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INTRODUCCIO

La primera transferéncia d’embrions realitzada en 1’espécie equina es va fer ’any 1972
a Gran Bretanya pero no va ser fins als anys 80 que la tecnica es va acceptar en el
procediment de cria d’équids; i fins a principis dels 90 no es va realitzar la primera

transferéncia a Espanya.
Algunes de les aplicacions i avantatges de la transferéncia embrionaria son les seguents:

- L’obtencié dels embrions de mares que competeixen, sense provocar efectes

adversos i no havent d’esperar a la seva jubilacio.
- La produccié d’un major nombre de poltres de mares amb un elevat valor genetic.

- L’obtenci6 d’embrions de mares amb patologies del tracte reproductiu i la
conseqlient gestacid completament segura en la mare receptora amb un tracte

reproductiu sa.

- Larecuperacié d’embrions de mares que freqiientment tenen gestacions dobles (que

majoritariament desencadenen avortaments)

- La produccio de descendeéncia d’¢quids en perill d’extincié com les zebres, els

cavalls Przewalski, entre d’altres.

- La técnica ajuda a la comprensié dels fonamentals aspectes fisiologics de la

reproduccio equina.

- Permet ’avaluacio de la fertilitat dels sementals,de diferents diluents 1 del semen

congelat.
- L’obtenci6 d’animals gencticament similars pels estudis d’investigacio.
- Inconvenients de la transferencia embrionaria:

- Les taxes d’embaras per cicle son variables depenent de la qualitat del semen, la
superovulacié, la fertilitat de la donant, experiéncia/habilitat/técnica/laboratori,

fertilitat de ’euga receptora.

- La transferéncia immediata té major exit, seguit del emmagatzematge a curt plag,

que els embrions congelats.
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- La transferéncia quirargica té una taxa d’éxits més elevada que la transferéncia

transcervical.

- El 70% de les transferéncies transcervicals tenen eéxit en 1’establiment d’una

gestacio temprana.

La tecnologia de la transferencia embrionaria esta molt acceptada en la majoria
d’animals de granja, sobretot en vaques, no obstant hi ha moltes qiliestions en la

indUstria equina:

- Per una banda, I’Gs de semen refrigerat o congelat disminueix la fertilitat i per tant

disminueix el percentatge d’éxits en la transferéncia d’embrions.

- A més, no ha comportat un gran progrés genetic ja que el metode de superovulacid

en eugues no és eficag.

- Una altre limitacié és el registre dels poltres ja que aquest s’ha restringit a un per
any i han condicionat que les eugues receptores siguin de la mateixa raca que

I’euga donant.

El concepte i la técnica de la transferéncia embrionaria és relativament simple. L’embri6
és conduit fora del uter de la mare el dia 7 o 8 després de 1’ovulacio,és recuperat i
examinat i després és implantat dintre del Gter de la mare receptora de manera

quirdrgica o no quirdrgica (transcervical).
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DESCRIPCIO DE LA TECNICA

EUGUES RECEPTORES

- Eugues joves i fertils.
- Requereixen un examen reproductor, el qual ha de ser normal.
- Sincronitzacio de 1’euga receptora: ovulacid 1-3 dies despres de la donant.

- Les tecniques més comuns tenen 3 o 4 potencials receptores sincronitzades

amb la donant utilitzant 1’administracié de prostaglandines.
- Monitoritzacio de la receptora per determinar el moment de la seva ovulacio.

La seleccio de la receptora es basa en aquella euga que ovula en el moment correcta i té

el cicle més normal.

EUGUES DONANTS

- Monitoritzacié de la donant per tal de reproduir o inseminar a I’euga en el moment

adequat per aconseguir una gestacio.

- Adequat maneig despres de la cria per tal d’evitar endometritis.

- Registrar el moment de 1’ovulacio.

- Els millors embrions son aquells recuperats el dia 7 o 8 després de I’ovulacio.
Evaluacié d’embrions

Els ovuls o embrions extrets de 1’oviducte, contenen de 2 a 64 cel-lules segons el
moment en que es va fer el rentat a partir de I’ovulacio. Els que es recolecten de 'uter,

varien desde 64 cél-lules fins la fase de blastula.

