencefalitis (3). La
enfermedad respiratoria se presenta principalmente
en potros en el periodo comprendido entre el
destete y los 2-3 afios de edad; se caracteriza
porque los animales presentan signos clinicos
como fiebre, letargia, anorexia, linfadenopatia
submandibular y descarga nasal profusa (3, 12).

Cerca del 80% de las infecciones primarias por
HVE-1 y HVE-4, son seguidas por un estado de
infeccion latente viral en ganglio trigémino; en este
estado los caballos se encuentran fisiologicamente
sanos (6). Sin embargo, luego de una situacion
de inmunosupresion o de estrés (transporte,
cambio de medio, prefiez etc.) puede ocurrir una
reactivacion viral, la cual conduce a una liberacion
de particulas virales a través de secreciones nasales
y transmision a otros caballos sanos susceptibles
(3), lo que sugiere que los reservorios para HVE-
1 y HVE-4, son los mismos caballos infectados en
estado de latencia (1).

Desde la perspectiva epidemiologica el HVE-4
se considera enzodtico en muchas poblaciones de
equinos en el mundo, principalmente en Estados
Unidos, Japon y Australia (4, 15, 19) y la infeccion
por HVE-1 ha sido ampliamente descrita en
Estados Unidos (3), Australia (14), Japon (19),
Argentina (11) y Brasil (8) entre otros paises. La
identificacion de anticuerpos especificos para HVE-
1 y HVE-4, es uno de los métodos de diagnostico
utiles para estimar la ocurrencia de infecciones en
criaderos de equinos (8); en una poblacidén en la
cual nunca se ha evidenciado la presencia del virus,
la deteccion de anticuerpos especificos anti-HVE,
es un indicativo de infeccion y de circulacion del
virus (2).

Segun la Oficina Internacional de Epizootias
(OIE), en Colombia se reportd la presencia del
virus en 1992 (20), pero no se tiene confirmacion
de dicho reporte. Ramirez et al (21), reportaron
el primer aislamiento de HVE, a partir de tejido
de un feto abortado proveniente de un criadero de
la ciudad de Bogota, con historia de importacion
de equinos; la confirmacion del virus se hizo con

Rev Colomb Cienc Pecu 2008; 21:251-258

base en observaciones obtenidas por microscopia
electronica (21), pero hasta el momento, no se
ha realizado una caracterizacion puntual, que
permita identificar con exactitud el tipo de virus
aislado. Adicional a este reporte, no se conoce
ningin estudio que establezca la presencia del
HVE-1 y HVE-4 en Colombia. Con el proposito
de contribuir al conocimiento de la situacion
zoosanitaria de los equinos del pais, el presente
estudio se enfocd en explorar la presencia de
HVE-1 y HVE-4, mediante el uso de una prueba
de deteccion de anticuerpos tipo ELISA indirecta
(Svanovir® Svanova Biotech Ab®) en muestras
de animales clinicamente sanos. Para el efecto se
evaluaron equinos de dos regiones de Colombia
(Departamentos de Antioquia y Meta), ambas con
alta participacién en la cria y tenencia de caballos
en el pais, pero epidemioldgicamente diferentes y
con distintos sistemas de produccion.

Materiales y métodos

Aval del Comité de ética

Esta investigacion contdé con la autorizacion
del Comité de ética para experimentacion con
animales de la Universidad de Antioquia (Acta 15
de septiembre 16 de 2004).

Poblacion de estudio y zonas de muestreo

Los 139 equinos evaluados se escogieron
de manera aleatoria en las areas de estudio, 96
pertenecientes al Departamento de Antioquia y 43
al Departamento del Meta; ésta muestra estuvo
conformada mayoritariamente por hembras, las
cuales representaron el 73 y 60.5% de la muestra
para Antioquia y Meta, respectivamente. El muestreo
se realizé en dos regiones de Colombia: la primera,
caracterizada por ser un sistema de produccion
intensivo, en el 4area metropolitana del Valle
de Aburra y oriente cercano (Departamento de
Antioquia), la cual se encuentra a una altura entre
1.300 y 2.800 metros sobre el nivel del mar (msnm),
con una temperatura promedio de 24 °C, con la
mayoria de animales criados en estabulacion y
utilizados principalmente para la reproduccion y para
las ferias o exposiciones de paso; la segunda, con un
sistema de produccion de tipo extensivo, localizada en
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el municipio de Villavicencio (Departamento del Meta),
ubicado a una altura de 423 msnm, con temperatura
promedio de 28 °C, en donde los equinos son
utilizados principalmente para las actividades de
vaqueria y el deporte del “coleo”.

