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Resumen

Lainfeccionprimariapor Herpesvirus Equinotipos 1y4 (HVE-1y HVE-4)seiniciaen eltractorespiratorio
superior; luego se produce una viremia primaria en la que intervienen linfocitos B y T, la cual le permite al
virus alcanzar otros sistemas orgdnicosy producir abortos en el illtimo tercio de la gestacion, muerte neonatal
de potrosy sindromes neurologicos, principalmente por causa del HVE-1. Debido al hallazgo de anticuerpos
contra HVE-1y HVE-4 en caballos de dos departamentos de Colombia, el proposito de este estudio fue detectar
la presencia del genoma viral en Mononucleares de Sangre Periférica (MNSP) de caballos seropositivos
para HVE-1y HVE-4 y en ganglios trigéminos de equinos en una planta de faenado del departamento de
Antioquia. Por medio de una PCR semianidada se amplificaron los genes que codifican por las glicoproteina
Hs (gH) de HVE-1y B (gB) de HVE-4. El 28 y el 19% de los MNSP contenian el gen de la gH y de la gB,
respectivamente. En el 57.8 y 47.7% de los ganglios trigéminos evaluados se logro amplificar los genes gH
y 8B, respectivamente. Para determinar si la cepa de HVE-1 circulante en el departamento de Antioquia
poseia potencial neuropatogénico, se amplifico y secuencio el gen de la DNA polimerasa viral, que puede
presentar una mutacion asociada con neuropatogénesis. Sin embargo, ninguna de las cepas secuenciadas
poseia dicha mutacion. Los resultados confirman la presencia de la infeccion por HVE -1y HVE-4 en el
departamento de Antioquia, lo que sugiere que existen animales con infeccion latente que podrian ser una
fuente de infeccion para otros animales susceptibles.

Palabras clave: infeccion latente, patogénesis por herpesvirus, secuenciacion de polimerasa viral.
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Summary

The infection with Equine Herpesvirus types 1 and 4 (EHV-1 and EHV-4) occurs at the upper respiratory
tract. Soon after this takes place a primary cell associated viremia to peripheral blood mononuclear cells
(PBMC, mainly on B and T lymphocytes), which allows the virus to reach other organic systems and
production of abortions in the last third of gestation, neonatal foal death and neurological syndromes.
After primary infection the animals remain latently infected for all the life. Because the presence of
antibodies for EHV-1 and EHV-4 in plasma and serum of horses of two departments of Colombia was
demonstrated, the objective of the present study as to demonstrate the presence of the viral genome in
PBMC from horses diagnosed seropositive for EHV-1 and EHV-4, and in trigeminal ganglion of equines
from a slaughterhouse of the Department of Antioquia. By means of a semi-nested PCR, the gene codifying
for glycoprotein H (gH) of EHV-1 and gB of EHV-4 were amplified. In PBMC 28 and 19% of gH and of
gB amplification were found, respectively; whereas in trigeminal ganglion 57.8 and 47.7% were amplified
for gH and gB, respectively. With the aim of assessing whether the circulating strain in the department of
Antioquia had a neuropathogenic potential, we amplified and sent to sequencing the gene that encodes
the viral DNA polymerase, which could has a mutation that has been associated with neuropathogenic
potential. We found that the circulating viral strain in Antioquia does not have such a mutation. The set of
our results confirms that infection by EHV is present in the State of Antioquia, Colombia, and that there
are equines latently infected which can be a source of infection for other susceptible horses.

Key words: herpesvirus pathogenesis, latent infection, viral polymerase sequencing
Resumo

A infecgdo primdria por Herpesvirus Eqiiino tipo 1 e 4 (HVE-1 e HVE-4) inicia no tracto respiratorio
superior; depois, ha uma viremia primdria envolvidos no B e linfocitos T, que permite que o virus chegue
a outros sistemas e produtos biologicos abortos no ultimo terco da gestacdo, morte neonatal de potros e
sindromes neurolégicas, devido sobretudo ao facto de HVE-1. Devido a descoberta de anticorpos contra o
HVE-1 e HVE-4 cavalos em dois departamentos da Colombia, O objetivo deste estudo foi o de detectar a
presenca do genoma viral em MNSP cavalo seropositivos para HVE-1 e HVE-4 4 os gdnglios do trigémeo
de cavalos em um curativo na planta do departamento de Antioquia. Através de uma PCR semianidada
foram amplificados genes codificantes para a glicoproteina Hs (GH) HVE-1 e B (GB) de HVE-4. Em 28
e 19% do MNSP contendo o gene para a GH e no Reino Unido, respectivamente. No 57,8 e 47,7% dos
ganglios trigémeo avaliados foi atingido amplificar genes GH e GB, respectivamente. Para determinar
se a estirpe do HVE-1 circulantes no departamento de Antioquia tinha potencial neuropatogénico, foi
amplificado e sequenciado o gene da DNA polimerase viral, que pode apresentar uma mutacdo associada
com neuropatogénesis. No entanto, nenhuma das cepas seqiienciadas possuia essa mutacgdo. Os resultados
confirmam a presenca de infeccio e de HVE -1 HVE-4, no departamento de Antioquia, sugerindo que ha
animais com infecgdo latente que poderia ser uma fonte de infec¢do para outros animais sensiveis.