Els embrions es col-loquen baix el microscopi de diseccid, per a determinar si el seu

aspecte és normal i si tenen probabilitats de desenvolupar-se despres del transplant:

Els ovuls unicel-lulars no van ser fecundats i, per tant, no deuen ser transplantats,

presenten forma ovalada, aplanats en una direccio.
Els ous de dues cel-lules denoten fertilitzacid (excepte en raros casos de divisio) i se’ls

5
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considera normals si tenen dos dies d’edat. Si la recoleccio es va fer després de dos dies

a partir de 1’ovulacio, se’ls considera anormals i no deuen ser transplantats.

Els ovuls amb un nombre petit de blastomers, deuen ser evaluats segons la seva edat per

a determinar si son anormals.

Els ovuls deformes son anormals, existeixen molts tipus i formes dins d’aquesta
categoria: contraccié del trofoblast de la zona pelelucida, blastocits foscos de forma
irregular, blastomers degenerats, embrions de forma irregular o amb una massa celelular

interna fosca.

Els embrions deuen ser rodonets i turgents, amb la zona pelucida intacta i en ’estat

normal de desenvolupament que li correspon, segons la seva edat.

Es valora forma i color de I’embri6, nombre i compactacio dels blastomers, la mida de
I’espai perivitel-li, nombre de cél-lules degenerades, danys a la zona pel-lucida i I’etapa

de desenvolupament en comparacio a 1’edat de 1’embrio.

Existeix un sistema de classificacid basat en graus per qualificar els embrions d’eéquids:

Grau |. Excel-lent. Embrid ideal, esféric, amb cel-lules de mida, color i textura

uniforme.

- Grau Il. Bo. Imperfeccions menors com alguns blastomers degenerats, forma

irregular o separacio trofoblastica.

- Grau Ill. Regular. Definit, pero sense problemes greus. Presencia de blastomers
degenerats, cel-lules degenerades o blastocel col-lapsat.

- Grau IV. Pobre. Greus problemes, blastocel col-lapsat, molts blastomers degenerats,

cel-lules degenerades perd amb una aparenca viable de la massa embrionica.
- Grau V. Infertil o mort. Oocits infértils 0 embrio totalment degenerat.

Els ovuls deuen mantenir-se en una incubadora a 37°C i permanéixer dins del recipient
tancat. Per obtenir millor viabilitat, els embrions deuen transplantar-se tan aviat com

sigui possible.

N’hi han anomalies directament relacionades amb la refrigeracio durant 12- 24 hores.
Com ara un blastocel col-lapsat amb separacié cel-lular de la zona pel-licida o de la

capsula, blastomers degenerats, cel-lules fosques o augment de 1’aparenga granular de la
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superficie amb aparent separacié cel-lular.

Transferéncia d’embrions a I’euga receptora:

TRANSFERENCIA QUIRURGICA

La transferéncia quirargica es pot realitzar de dues maneres, fent una incisio a la linia

mitja de ’abdomen o bé una incisio al flanc.

- Incisi6 a la linia mitja.

o

o

o

o

Incisio a la linia mitja de 1’abdomen.

Retraccidé i exposicio parcial de la punta de la banya uterina

ipsilateral al lloc de I'ovulacid.
Incisio a la llum de la banya uterina.

Insercié de 0.5 ml de medi de cultiu que conté I’embri6 a la llum de

la banya uterina.

Tancament de I'obertura externa de I'Gter mitjancant compressio de la

serosa uterina amb una pinca hemostatica.
Retorn de I'tter a la seva posicié normal.

Tancament de la linia ventral mitja.

L’inconvenient d’aquesta tecnica és que ¢és necessaria ’anesteésia general, unes

instal-lacions adequades i un personal qualificat:

- Incisi6 al flanc.

o

o

Col-locacio de les receptora en un poltre de contencid i sedacio.

Esquilar la fossa paralumbar formant una area d’uns 35 cm d'ample 1

45 cm de llarg i netejar-la.
Anestesia local de la fossa paralumbar.

Incisio en els teixits superficials i profunds situats entre la tuberositat
coxal i l'ultima costella, comencant uns 10 cm ventralment als

processos lumbars i estenent-se 15-20 cm ventralment.