Toma y procesamiento de las muestras

Para el estudio se muestrearon un total de 139
equinos, los cuales se encontraban clinicamente
sanos segun la evaluacion del médico veterinario.
De los 139 equinos, 96 correspondian a caballos del
Departamento de Antioquia y 43 del Departamento
del Meta (municipio de Villavicencio). A cada uno
de los animales se les tomo 10 ml de sangre por
puncién en la vena yugular usando un sistema de
sangrado tipo Vacutainer® (Becton Dickinson,
USA) en tubos sin anticoagulante. Posteriormente,
las muestras se transportaron refrigeradas al
laboratorio, donde se centrifugaron a 640 x g/4 °C
para separar el suero, que luego se congeld a -20 °C
para su posterior evaluacion.

Prueba de ELISA indirecta

La presencia de anticuerpos especificos de HVE-
1 y HVE-4 en las muestras, se determin6 utilizando
el estuche de diagnostico Svanoovir® EHV1/
EHV4-Ab ELISA, gentilmente donado por el Dr.
Malik Merza del laboratorio Svanova Biotech Ab
(Suecia). La prueba permite detectar anticuerpos
contra la glicoproteina G (gG) de HVE-1 y HVE-4
en muestras de suero o plasma equino, utilizando
una placa de ELISA de 96 pozos, que esta
sensibilizada con antigenos de HVE-1 o antigenos de
HVE-4; y ademas, incluye pozos sensibilizados con
un antigeno que se utiliza como control negativo.
Los sueros se diluyeron 1/100 en solucion tampon de
dilucion; se adicionaron 100 pl/pozo de las muestras
en los pozos del plato de ELISA sensibilizados con
antigenos de HVE-1 o HVE-4 y se incub6 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
repitié como se indico anteriormente, se adicionaron
100 pl/pozo de sustrato y se incubd 10 min/t.amb.
Finalmente, se adicionaron 50 pl/pozo de solucion
de parada que contenia acido sulfurico y se hizo
la lectura por espectrofotometria a una densidad
optica (DO) de 450 nm. Para la interpretacion de los
resultados se tuvo en cuenta el valor de la DO de los
controles positivos, que debia estar por encima de
0.2 y el de los controles negativos, que debia estar
por debajo de 0.1. Para determinar la seropositividad
de la muestra, al valor de la DO de cada pozo que
contenia el antigeno para HVE-1 o HVE-4, se le
sustrajo el valor de la DO correspondiente al pozo
del control negativo.

Analisis estadistico

El porcentaje de seropositividad para HVE-
1 y HVE-4 se determiné mediante la relacion
porcentual entre el nuimero de animales que
presentaron anticuerpos positivos y el nimero de
animales evaluados. Adicionalmente se determino
la asociacion entre la variable dicotomica presencia
de anticuerpos y las variables sexo y procedencia
de los equinos, sobre el total de los animales
evaluados en cada zona, mediante el programa de
analisis estadistico Prisma 4.0® para Windows®.

Resultados

Seropositividad para HVE-1y HVE-4 en equinos
de los departamentos de Antioquia y Meta

Una imagen representativa de la prueba de
ELISA indirecta realizada en el estudio se observa
en la figura 1, en la cual la reaccion antigeno-
anticuerpo se puede visualizar por el color amarillo
en la placa, determinando asi la presencia de
anticuerpos especificos tipo inmunoglobulina G
(IgG) contra estos virus en los equinos.
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Figura 1. Resultado de una prueba de ELISA indirecta para HVE-1 y HVE-4. Las columnas con los nimeros 1y 4 estaban previamente
sensibilizadas con antigenos de HVE-1 y HVE-4 respectivamente. Las columnas marcadas con la letra C estan previamente sensibilizadas
con un antigeno control. Los 6 pozos de la parte superior, lado izquierdo de la placa, muestran los controles positivos (C+) y con C- se
indica los controles negativos, Cs representa el control de suero positivo para HVE-4, suministrado por los productores del estuche de
ELISA. El resto de pozos del plato corresponde a muestras (tres pozos cada una). Para la interpretacién de los resultados, al valor de la
DO de cada pozo (por cada muestra) que contiene el antigeno para HVE-1 o HVE-4, se le sustrajo el valor de la DO correspondiente al