Palavras chave: infeccdo latente, patogénese por herpesvirus, seqiienciamento de polimerase viral
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Introduccion

Los herpesvirus equinos 1 y 4 (HVE-1 y HVE-
4), que pertenecen a la subfamilia A/faherpesvirinae
son patogenos altamente prevalentes en diversas
regiones del mundo y causan graves pérdidas
econdmicas debidas a un amplio rango de sintomas
clinicos que van desde la presentacion de una
enfermedad respiratoria hasta la induccion de
abortos en el ultimo tercio de la gestacion, muerte
neonatal de potros, ocasionalmente lesiones oculares
y dafio neurologico, resultando en paralisis del tren
posterior (15).
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HVE-1 y HVE-4 causan infeccion sistémica en
caballos. La infeccion primaria se presenta en las
células epiteliales del tracto respiratorio superior
(19); luego, el virus penetra la barrera epitelial
para replicarse en los tejidos profundos del trato
respiratorio y nodulos linfoides locales (20); 4 a 6
dias después de la primoinfeccion el virus infecta
células mononucleares de sangre periférica (MNSP)
resultando una viremia asociada a células, la cual
dura 14 dias en promedio (15, 42); aunque existen
registros de viremias de hasta 27 dias en equinos
después de la primoinfeccion (21). Asi, los MNSP
infectados se convierten en un medio de dispersion
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del virus en el hospedero, que le permite alcanzar
otros sistemas organicos, tales como el utero y el
sistema nervioso central (véase Figura 1), causando
abortos y enfermedades neurologicas. Se ha descrito
que tanto la infeccion del sistema nervioso, como

Viremla asociada a
células en CMMNSP
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la infeccion de tracto reproductivo de yeguas, son
debidas a la transferencia de virus infecciosos desde
los MNSP, a las células endoteliales de los vasos
sanguineos del endometrio y del sistema nervioso
(11, 36).

2
Replicacion viral en
tracto respiratorio
4.

Replicacion viral
sistema nerviosos

4,

Replicacion viral en
utero y feto

Figura 1. Representacion esquematica de los eventos que ocurren ante la infeccién primaria por HVE-1 y HVE-4 en un equino susceptible.
Los numeros indican el orden de secuencia en que ocurren los eventos.

Dado que los MNSP son las células portadoras
del HVE en la sangre, éstas juegan un papel
crucial en la patogénesis de la infeccion por éstos
virus. La infeccion in vivo de MNSP fue descrita
por primera vez en 1983 por Scott et a, (33).
Los autores infectaron ponis y encontraron que
el virus permanecia entre 2 y 14 dias asociado
con los linfocitos T las principales células MNSP
infectadas. Cuando los MNSP de ponis infectados
fueron cultivados in vitro, en presencia de un agente
mitoégeno, se incrementd en 10 veces la produccion
de virus, lo que sugeria que el mitdgeno promovia la
replicacion viral (10, 33). Estudios in vitro realizados
con monocitos y linfocitos equinos estimulados con
diferentes agentes mitogenos e infectados con HVE-
1, permitieron demostrar que los linfocitos T CD5+
CD8+ (citotdxicos), son la principal subpoblacion
celular susceptible a la infeccion, seguidos por
linfocitos B y monocitos (43, 44). Ademas, se ha
sugerido que un estado especifico de la fase S y G2/M
del ciclo celular, facilita la replicacion viral e induce
la formacion de uniones intercelulares entre las
c¢lulas MNSP y favorece la transmision del HVE-1
de una célula infectada a las células adyacentes (45).

Luego de la infeccion primaria, los HVE-1 y
HVE-4 establecen una infecciéon latente y
permanecen en el hospedero de forma indefinida.
En animales de plantas de faenado es posible
encontrar infeccion latente en ganglios trigéminos
en aproximadamente el 60 al 80% de la poblacion
de caballos, después de una primoinfeccion (12,
35), por lo cual se ha postulado que los individuos
con infeccion latente son el principal reservorio de
la infeccion para otros caballos susceptibles (1).
Durante la infeccion latente el genoma viral se
encuentra en un estado de transcripcion restringida,
cuando s6lo se producen los transcriptos asociados
a latencia (LATs, del inglés Latency-Associated
Transcripts), sin encontrar proteinas virales y
mucho menos particulas virales infecciosas (31). Sin
embargo, estudios recientes demostraron mediante el
uso de PCR en tiempo real, que la presencia de LATs
de HVE-4 en MNSP durante la primera semana
posinfeccion no es un indicativo de establecimiento
del estado de latencia en esas células (28).

El genoma de HVE-1 y HVE-4 en estado latente
se ha encontrado principalmente en el ganglio
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trigémino (5, 7, 34), el tejido linfoide que drena
el tracto respiratorio y en leucocitos de sangre
periférica (4, 8, 35). La infeccion latente del
HVE-1 en leucocitos de sangre periférica se establece
predominantemente en linfocitos T citotoxicos
(CD5+/CD8+) (35). Por el contrario, estudios con
HVE-4 demuestran que este no establece latencia en
linfocitos de sangre periférica (6, 28, 48).

Aunque se han descrito diferentes cepas de
HVE-1 con mayor o menor asociacion con la
presentacion de abortos y mieloencefalitis (24, 27,
38), las diferencias en el potencial patogénico de
las cepas, se correlacionan con diferencias en la
capacidad para diseminarse y establecer infeccion
en el endotelio vascular. Al parecer, una mutacién
puntual presente en la enzima DNA polimerasa del
HVE-1 (ORF30), tiene una fuerte asociacién con
brotes de enfermedad neuroldgica versus brotes
de enfermedad no neurologica in vivo (26); de ahi
que mediante estudios de mutagénesis viral se pudo
concluir que dicha mutacién estd directamente
implicada en la neuropatogénesis de la enfermedad
(16). Por lo tanto, esta mutacion se esta utilizando
como un marcador genético para identificar y
predecir el potencial neuropatogénico de las cepas
circulantes de HVE-1. En paralelo, se demostro
mediante la técnica de PCR en tiempo real, que
la magnitud y la duracion de la viremia asociada
a las células, era mayor en potros infectados
con cepas neuropatogénicas versus las cepas no
neuropatogénicas (3); también, estudios recientes
in vitro confirmaron que las cepas que portan
la mutacion tiene mayor tropismo por MNSP,
principalmente células CD4+ (16), lo que sugiere
que la infeccion de MNSP juega un papel de gran
importancia en la neuropatogénesis de la infeccion.