Rentar I'area asépticament.
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o Realitzar una disseccid roma de la musculatura i penetrar al

peritoneu. Aquesta Ultima tecnica és la més frequent.
o Exposicio de la banya uterina ipsilateral al lloc de I’ovulacid.
o Incisiod a la llum de la banya uterina.

o Inserci6 de 0.5 ml de medi de cultiu que conté ’embri6 a la llum de

la banya uterina.

o Tancament de I'obertura externa de I'iter mitjangant compressié de la

serosa uterina amb una pin¢a hemostatica.
o Retorn de I’uter a la seva posicidé normal.
o Reconstruccio dels grups musculars amb una sutura continua.
o Tancament del teixit subcutani i la pell.

Aquest procés té 1’avantatge que només €s necessaria anestésia local, es pot realitzar

amb I’euga dreta i té una recuperaci6é immediata.
Transferencia no quirurgica

La transferéncia no quirdrgica és una tecnica menys agressiva, ja que es transfereix
I’embrid per via transvaginal. Es pot realitzar amb pipetes de inseminacio artificial
estandards, pistola de inseminaci6 plastica d’un sol Us o la pistola d’inseminaci6 d’acer
inoxidable reutilitzable. EIl procediment és similar a una inseminacio artificial. Es la
tecnica més utilitzada actualment. El material necessari és una via d’inseminacid dins
d’una funda protectora, amb 1’embri6 situat entre 0.5 ml de medi, 0.2 ml d'aire, 0.5 mlde
medi que conté I'embrio, i 0.2 ml d'aire. Tot el procediment ha de ser estéril i utilitzant
material esteril. L’euga receptora es col-loca en un poltre de contencio i se li neteja i
desinfecta la vulva 1 la zona perianal. El técnic introdueix una ma via rectal i amb 1’altra
guiara la via d’inseminacid per via vaginal. Es busca ’obertura del cérvix per introduir
la via d’inseminaci6 utilitzant el dit index. S’introdueix la via a I’tter fins que es troba
una resisténcia, llavors es retira uns 2 cm. Es diposita ’embrio i es retira la via
d’inseminacio.

Tot i que historicament la transferencia embrionaria quirdrgica ha tingut millors taxes de

pregnituts (70-75% una setmana post transferéncia); publicacions recents han demostrat
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que les taxes de gestacid de la transferencia no quirdrgica s’han incrementat o fins i tot

superat a la tecnica quirurgica.
Factors que afecten les taxes de gestacio

La femella receptora, I’embri6 i/o la teécnica de transferéncia embrionaria sén els

principals factors.

- D’edat de la femella receptora afecta significativament.

- La majoria de transferéncies embrionaries s’han de fer entre els dies 6 1 8 post
ovulacio, que és quan tenen el diametre i 1’estat de desenvolupament Optims.
Diferents estudis demostren que els embrions més vells i llargs s6n menys viables
en transferencies no quirdrgiques i inclis quirurgiques.

- Lamorfologia anormal del embri6 disminueix la taxa de gestacio.

Maneig de la femella receptora post-transferencia embrionaria

Alguns clinics administren progestagens a la femella receptora per fomentar la
supervivéencia embrionaria i retrassar la luteolisis, amb I’objectiu de permetre el

reconeixement de la gestacio. 12
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LEGISLACIO

LEGISLACIO EUROPEA

A continuacid s’exposa una recopil-lacio dels reglaments, les directives i les decisions
de caracter europeu, relacionades amb la transferéncia d’embrions. S’han agrupat

segons la tematica que tracten.

Condicions generals dels animals, del material genetic i dels centres de recollida i

emmagatzematge d’aquest.

Directiva 2008/73/CE , del Consell de 15 de juliol de 2008. Simplifica els procediments
per confeccionar llistes i publicar informacié als ambits veterinaris i zootecnics i
modifica les directives 64/432/CEE, 77/504/CEE, 88/407/CEE, 88/661/CEE,
89/361/CEE, 89/556/CEE, 90/426/CEE, 90/427/CEE, 90/428/CEE, 90/429/CEE,
90/539/CEE, 91/68/CEE, 91/496/CEE, 92/35/CEE, 92/65/CEE, 92/66/CEE,
92/119/CEE, 94/28/CE, 2000/75/CE, la Decisi6 2000/258/CE y les Directives
2001/89/CE, 2002/60/CE i 2005/94/CE. Estableix que els ovuls i embrions de les

especies ovina, caprina, equina i porcina han de ser extrets per equips de recollida o

produits per un equip de produccid autoritzats per 1’autoritat competent d’un Estat
membre. Les condicions d’autoritzacié d’aquests equips estan especificades a la

Directiva 92/65/CEE a I’annexa D.

o Capitol I: condicions aplicables als centres de recollida d’esperma,
centres de magatzem d’esperma, equips de recollida d’embrions i equips

de producci6 d’embrions.
o Capitol II: condicions aplicables als animals donants.
o Capitol III: requisits aplicables a I’esperma, ovuls 1 embrions.