pozo del control.
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Figura 2. Seropositividad para HVE-1 y HVE-4 en los equinos
muestreados del Valle de Aburra y Oriente cercano, departamento
de Antioquia y en el municipio de Villavicencio, Departamento del
Meta.

De los 96 caballos evaluados en el Valle de
Aburra y Oriente cercano de Antioquia, se encontrd
que el 98.7 y 18.8% presentaron anticuerpos contra
la IgG del HVE-4 e HVE-1, respectivamente
(véase Figura 2). En los caballos del Municipio
de Villavicencio se encontré6 un 96.6% de sueros
positivos indicativos de anticuerpos dirigidos contra
la IgG del HVE-4, un porcentaje muy similar al
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observado en el Departamento de Antioquia. Para
el caso del HVE-1, se encontrd 33.3% de caballos
con anticuerpos contra la IgG (Véase Figura
2). Sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) entre la
frecuencia de anticuerpos para HVE-1 y HVE-4
en los dos departamentos. Al asociar la presencia
de anticuerpos para cada uno de los virus con
las variables sexo y procedencia, no se encontrd
diferencia estadistica significativa (p>0.05) (véase
Figura 3). Cuando se evalud la coinfeccion por
ambos HVE en la poblacion evaluada, se encontro
que todas las muestras que poseen anticuerpos para
la IgG de HVE-1, también posee anticuerpos para la
IgG de HVE-4. Esto esta indicando que 18.8% y el
33.3% de los caballos del departamento de Antioquia
y Meta, respectivamente, han sido infectados por
ambos HVE; sugiriendo ademas, que la coinfeccion
es un fendmeno comun en la poblacion de equinos
de estos dos departamentos de Colombia.
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Figura 3. Porcentaje de animales machos y hembras que presentan
anticuerpos para el HVE-1 y HVE-4 en los departamentos de
Antioquia y Meta, evaluados por una técnica de ELISA indirecto.
Noétese que tanto machos como hembras presentan seropositividad
similar al HVE-4 y, a pesar de la diferencia de la respuesta de
anticuerpos al HVE-1 no hubo diferencia estadistica significativa
en la presentacion de la infeccién por sexo ni procedencia de los
equinos (p>0.05).

Discusion

La prueba de Elisa indirecto Svanovir® EHV1/
EHV4-Ab, utilizada en el presente estudio ha sido
ampliamente utilizado en estudios previos (7, 10,
16) que lo han informado como altamente especifico
(cerca al 100%) y suficientemente sensible (100%)
para detectar todos los animales infectados con HVE-
1 y HVE-4; ademas, posee mayor sensibilidad en
comparacion con las pruebas de seroneutralizacion
y microneutralizacion implementadas y reportadas
en los diferentes estudios de seroprevalencia (2).
Teniendo en cuenta que la infeccion por estos virus
nunca habia sido demostrada en las zonas de estudio,
la presencia de anticuerpos especificos reportada aqui
confirma que gran parte de la poblacion evaluada
ha estado expuesta a los HVE-1 y HVE-4. Los
porcentajes de equinos positivos para HVE-4, tanto
en el Departamento Antioquia como en del Meta,
concuerda con el de una zona enzooética para este
virus, ya que el porcentaje de seropositividad es
comparable con la prevalencia reportada por paises
como Chile (5), Australia (15) y Japén (27), en los
cuales hay una circulacion enzodtica de la infeccion
y el virus fue reportado hace mas de 30 anos.