En un estudio reciente, trabajando con cepas
aisladas de diferentes regiones del mundo durante
aproximadamente 30 afios, y mediante PCR y
analisis de secuencia, se demostro que el ORF68
del HVE-1 es particularmente polimorfico y que
este puede ser adoptado como un marcador unico,
debido a que permite distinguir y categorizar
los diferentes aislamientos virales de HVE-1 en
seis grupos comunes, los cuales presentan gran
restriccion geografica (26). Debido a esto, es
posible postular una asociacion entre cepas de
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diferentes zonas geograficas y posibles origenes de
introduccion o reintroduccion de la infeccion.

En un estudio previo, nuestro grupo de
investigacion report6 una seropositividad para de 18.8
y 98.7% para HVE-1 y HVE-4, respectivamente,
en el departamento de Antioquia (Colombia) (32).
Teniendo en cuenta que los MNSP y los ganglios
trigéminos de los equinos infectados por el HVE-1
y HVE-4, son las principales células en las cuales
se mantiene la infeccion latente y especificamente
son los MNSP las células a partir de las cuales se
realiza la transferencia de virus infecciosos a otros
sistemas organicos, el proposito del presente estudio
fue: evaluar la presencia del genoma viral de
HVE-1 y HVE-4 en MNSP de equinos previamente
diagnosticados como seropositivos, por medio de
una PCR semianidada (aceptada por la OIE como
prueba diagnostica para los HVE); determinar la
presencia de genoma viral en ganglios trigéminos
de equinos de una planta de faenado, lo cual
permitiria postular la presencia de infeccion latente
en el departamento de Antioquia (reservorios de la
infeccion viral); y amplificar y secuenciar el ORF30
del HVE-1, con el proposito de determinar el
potencial neuropatogénico de la cepa circulante en
la region objeto de estudio.

Los resultados confirman por métodos
moleculares la presencia de la infeccion por HVE-1
y HVE-4 en la poblacioén equina del departamento
de Antioquia; ademas muestran que es posible
detectar genoma viral tanto en MNSP como en
ganglio trigémino, por lo que se postula que
existen animales con infeccion latente, los cuales
pueden ser fuente de infeccion para otros equinos
susceptibles. Finalmente, por los resultados de
secuenciacion del ORF30 del HVE-1, se postula que
la cepa circulante en Antioquia no posee potencial
neuropatogénico.

Materiales y métodos

Aval del Comité de Etica

Esta investigacion cont6 con la autorizacion
del Comité de ética para experimentacion con
animales de la Universidad de Antioquia (Acta 15
de septiembre 16 de 2004).
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Coleccion de muestras

Células mononucleares de sangre periférica
(MNSP). La deteccion de genoma viral en MNSP
se realiz6 en muestras tomadas de los caballos que
previamente se habian evaluado para determinar
la seropositividad para el HVE-1 y el HVE-4,
mediante una prueba de ELISA; en dicho estudio
se encontrd que de los 96 caballos evaluados en el
departamento de Antioquia, 95 fueron positivos
para HVE-4 y 18 para HVE-1 (32). Los caballos
fueron sangrados por puncién en la vena yugular
y la muestra fue colectada en tubos de 10 ml con
heparina como anticoagulante (Vacutainer Systems®
Becton Dickinson, USA). Luego de ser transportadas
al laboratorio, las muestras fueron centrifugadas a
640 x g/ 15 min/4 °C, se extrajo el plasma y la capa
de leucocitos fue separada y mezclada dos veces
con 5 ml de tampon de lisis de eritrocitos (0.85%
NH4Cl, 17mM, Tris, pH 7.4) por 5 minutos y
centrifugada a 640 x g/5 min (14). El sobrenadante
fue descartado y el botén resultante de MNSP fue
resuspendido en 0.9% NaCl y congelado a -20 °C,
hasta su uso para la extraccion del DNA.

Ganglios trigéminos de equinos. Para el estudio
fueron extraidos los ganglios trigéminos de 38 de
caballos sacrificados en una planta de faenado que
cumple con las medidas minimas necesarias para
el sacrificio de equinos (segun resolucion 0222
del Ministerio de Salud). Luego del sacrificio de
los animales, las cabezas fueron recolectadas y
abiertas mecanicamente para extraer los ganglios
trigéminos, los cuales fueron transportados al
laboratorio en PBS de manera refrigerada. Una vez
en alli, los ganglios fueron lavaron tres veces con
PBS y se congelaron a -20 °C, hasta el momento de
extraer el DNA.

Extraccion del DNA de MNSP y ganglios
trigeminos. Los MNSP fueron resuspendidos en
0.5 ml de tampén de lisis (10 mM Tris-HCI,
pH 8.0; 100 mM EDTA; 0.5% SDS) e incubados
en presencia de 5 pl de proteinasa K (20 pg/ml,
Fermentas Inc® Cromwell Park Drive, USA)
a 50 °C/3 h. El DNA se extrajo 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). El DNA fue
recolectado por centrifugacion, se lavo dos veces
con etanol al 70% y se disolvio en 200ul de tampon
TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM).

Para la extraccion del DNA de los ganglios
trigéminos, se tomaron 150 mg de tejido y se
cortaron en pequeflos fragmentos; luego se
sonicaron a 20 Kz/15 seg/hielo (este procedimiento
se repitio tres veces). Finalmente, el DNA se extrajo
usando el estuche comercial DNeasy Tissue (Qiagen
Inc., Valencia, CA): en resumen, 100 pul del producto
sonicado fueron lisados con 180 pl de tampon de
lisis y 20 pl de proteinasa K; el lisado se depositd
en una columna que contenia una membrana de gel
de silica (con afinidad por el DNA); la columna se
lavé dos veces con 500 pl de tampon y finalmente el
DNA fue eluido dos veces con 100 ul de tampon de
elusion y almacenado a -20°C hasta su uso.