= Segons aquesta directiva, els Estats membres han de redactar i
mantenir al dia les llistes dels establiments zoosanitaris i posar-la

a disposicio de la resta dels Estats membres i del pablic. Per

10
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uniformitzar els models d’aquestes llistes 1 facilitar I’accés a les
actualitzacions, és necessari establir criteris comuns seguint el
procediment de comitologia. Els procediments s’han simplificat a
la Decisi6 2009/436/CE. A I’annexa | de la Decisio 2007/240/CE
s’exposa un model de certificat veterinari per la UE per esperma,
embrions 1 ovuls. Aquest nou procediment s’ha d’aplicar també a
I’ambit zootécnic, en particular a les associacions de cria
autoritzades per portar o crear llibres genealogics en els Estats

membres

- Decisi6 2009/436/CE, del Consell de 5 de maig (corregeix la directiva 2008/73/CE). Es

parla de simplificar els procediments per a confeccionar llistes i publicar informaci6 en

els ambits veterinaris i zootécnics.

- Decisié 2007/240/CE, de la Comissio de 16 d’abril de 2007. S’estableixen nous

certificats veterinaris per a la introduccié a la Comunitat d’animals vius, esperma,

embrions, ovuls i productes d’origen animal, en el marc de les decisions 79/542/CEE,
92/260/CEE, 93/195/CEE, 93/196/CEE, 93/197/CEE, 95/328/CE, 96/333/CE,
96/539/CE, 96/540/CE, 2000/572/CE, 2000/585/CE, 2000/666/CE, 2002/613/CE,
2003/56/CE, 2003/779/CE, 2003/804/CE, 2003/858/CE, 2003/863/CE, 2003/881/CE,
2004/407/CE, 2004/438/CE, 2004/595/CE, 2004/639/CE y 2006/168/CE. Disposa que
els diferents certificats veterinaris, sanitaris i zoosanitaris exigits per la introduccio a la
Comunitat d’animals vius, esperma, embrions, ovuls i productes d’origen animal, aixi
com els certificats pel transit a través de la Comunitat de productes d’origen animal, es
presentaran prenent com a base els models Unics de certificat veterinari que figurin a

I’annex I d’aquesta decisio.

- Decisio 96/79/CE, de la Comissié de 12 de gener de 1996. S’estableixen certificats

zootecnics relatius a I’esperma, ovuls i als embrions dels équids registrats.
Intercanvis entre paisos membres de la Comunitat Europea

- Directiva 92/65/CEE, del Consell de 13 de juliol de 1992. S’estableix les condicions de

policia sanitaria aplicables als intercanvis i les importacions a la Comunitat d’animals,

esperma, ovuls i embrions no sotmesos, amb respecte a aquestes condicions, a les

normatives comunitaries especifiques a la que es refereix la seccid. . En Particle 4 del

11
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capitol 1, sobre les disposicions aplicables als intercanvis, diu que s’hauran de fer
examinar amb regularitat els animals, s’haura de declarar qualsevol malaltia de
declaraci6 obligatoria. Concretament, per a cavalls sementals i femelles donants s’ha
de sotmetre a proves per la deteccido d’anémia infecciosa equina i metritis contagiosa
equina. També s’haura de declarar 1’aparicio de malalties en les que s’hagi establert un
programa de lluita o vigilancia en I’Estat membre 1 s’hauran de respectar les mesures
nacionals imposades per la lluita de la malaltia. En quant a la comercialitzacié, només
es podra dur a terme amb aquells animals que no presentin signes de malaltia i que
procedeixin d’explotacions o de zones que no siguin objecte de cap mesura de
prohibicio per motius de policia sanitaria. També poden entrar en el comer¢ aquells que
no tinguin certificat sanitari, perd que portin un autocertificat de I’empresari, que
acrediti que els animals de que es tracti no presenten cap signe aparent de malaltia i que

la seva explotacio no esta sotmesa a mesures de restriccid de policia sanitaria.