Por otro lado, la infeccion por HVE-1 presenta
un comportamiento diferente en las regiones de
estudio; para el caso del Departamento de Antioquia,
la seropositividad del 18.8% es similar a la reportada
por Heinemann ef a/, (17), en la provincia de Uruara

(Brasil), donde los autores encontraron un 17.7%
de seroprevalencia mediante el uso de la técnica de
seroneutralizacion en cultivos de células VERO. En
esta provincia, al igual que en el Departamento de
Antioquia, no se habian reportado casos confirmados
de infeccion por herpesvirus, ni se conocian reportes
de prevalencia serologica, aunque la presencia
esporaddica de abortos era una de las preocupaciones
generales. Por lo tanto, con base en los resultados
obtenidos y en lo descrito por otros autores (17), la
infeccion por HVE-1 se podria incluir como una de
las posibles causas de presentacion de abortos en las
diferentes regiones evaluadas. En el Municipio de
Villavicencio por su parte, el porcentaje de animales
seropositivos al HVE-1 (33.3%) es similar al
reportado para caballos peruanos de paso (34.8%),
evaluados por la técnica de microneutralizacion
en placas de 96 pozos (22). Sin embargo, se debe
tener en cuenta que esta entidad se reportd por
primera vez en Peru en 1975 (23), mientras que en
el Departamento del Meta no se habia reportado
nunca, ni la presencia del virus, ni la presencia de
anticuerpos.

Contrario a lo reportado por otros investigadores
(1, 3), quienes sugieren que la explotacion extensiva
y la disminucién del hacinamiento puede disminuir
el paso de la infeccion a los animales susceptibles,
nuestros resultados muestran que en el Departamento
de Antioquia, donde se manejan los animales en
confinamiento en pesebreras, la frecuencia de la
infeccion por HVE-1 es menor que la observada
en el Meta, donde los equinos se manejan en
situaciones de tipo extensivo. También, se ha descrito
que los HVE-1 y HVE-4 tienden a difundirse
mas eficazmente en clima frio, dado las bajas
temperaturas que afectan el sistema respiratorio (12,
19); no obstante, los resultados muestran que en
Antioquia el porcentaje de animales con anticuerpos
para HVE-1(18.8%), fue menor que el encontrado
en Meta (33.3%), zona con menor altitud y clima
mas calido. Sin embargo, para poder sugerir una
explicacion a estos fenomenos, es necesario tener
en cuenta otra serie de factores, tales como la
nutricion proporcionada a los equinos o su estatus
inmune (1, 14). Similar a lo reportado en caballos
del Valle de Lima por Rios ef al (22), al asociar la
presencia de anticuerpos con las variables sexo
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y procedencia de los caballos, no se encontraron
diferencias estadisticas significativas, lo que sugiere
que las variables estudiadas no constituyen un factor
de riesgo para la presentacion de la infeccion por el
HVE-1 y HVE-4 en nuestro medio.

En Colombia, la presentacion de enfermedad
respiratoria en equinos es una causa comun de
disminucion del desempefio y de pérdida econémica
en las empresas equinas; sin embargo, esta siempre se
ha asociado con el virus de influenza equina, para el
cual se tiene un plan de vacunacion obligatorio. Con
base en los resultados del presente estudio, se sugiere
que la infeccion respiratoria en equinos podria ser
debida, en parte, a la presencia de los HVE-1 y HVE-
4, lo que podria explicar la presencia de brotes de
enfermedad respiratoria que pueden alcanzar una
morbilidad superior al 80% (18), atin en predios
vacunados contra el virus de influenza equina.

En conclusion, los resultados de este trabajo
sugieren que la infeccion por el HVE-1 y HVE-4
esta distribuida en distintas zonas de Colombia, entre
las que la distribucion epidemiologica difiere, si se
tiene en cuenta los resultados del presente estudio
comparados con lo reportado para otros paises de
América Latina, en donde el HVE-1 se comporta
como epizoodtico y el HVE-4 como enzooético. Por
lo tanto, es necesario fomentar y establecer redes
de diagnostico y sistemas de prevencion y control
adecuados para cada uno de los agentes, encaminadas
a mejorar la situacion zoosanitaria de la poblacion
equina nacional. El establecimiento de estrategias
eficientes, permitird disminuir la presentacion de la
enfermedad y las pérdidas econdmicas en un sector
tan importante de la economia nacional, como es el
sistema de produccion zootécnica de equinos (1, 24).
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