PCR semianidada para la gH de HVE-1 y la
gB de HVE-4. Con el DNA obtenido de MNSP
y de ganglio trigémino, se realizO6 una PCR
semianidada para amplificar el gen que codifica
por la glicoproteina H (gH) del HVE-1 y por la
glicoproteina B (gB) de HVE-4, siguiendo el
procedimiento reportado por Varraso et al (46);
esta PCR es recomendada por la Organizacion
Mundial para la Salud Animal (OIE) para
diagnodstico de la infeccion por HVE en muestras
de tejidos (2). La amplificaciéon se realizd6 en un
volumen final de 25 pl que contenia: tampon PCR
1X (50 mM KCI, 10 mM Tris/HCI, pH 9.0, 0.1%
Triton X-100), 200 pM de cada dinucleotido
trifosfatado  (dNTP), 2.5 mM MgCl, 2.0 pM
de cada cebador y 0.5 U de Taq DNA
Polimerasa (Fermentas Inc® Cromwell Park Drive,
USA). Para la gH de HVE-1 se utilizaron los
cebadores Fw: 5’AAGAGGAGCACGTGTTGGAT3’

y  Rw:  5STTGAAGGACGAATAGGACGC3’;
y para la gB de HVE-4 los cebadores
Fw: 5’CTGCTGTCATTATGCAGGGA3’ y Rw:

5’CGTCTTCTCGAAGACGGGTA3’. Como control
negativo se utiliz6 agua grado biologia molecular
(Amresco Inc® Solon, Ohio) en lugar de DNA.
La amplificacién se realizd en un termociclador
(Perkin  Elmer™ USA) con los siguientes
parametros: desnaturalizacion inicial a 95 °C
/5 min, seguida de 35 ciclos de 95 °C/30 seg,
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60 °C/30 seg y 72 °C/1 min, con una extension final
de 72 °C/5 min.

Para la segunda ronda de amplificacion, se
tomaron 2 pl del amplicon de la primera reaccidon
(los cuales fueron usados como molde) y la nueva
prueba se realizd6 bajo las mismas condiciones
de la primera reaccion, pero los cebadores Rw
para HVE-1 y HVE-4 se reemplazaron por RN:
5’AGTAGGTCAGGCCGATGCTT 3 y RN
5’CGCTAGTGTCATCATCGTCG 3, respectivamente.
Finalmente, 5 pl del producto de la PCR semianidada
fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa al 2%, coloreado con bromuro de etidio
(0.5 uM) y visualizados por trans-iluminacién con
luz UV.

Amplificacion y secuenciacion del ORF 68 y
ORF 30 de HVE-1. Para amplificar el ORF 68 y
ORF 30 de HVE-1, se realizo una PCR siguiendo
las condiciones reportadas por Nugent et al (26).
Los dos ORF se amplificaron de todas las muestras
que fueron positivas para la gH del HVE-1. De cada
muestra de DNA de MNSP y de ganglio trigémino
se tomaron 3 pl y la reaccion de amplificacion se
realiz6 en un volumen final de 50 pl, el cual contenia
tampon PCR 1X (50 mM (NH,),SO,, 10 mM
Tris/HCI, pH 9.0, 0.1% Triton X-100), 0.3 uM de
cada uno de los cebadores descritos, 0.2 mM de
cada ANTP, 1.5 mM MgCl,y 1.25 U de Tag DNA
polimerasa (Fermentas Inc® Cromwell Park Drive,
USA). Para el ORF68 se utilizaron los cebadores
ORF68 Fw: AGCATTGCCAAACAGTTCC y Rw:
AAGAAACCACTGCTCAACC y para el ORF30 los
cebadores fueron ORF 30 F: GCGCTACTTCTGAAAACG
y R: CCACAAACTTGATAAACACG. Como control
negativo se utilizdo agua grado biologia molecular
(Amresco Inc® Solon, Ohio) en lugar de DNA. La
PCR se llevo a cabo en un termociclador (Perkin
Elmer™ USA) bajo las siguientes condiciones: una
desnaturalizacion inicial a 94 °C/4 min, seguida por
35 ciclos de amplificacion a 94 °C/30 seg, 48 °C/1
min y 72 °C/2 min, seguidos por una extension final
de 72 °C/10 minutos. Después de la amplificacion,
5 ul de los productos de cada PCR fueron analizados
en un gel de agarosa al 2%, coloreados con bromuro
de etidio (0.5 puM) y visualizados por trans-
iluminacién con luz UV. Finalmente, la banda de
interés fue cortada y purificada usando el estuche
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comercial “QIAquick PCR purification kit” (Qiagen
Inc., Valencia, CA), siguiendo las instrucciones de
la casa comercial. EI DNA fue cuantificado usando
un espectrofotometro SmartSpect 3000™ (Bio-Rad,
Hercules, California) a una longitud de onda de 260
nm y se envid a secuenciar.

Secuenciacion y andlisis de secuencias. Seis
muestras de DNA aisladas de MNSP fueron enviadas
a secuenciar a Macrogen® (Seul, Korea), siguiendo
todas las recomendaciones establecidas por dicha
casa comercial. La secuenciacion se realizd en un
secuenciador automatico 3730x] DNA analyzer™,
usando “ABI Prism BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit™” (Applied
Biosystems® USA). La secuenciacion se realizé en
las dos direcciones con 15 pl (50 ng/ul) del amplicon
purificado. Las secuencias fueron ensambladas y
editadas usando el programa SeqMan™ (DNASTAR
Inc., Madison, WI, USA). La secuencia de cada
uno de los amplicones se compard con secuencias
de los genes correspondientes obtenidas del
GenBank (numeros de acceso DQI180606 a
180738). Las secuencias de nucleotidos del ORF30
se utilizaron para realizar los analisis filogenéticos
usando Mega® version 3.1 (Center for Evolutionary
Functional Genomics, Tempe, AZ, USA) (18) y
BLAST pairwise alignments® en linea (NCBI, USA)
(22) usando el método de minima evolucion.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron mediante
estadistica descriptiva, determinando promedios
y desviacion estandar y se realizdo una prueba de
Fisher, para evaluar si habia diferencia estadistica
significativa (p<0.05) en la presentacion de HVE-1
y HVE-4 en MNSP y en ganglios trigéminos. Todos
los analisis se realizaron en los programas Prisma
4.0® (GraphPad Software, San Diego, CA, USA y
Excel para Windows® (Microsoft®, USA).