- Reglament (UE) 176/2010, de la Comissi6 de 2 de marg de 2010 (es modifica I’annex D
de la Directiva 92/65/CEE del Consell). Fa referencia als centres de recollida i
emmagatzematge d’esperma, els equips de recollida i produccié d’embrions i les
condicions aplicables als animals donants de les especies equina, ovina i caprina i la

manipulacié d’esperma, ovuls i embrions d’aquestes espécies.

- Decisi6 2004/186/CE, de la Comissiéo del 16 de febrer de 2004 (es modifiquen
determinats annexes de la decisié 96/510/CE). Es refereix als requisits zootécnics per

la importacio d’esperma, ovuls i embrions de 1’espécie equina.

- Reglament (CE) 1802/2002, de la Comissio de 10 d’octubre de 2002 (rectifica el
reglament (CE) 1282/2002 i determinats annexes de la Directiva 92/65/CEE del

Consell). S’estableix les condicions de policia sanitaria aplicables als intercanvis i les
importacions a la Comunitat d’animals, esperma, ovuls i embrions no sotmesos, amb
respecte a aquestes condicions, a les normatives comunitaries especifiques a que es
refereix la secci6 I de ’annex A de la directiva 90/425/CEE.

- Decisi6 95/294/CE,de la Comissio de 6 d’abril de 1995 (es modifiquen els annexes C I
D de la Directiva 92/65/CEE del Consell pel que s’estableix el model de certificat

sanitari pel comerg d’ovuls 1 embrions de 1’espécie equina.

12
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Intercanvis amb paisos fora de la Comunitat Europea.

- Reglament (CE) 668/2004, de la Comissio de 10 de mar¢ de 2004 (modifica alguns
annexes del Reglament (CE) 1774/2002 del Parlament Europeu i del Consell). Parla de

la importaci6 de subproductes animals de tercers paisos.

- Decisi6 2004/211/CE, de la Comissio, de 6 de gener de 2004. S’estableix la llista de

tercers paisos i parts del seu territori a partir dels quals els Estats membres autoritzen la

importacié d’équids vius i esperma, ovuls i embrions de I’espécie equina i pel que es
modifiquen les decisions 93/195/CEE i 94/63/CE. L’annexa 1 d’aquesta Decisio6 es veu
modificada per la Decisi6 2011/686/UE, de la Comissié de 13 d’octubre de 2011.

- Directiva 91/496/CEE, de 15 de juliol de 1991, per la que s’estableixen els principis

relatius a 1’organitzacié de controls veterinaris dels productes que s’introdueixin a la
Comunitat procedents de paisos tercers i per la que es modifica les Directives
89/662/CEE, 90/425/CEE i 90/675/CEE . En aquesta directa s’estableix que cada lot
d’animals procedents de tercers paisos han de ser sotmesos per les autoritats
competents a un control documental, a un control d’identitat 1 a un control fisic, en un
lloc d’inspeccid situat a la immediata proximitat del punt d’entrada al territori
comunitari o, en el seu cas, en una estacié de quarantena. Llavors, quan es compleixen
els requisits veterinaris d’importacid i no hi ha perill per a la salut publica i la sanitat
animal, el veterinari responsable del lloc d’inspeccid expedeix un certificat. Pel que fa
als sistema de dades, la Comissio treballa amb un connecta els serveis dels llocs
d’inspeccid de les fronteres i les autoritats veterinaries d’aquesta. Aquest sistema,
anomenat Traces (sistema que ha substituit I’antic SHIFT), inclou els elements relatius
a les importacions d’animals procedents de tercers paisos i esta connectat amb el

sistema d’intercanvi de dades entre les autoritats veterinaries, establert per la Directiva
90/425/CEE.

- Directiva 94/28/CE, de 23 de juny de 1994, per la que s’estableixen els principis relatius

a les condicions zootécniques 1 genealogiques aplicables a la importacié d’animals,
esperma, ovuls i embrions, procedents de tercers paisos i per la que es modifica la
Directiva 77/504/CEE referent a animals de I’especie bovina de raga selecta per a

reproduccio.