Resultados

HVE -1y HVE-4 infectan MNSP de equinos

Debido a que los HVE-1 y HVE-4 pueden
producir una viremia asociada a células y
puntualmente el HVE-1 puede inducir latencia
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en estas células, se tomaron los MNSP de equinos
clinicamente sanos, de los cuales se conocia el
estatus serologico para ambos virus. De los 96
caballos evaluados en Antioquia, se sabia que el
18.8% (18/96) presentaban anticuerpos contra
la gG para HVE-1 y 98.7% (95/96) presentaban
anticuerpos especificos para gG de HVE-4 (32).
Por lo tanto, se tomd los MNSP de los individuos
seropositivos y seronegativos (control negativo)
para realizar una evaluacion wusando PCR
semianidada.

Segun lo reportado por Varraso ef al, mediante
la PCR semianidada se obtienen bandas de 636
y 509 pares de bases (pb) para HVE-1 y HVE-4
respectivamente, después de la primera ronda de
amplificacidén; y como resultado de la segunda

ronda, se obtiene una banda de 287 y 323 pb, que
corresponde al tamafio esperado para la secuencia
blanco de los genes gH y gB de HVE-1 y HVE-4
(46). En efecto, como se aprecia en la figura 2, se
lograron amplificar bandas del tamafio esperado
en las muestras de DNA de MNSP y ganglios
trigéminos. Sin embargo, como se puede observar
en la misma imagen se evidencia la presencia de
bandas de amplificacién inespecifica de mayor
tamafio al de la banda diagnostica esperada;
dichas bandas también son presentadas por los
autores que reportaron la técnica (46); aunque no
discuten su ocurrencia, en la practica estas bandas
inespecificas pueden dificultar la toma de decisiones
y conclusiones diagnoésticas. Aun asi, la técnica es
aceptada y recomendada por la OIE para diagnéstico
de HVE-1 y HVE-4 (2).

6 7

m»__.l—.z

E

HVE-4 MNSP

HVE- 4 en trigéminos

Figura 2. Presencia del genoma de HVE-1y HVE-4 en MNSP y ganglio trigémino. Utilizando una PCR semianidada a partir de DNA aislado
de MNSP y ganglio trigémino (A y C, respectivamente) se amplificd el gen que codifica por la gH de HVE-1; el producto de la amplificacion fue
una banda de 287 pb. Igualmente se amplificé el gen que codifica por la gB de HVE-4, tanto de DNA aislado de MNSP (B) como de ganglio
trigémino (D); una banda de 323 pb fue amplificada. M es el Marcador de peso molecular (Fermentas Inc® Cromwell Park Drive, USA
SM1193), los numeros en los carriles indican el nimero de la muestra, el carril “C” es el control negativo (H,0 MQ). Las bandas de mayor
peso molecular encima de las bandas esperadas, representan los productos de la primera ronda de amplificacion de la PCR.
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Los resultados mostraron que de los 18 caballos
que habian sido diagnosticados como seropositivos
por la prueba de ELISA para el HVE-1, en cinco
se logré amplificar el gen de la gH en MNSP,
lo cual corresponde al 27.8% (véase Figura 3).
Igualmente se encontr6 que de los 95 caballos que
fueron seropositivos para HVE-4, por la prueba de
ELISA, en 18 se logré amplificar el gen para la gB
en dichas células, lo cual corresponde al 18.9%

379

(véase Figura 3). Por el contrario, cuando se intento
amplificar el gen de las dos glicoproteinas a partir
de DNA de MNSP de caballos que habian sido
diagnosticados como seronegativos por la prueba
de ELISA para ambos virus, no se obtuvo la banda
esperada. Al comparar la frecuencia de deteccion
del genoma de de HVE-1 y HVE-4 en los MNSP
de los equinos, encontramos que no hay diferencia
significativa (p>0.05) (véase Figura 3).

HVE-1y HVE-4 en MNSP y trigéminos de equinos de Antioquia
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Figura 3. Porcentaje de MNSP con presencia de genoma de HVE-1 y HVE-4. Se realiz6 una PCR
semianidada en ADN de MNSP la cual amplificé el gen que codifica por la gH y gB de HVE-1 y HVE-4. Se
encontré que el 27.8 y 18.9% respectivamente, presentaban el genoma viral.

Infeccion por HVE-1 y HVE-4 en ganglio
trigémino de equinos

Para determinar la presencia de caballos
reservorios de la infeccion por HVE-1 y HVE-4 en
los caballos de Antioquia, se evaludé la presencia
del genoma viral en ganglios trigéminos. Ante
la imposibilidad para tomar biopsias de ganglio
trigémino de los caballos en que se habia encontrado
anticuerpos para la gG de HVE-1 y HVE-4, se
decidi6 realizar un muestreo post mortem en equinos

no evaluados serologicamente de una planta local
de faenado. Para el efecto se evaluaron un total
de 38 ganglios trigéminos, en cuyas muestras
se hallaron las bandas esperadas, pero también
las bandas inespecificas que se describieron en
para los MNSP (véase Figura 2). Por su parte, la
figura 4 muestra que en 22 del los 38 ganglios
(58%) se amplifico el gen que codifica para la
gH de HVE-1 y en 18 (48%) el gen para la gB
de HVE-4.
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Figura 4. Porcentaje de ganglios trigéminos con presencia de genoma de HVE-1 y HVE-4. Después de haber
amplificado el gen para la gH y gB de HVE-1 y HVE-4, se determind el porcentaje de ganglios trigéminos que
presentaban el genoma viral. Como se aprecia en la figura, en el 57.8 (HVE-1) y 47.7% (HVE-4) de los ganglios

trigéminos evaluados, fue posible detectar genoma viral.

Dado el alto grado de homologia existente
entre los genes de algunas de las principales
glicoproteinas de HVE-1 y HVE+4 (gB, gC y gD)
y considerando la existencia de reactividad
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antigénica cruzada para los dos virus (40) (25,
30, 47), se propuso corroborar la especificidad
de la técnica; para esto los cebadores usados para
amplificar la secuencias de la gB de HVE-4, se



380 Ruiz Saenz J, et al. HVE-1y HVE-4 en MNSP y ganglios trigéminos de equinos

usaron para amplificar el gen de la gH de HVE-1.
Tal como habia sido reportado por los autores (46),
no se logré ningun tipo de amplificacion, lo que
confirma la especificidad de la técnica.

Coinfeccion entre HVE-1 y HVE-4 en equinos
del departamento de Antioquia Cuando se evaluo
la coinfecciéon en MNSP, uno de los 96 individuos
muestreados (1.04 %) fue positivo en la amplificacion
tanto el gen de la gH de HVE-1, como del gB de
HVE-4 (véase Figura 5). En ganglios trigéminos
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se amplificé el gen de las dos glicoproteinas en
el 18.4% de los tejidos estudiados (véase Figura
5); es decir, de los 38 caballos evaluados, siete
estaban coinfectados. Esto estd indicando que
posiblemente la coinfeccion es mas frecuente en
los ganglios trigéminos que en MNSP. Si bien se ha
reportado que la coinfeccion es normal para estos
dos HVE (14, 39), en el presente estudio es de gran
importancia debido a que sirve como un indicativo
de que los dos virus estan presentes en la poblacion
de equinos del departamento de Antioquia.

18.42%

G. Trigéminos

Figura 5. Coinfeccion por HVE-1 y HVE-4 en MNSP y ganglios trigéminos de equinos del departamento de
Antioquia. Se encontré que 1.04% y 18.4% de los MNSP y ganglios trigéminos respectivamente presentaban

genoma de HVE-1 y HVE-4 simultdneamente.

Potencial neuropatogénico del HVE-1 circulante
en el departamento de Antioquia.

Debido a la falta de un aislamiento viral primario
de la zona de estudio, que permitiera evaluar in vitro
e in vivo la patogénesis de la infeccion, se decidio
amplificar diferentes regiones del genoma viral, a
partir de las muestras de DNA extraido de MNSP y
de ganglios trigéminos que se encontraron positivas
para la infeccion por HVE-1 por PCR semianidada.
El ORF30 de HVE-1 se amplifico y secuencid, en el
que se ha reportado una mutacion puntual (cambio
de aminoicido N752D, que corresponde con el
cambio de nucleotidos G2254A), que tiene una
fuerte asociacion con neuropatogénesis; y el ORF68,
el cual permite distinguir y categorizar los diferentes
aislamientos virales, en seis grupos comunes, los
cuales presentan gran restriccion geografica. La
region del ORF30 amplificada corresponde a una
region de 250 nucleotidos, localizada entre los
nucleétidos 2200 a 2450 del genoma del HVE-1.

Las secuencias nucleotidicas del ORF30
obtenidas a partir de las muestras de DNA de

MNSP fueron idénticas, tal como se aprecia en la
figura 6, en las cinco secuencias de aminoacidos
predichas obtenidas (Antioquia 1-5), no se encontr6
la mutacion puntual (G2254A, correspondiente
al cambio amiacidico N752D), en el gen de la
DNA polimerasa; indicando que la cepa de HVE-1
que circula en el departamento de Antioquia, no
esta asociada con neuropatogénesis, al no poseer
la mutacion que se ha reportada asociada a este
proceso patogénico del virus. En el presente trabajo
no fue posible amplificar el ORF30 a partir de
muestras de ganglio trigémino, debido quizas a la
sensibilidad de la técnica. Al realizar la comparacion
de las secuencias Antioquia 1-5 con las diferentes
secuencias del ORF30 reportadas en el GenBank, se
encontré que la secuencia del ORF30 de las cepas
pertenecientes al departamento de Antioquia es
igual a la secuencia de dicho ORF de la cepa V592
(véase Figura 6, numero de acceso AY464052),
una cepa no neuropatogénica aislada a partir de un
brote de enfermedad abortiva por HVE-1 (23, 24,
38); ademas, la secuencia de las cepas de Antioquia
es igual a la secuencia de las cepas no asociadas
con neuropatogénesis reportadas en el afio 2006
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(nimeros de acceso DQI180606 a 180738), las
cuales agrupan cepas aisladas de nueve paises
durante aproximadamente 30 afios (26).

Luego, con los resultados obtenidos se
realizd un analisis filogenético y se obtuvo una
distribucion en el grafico de cladas, que aunque no
es posible decir que se trata de un arbol filogenético
propiamente dicho, permite observar como se
agrupan las cepas con y sin la mencionada mutacion
y demuestra que los aislamientos de Antioquia
(Antioquia 1-5) se ubican en la rama de las cepas

Equine herpesvirus 1l sctrain V592
Equine herpesvirus 1 strain Abd4
Equid Herpesvirus 1 Antioquia_l
Equid Herpesvirus 1 Antioquia 2
Fqu:ld Herpesvirus 1 Antioquia 3
kquid Herpesvirus 1 Antioquia 4
Equid Herpesvirus 1 Antioquia 5
Fquid herpesvirus 1 isolate HLS5_2Z_2)
Equid herpesvirus 1 isolate US99_3_2|
Fqu:ld herpesvirus 1 isolate 0399_2_2|
Equid herpesvirus 1 isolate US99_1 1
Equid herpesvirus 1 isolate US90_2 1
Equid herpesvirus 1 isolate US90_1_1
Equid herpesvirus 1 isolate US89 _2_1
hqu:ld herpesvirus 1 isolate US89 1 1
Equid herpesvirus 1 isolate US86_4 2|
Equid herpesvirus 1 isolate US86_3_2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Equid herpesvirus isolate US86_2 2|
Equid herpesvirus isolate US86_1 1
Equid herpesvirus isolate USG65_4_l
Equid herpesvirus isolate US85_3 1
Equid herpesvirus isolate USB85_2 2
Equid herpesvirus isolate US85_1 1
Equid herpesvirus isolate US84_1 1
Equid herpesvirus isolate USB83 3 2
Equid herpesvirus isolate US83_2 1
Equid herpesvirus isolate US83 1 1
Equid herpesvirus 1 isolate US82_1 2
Equid herpesvirus isolate US81_1_1
Equid herpesvirus isolate US79_2 2

no neuropatogénicas (véase Figura 7). Tres de las
secuencias de los ORF30 obtenidas en este estudio
(véase en Figuras 6 y 7, las cepas denominadas
Antioquia 1, 2 y 3) fueron registradas en el Gen
Bank con los ntmeros de acceso DQ923421,
DQ923422 'y DQ923423  respectivamente.
Infortunadamente, las secuencias obtenidas con los
amplificados del ORF68 de HVE-1, no fueron
suficientes para poder determinar el posible
origen del virus que circula en la region de
Antioquia, debido a que las secuencias legibles
en el electroferograma fueron demasiado cortas.