13
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Altres organismes que tracten temes referents a la transferencia d’embrions

- Codi sanitari pels animals terrestres, de la OIE (Organitzaci6 Mundial de la Salut

Animal). Els capitols 4.7, 4.8 i 4.9, de la seva ultima versio, de 2011, contenen les
recomanacions sobre la recollida i transformacio d’embrions obtinguts in vivo,
d’embrions produits in vitro 1 d’embrions micromanipulats, respectivament.
Concretament, a I’article 4.7.14 es parla sobre les recomanacions relatives al risc de
transmissié de malalties per embrions recol-lectats in vivo, basades en les conclusions
extretes per la IETS (Societat internacional de Transferéncia d’Embrions). En el capitol
4.11 parla sobre la transferencia nuclear de cél-lules somatiques en el ramat i els cavalls
de cria. Altres punts a destacar d’aquesta edicié és el fet que es va proposar com a
definici6é del terme “Biotecnologia reproductiva” la generacio d’animals mitjangant
I’Gs de tecnologies reproductives assistides, que abarquin des de la inseminacid
artificial fins a tecnologies que impliquin un component in vitro, entre les quals es

troba la transferéncia d’embrions.

- La Societat Internacional de Transferéncia d’Embrions (IETS, en les sigles angleses) és

una organitzacié internacional i un aforament professional que, entre altres coses,
fomenta la ciéncia de produccid d’embrions i coordina a nivell internacional les
activitats de normalitzacid relacionades amb la manipulaci6 d’embrions 1 els
procediment de registre. Una de les seves funcions principals és la formulacio de
protocols de caracter practic 1 de base cientifica, amb la finalitat d’evitar els riscos de
transmissio de malalties a la transferéncia d’embrions dels donants als receptors.
Aquests protocols estan basats, en gran mesura, en els metodes higiénics de
manipulacié d’embrions, exposats a la tercera edici6 del Manual de la IETS i al Codi
Terrestre. En algunes malalties, aquests metodes poden arribar a servir per substituir

meétodes tradicionals o per reforgar-los i complementar-los.
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LEGISLACIO ESPANYOLA

- Reial Decret 2129/2008 de 26 de desembre, pel qual s’estableix el Programa nacional

de conservacid, millora i foment de les races ramaderes.

- Reial Decret 662/2007 de 25 de maig de 2007, sobre seleccié i reproduccio de bestiar

equi de races pures.(Vigent fins el 28 de gener de 2009). Aquest Reial Decret té per

objecte establir:

o El regim juridic del reconeixement oficial de les associacions de criadors

d’¢quids registrats per a la gestio dels llibres genealogics.

o Les condicions zootécniques i genealogiques que regulen els intercanvis

comunitaris d’équids, i les importacions de tercers paisos.

o El regim juridic dels llibres genealogics d’équids aixi com els criteris

d’inscripcid dels animals, i de seleccié de reproductors en els mateixos.

- Reial Decret 517/2005 de 6 de maig, pel que es modifica el Reial Decret 1133/2002 de

31 de octubre, pel que es regulen en I’ambit de les races equines, el régim juridic dels
llibres genealogics, les associacions de criadors i les caracteristiques zootécniques de

les diferents races.

- Reial Decret 1429/2003 de 21 de novembre, pel que es regulen les condicions

d’aplicacié de la normativa comunitaria en materia de subproductes d’origen animal no

destinats al consum huma.
- Llei 8/2003 de 24 de abril, de sanitat animal.

- Reial Decret 1133/2002 de 31 d’octubre, el present Reial Decret estableix les condicions

zootecniques i genealogiques dels equids de pura raca i equids registrats, el regim
juridic referent a la gesti6 dels llibres genealogics, procediments i criteris d’inscripcid
del ramat equi en els llibres de caracter nacional e internacional i de seleccio de
reproductors. Aixi mateix, estableix el regim juridic de les associacions i organitzacions

de criadors d’¢quids registrats. (Vigent fins el 10 de juny de 2007)

- Reial Decret 1881/1994 del 10 de setembre pel que s’estableixen les condicions de

policia sanitaria aplicables als intercanvis intracomunitaris i a les importacions
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procedents de paisos tercers d’animals, esperma, ovuls i embrions no sotmesos,
respecte a aquestes condicions, a les disposicions contingudes en la seccié la de

I’annex A del RD 1316/1992.