A

Aminoacido 752

Figura 6. La secuencia predicha de aminoacidos de la DNA polimerasa del HVE-1 que circula en el departamento de Antioquia, no presenta
la mutacion puntual asociada con neuropatogénesis (N752D). Con la secuencia de las muestras Antioquia 1-5, se realiz6 un alineamiento
de secuencias de aminoacidos, comparandolas con secuencias obtenidas del Genbank (nimeros de acceso DQ180606 a 180738). En
ninguna de las secuencias de interés se aprecié la mutacion en la posicion 752; ademas, se muestra un grupo representativo de cepas de
diferentes partes del mundo con y sin dicha mutacioén. El alineamiento fue construido usando Mega 3.1® (Center for Evolutionary Functional
Genomics, Tempe, AZ, USA) para Windows ® (Microsoft®, USA). El asterisco (*) resalta las cepas de este estudio que fueron registradas
en el GenBank con numeros de acceso DQ923421, DQ923422 y DQ923423.

Rev Colomb Cienc Pecu 2008; 21:372-386



382

Ruiz Saenz J, et al. HVE-1y HVE-4 en MNSP y ganglios trigéminos de equinos

Equid herpesvirus 1 isolate NL95 1 2
Equid herpesvirus 1 isolate ARS5 1 1
Equid herpesvirus 1 isalate AUDT 12
Equid herpesvirus 1 isolate BE99 2 2
Equid herpesvirus 1 isolate NL95 22
Equid herpesvirus 1 isolate CAB9 12
Equid herpesvirus 1 isdlate GB80 2 2
Equid herpesvirus 1 isdlate US86 3 2
Equid herpesvirus 1 isdlate FRO0 1 1
Equid herpesvirus 1 isolate BEO3 12
Equid herpesvirus 1 isdlate FRI9 3 1
Equid herpesvirus 1 isdlate FRO2 1 2
Equid herpesvirus 1 isolate NL99 1 2
Equid herpesvirus 1 isdlate GBI3 4 2

Equid herpesvirus 1 isdate US99 2 2

Ecid herpesvirus 1 isolate AU02 1 1

Equid herpesvirus 1 isdlate US99 1 1
Equid herpesvirus 1 isdlate US90 2 1
Equid herpesvirus 1 isolate GB91 2 1
Equid herpesvirus 1 isolate GB04 1 1
Equid herpesvirus 1 isolate GBI3 2 1
Equid herpesvirus 1 isolate FRI9 2 1
Equid herpesvirus 1 isolate FRI9.4 1
Equid herpesvirus 1 isdlate BE99 1 1
Equid herpesvirus 1 isolate BE97 1 1
Ecuid herpesvirus 1 isolate AR91 22
Equid herpesvirus 1 isdlate AU4 4 1
Equid herpesvirus 1 isolate AUS9 2 1
Equid herpesvirus 1 isdlate ARS1 11
Equid herpesvirus 1 isolate AR 11

Cepas NO
neuropatogénicas

Equid herpesvirus 1 isolate PL6S 10

Figura 7. Diagrama construido a partir de las secuencias del ORF30 de HVE-1. Clada superior: cepas no neuropatogénicas; clada inferior:
cepas con la mutacion puntual en la DNA polimerasa (neuropatogénicas). Resaltadas en color verde estan las cepas prototipo V592 y Ab4,
no neuropatogénica y neuropatogénica, respectivamente; en color gris los cinco asilados de Antioquia (los aislados 1, 2 y 3 se encuentran
registradas en el GenBank con los nimeros de acceso DQ923421, DQ923422 y DQ923423, respectivamente).

Discusion

La infeccion por HVE-1 y HVE-4 ha sido
reportada en diferentes paises del mundo. En
Colombia, a pesar de poseer el reporte de un
aislamiento viral (29), no se conocen estudios que
confirmen la presencia de la infeccién por estos
virus en la poblacion de equinos. Estudios previos

realizados por nuestro grupo de trabajo, mostraron
evidencia serologica de la infeccion por HVE-1 y
HVE-4 en dos departamentos de Colombia, por
medio de una prueba de ELISA indirecta (32).

Si se tiene en cuenta que los caballos

evaluados en la planta de faenado provenian de
diferentes municipios del departamento de Antioquia
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(Colombia), los resultados presentados en este
trabajo podrian sugerir que algiin porcentaje de los
caballos del departamento de Antioquia presentan
infeccion latente con los HVE-1 y HVE-4. Similar
a lo encontrado en MNSP, tampoco se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p>0.05)
en la deteccion de genoma viral de HVE-1 y
HVE-4 en los ganglios trigéminos; es decir,
posiblemente ambos virus tienen el mismo potencial
para establecer infeccion latente en ganglios
trigéminos de los equinos.

A partir de DNA aislado de MNSP de los caballos
diagnosticados como seropositivos se logro amplificar
el gen de la gH para HVE- 1 (27.8%) y el gen de la
gB para HVE-4 (18.9%). Esto es muy importante
si se tiene en cuenta que los MNSP ademas de estar
asociados con la viremia de ambos virus, son las
células implicadas en la dispersién y transmision
del virus a las células endoteliales de los vasos
sanguineos de otros sistemas organicos, tales como
el sistema nervioso central y el ttero, ocasionando las
diferentes presentaciones clinicas (11).

Llama la atencion que en los animales evaluados
exista presencia de genoma viral en MNSP, atn
estando clinicamente sanos al momento de la toma
de la muestra y sin historia reciente de enfermedad
respiratoria. Habitualmente, 4 a 6 dias posinfeccion,
el virus hace viremia asociada a células (MNSP),
la cual puede durar hasta el dia 27 después de
una primoinfeccion (21). En dicho periodo los
individuos ya han mostrado una recuperacion
clinica de la infeccion y las particulas virales estan
viajando a otros sistemas organicos en el hospedero
(37) o estableciendo una infeccion latente. Nuestros
resultados sugieren que las células (MNSP) estan
infectadas de manera activa por los HVE-1 y
HVE-4, o bien que estos virus se encuentran en estado
latente; sin embargo, la técnica utilizada no permite
diferenciar entre estas dos alternativas. Es interesante
anotar que en un estudio previo (32) se mostrd que el
18.8% (18/96) de los equinos evaluados presentaban
anticuerpos para la glicoproteina G (gG) del HVE-1;
de ese 18.8%, en el 27.8% (5/18) se logré amplificar
el gen de la gH, en MNSP. Para el caso del HVE-4,
del 98.7% de seropositivos en el estudio anterior, el
18.9% presentaron el genoma viral en los MNSP.
Estos resultados estan mostrando que no en todos
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los caballos que presentan anticuerpos para proteina
virales en suero, es posible amplificar el genoma
viral en los MNSP.

Al igual que la gran mayoria de los miembros
de la subfamilia Alfaherpesvirinae, los virus HVE-1
y HVE-4 establecen latencia en células nerviosas
(neuronas sensoriales), después de una infeccion
primaria. En este tipo de células, la transcripcion
es restringida, sin presencia de particulas virales;
es decir, la deteccion de genoma viral es un
indicativo muy probable de la infeccion latente
(12, 35). Si bien, los ganglios trigéminos utilizados
en esta investigacion no se obtuvieron de los
mismos caballos en los que se evalud presencia
de anticuerpos por serologia y de genoma viral en
MNSP por PCR (por la imposibilidad de sacrificar
los animales para acceder a este ganglio), un alto
porcentaje de las muestras analizadas presentaron
genoma viral de HVE-1 y HVE-4 (57.9 y 47.7%,
respectivamente). Lo anterior sugiere que hay
un porcentaje de caballos del departamento de
Antioquia clinicamente sanos pero con el genoma
del HVE-1 y el HVE-4 latente en los ganglios
trigéminos; ante una situacion de estrés severo (por
manejo, enfermedad o mala nutriciéon), es posible
que estos animales puedan reactivar la infeccion
viral y convertirse en fuente de contaminacion para
otros equinos que entren en contacto con ellos.

El HVE-1 (4, 8, 35) a diferencia de HVE-4 (6,
28, 48), establece infeccion latente tanto en MNSP,
como en ganglio trigémino (33); sin embargo, no
es posible aseverar que los animales de los que se
amplificd el gen de la gH de HVE-1 o el gen de
la gB de HVE-4 tuviesen una infeccion latente,
debido a que no se evalud presencia de transcriptos
asociados a latencia (LATs); los cuales son un
indicador de infeccion latente (17). Por otra parte, el
porcentaje de ganglios trigéminos que presentaron
genoma viral es similar a los resultados de otros
investigadores, los cuales mostraron que es posible
encontrar infeccion latente desde un 60 a 80% de la
poblacion de caballos muestreados (12).

De manera independiente de que el virus esté
o no en estado latente, tanto en MNSP como en
ganglio trigémino, el alto porcentaje de deteccion
del genoma viral en los dos tipos de tejidos, es
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un argumento que sugiere que ambos virus estan
plenamente establecidos en la poblacion estudiada
y, por ende, los mismos equinos constituyen
reservorios de la infeccion, con capacidad de
infectar otros caballos susceptibles. Es importante
resaltar que, tanto los MNSP como los ganglios
trigéminos, estan coinfectados con los dos tipos
de HVE; dicha coinfeccion ya habia sido descrita
por otros autores (13, 39), tanto para herpesvirus
patdogenos de animales como de humanos (9,
41). Sin embargo, el porcentaje de coinfeccion es
mucho mayor en los ganglios trigéminos (principal
sitio de establecimiento de la infeccion latente)
que en los MNSP (34). Teniendo en cuenta que
ambos virus pueden ser reactivados bajo un evento
inmunosupresor, es posible que los animales puedan
llegar sufrir reactivacion de uno o de ambos virus,
en forma simultanea.

En Colombia no es comun el reporte de casos
de mieloencefalitis compatibles con la enfermedad
ocasionada por el HVE-1 (comunicacion personal
con el Dr. Rafael Villalobos, del sistema de vigilancia
epidemioldgica de encefalitis virales del Instituto
Colombiano  Agropecuario ICA-CEISA). Los
resultados de la amplificacion y secuenciacion del
ORF30 de HVE-1, ademas de validar los resultados
obtenidos, demuestran que la cepa circulante no
posee la mutacion descrita en la DNA polimerasa
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(26) (N752D, véase Figura 6), lo que permiten
postular que las cepas de HVE-1 circulantes en
Antioquia no poseen potencial neuropatogénico,
en concordancia con el bajo reporte de casos de
mieloencefalitis equina en la zona de estudio.

En conclusion, estos resultados en los que se
ha usado diferentes estrategias para determinar la
presencia de la infeccion por HVE-1 y HVE-4 en
equinos del departamento de Antioquia (Colombia),
confirman la presencia del agente infeccioso en la
zona de estudio y sugieren que es posible encontrar
genoma viral tanto en MNSP como en ganglios
trigéminos; ademas, que la cepa de HVE-1
circulante no tiene potencial neuropatogénico. En
su conjunto, estos resultados sugieren que existen
individuos infectados por los HVE-1 y HVE-4, los
cuales pueden actuar como reservorios de infeccion
para otros equinos susceptibles.
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