Reial Decret 1316/1992 del 30 d’octubre pel que s’estableixen els controls veterinaris i

zootecnics aplicables en els intercanvis intracomunitaris de determinats animals vius i

productes amb vistes a la realitzacio del mercat interior.
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ENQUESTA

Aquesta enquesta consta de 6 preguntes, contestades per 30 persones relacionades amb

la veterinaria, tant dedicades a équids com a altres especies.

1. Pel que fa a la transferéncia d’embrions en équids...

a. Es una técnica amb la que s’obtenen embrions del tracte reproductiu
d’una femella (donadora) abans de la implantacio i després es transfereix
al tracte reproductiu d’una altra femella (receptora) per a que pugui
completar el seu desenvolupament (gestacio).

b. No existeix la transferéncia d’embrions en équids, només s’empra a
I’espécie humana.

c. Permet crear individus d’una euga que es troba en competicid sense
necessitat de qué aquesta es quedi gestant.

d. Tantlaa) com lac) son certes.

Resultats:

Concepte de TE

B
0%

2. Quin és un avantatge de la Transferéncia d’embrions?
a. Cap.
b. Es econdmic.

c. Es poden reproduir animals en perill d’extincio.
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Resultats:
Avantatges de la TE
A B
0% 2%
C
98%

3. Veus etic el tema de la transferéncia d’embrions en équids?
a. Si.
b. No.

Resultats:

Es eticala TE?

4. El cost aproximat és de 3000€ amb un percentatge d’éxit del 40%. Ho veus
adequat?
a. Si.
b. No.
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Resultats:

Relacio cost/exit de la TE

5. Si tinguessis una euga de competicio i tenint en compte el cost i el
percentatge d’éxit. Et plantejaries ’extracciéo d’ovuls per tal de fer una
transferéncia d’embrions?

a. Si.
b. No.

Resultats:

TE en una euga de competicio
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6. | si la teva euga no fos fertil. Et plantejaries ara la transferencia
d’embrions com a opcié per obtenir descendencia?
a. Si.
b. No.

Resultats:

TE en una euga no fertil

CONCLUSIO DE LENQUESTA

La gran majoria de la gent que ha respost I’enquesta (80%) sap que és la transferéncia
d’embrions 1 quins avantatges es poden obtenir . Aquest fet entra dintre de les
expectatives que ens haviem plantejat. Principalment, per dues raons:

- Es un tema bastant introduit a la societat, encara que és relativament nou.

- El perfil dels enquestats, ja que pertanyen al mon veterinari.
També per aquest Ultim fet, no ens sorprén que el 90% cregui etic la TE.
On hi ha hagut més diversitat de respostes, ha sigut en el tema de la relacio
cost/benefici. Es normal, perqué hi ha un elevat percentatge de fracas i la inversio feta
és molt elevada, de manera que pot ser que 3000 € sigui una quantitat de diners que
I’interessat en la TE no pugui arriscar-se a perdre.
Per ultim, comentar 1’augment del percentatge de persones que farien TE quan canviem
la donadora d’una euga de competicié a una no fertil. Segurament, aixo sigui degut al

fet que a la segona no hi ha moltes més opcions.
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Aixo0 ens porta a la conclusio que potser per a molta gent la TE és una alternativa, una

solucio secundaria a un problema, més aviat que una qliestié de millora genética.
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ENTREVISTES

ENTREVISTA A LUIS LOSINNO

Luis Losinno, médic veterinari, PhD en Ciencies Veterinaries, investigador docent en
produccié equina a la Universitat Nacional de Rio Cuarto, provincia de Cordoba,
Republica Argentina, director del laboratori de reproduccié equina, consultor
internacional en programes de produccio i reproduccio equina i expert en instal-lacions

per équids.

1. ¢Desde cuando lleva trabajando con la transferencia de embriones (TE)?

Desde 1986, en la Universidad, hice mi primer lavaje y obtuvimos los primeros
embriones en esa temporada reproductiva 86/87. En 1988 dimos el primer curso
internacional de TE en equinos junto al Dr Marcelo Villahoz (Lex, Ky, USA). Desde
entonces, he trabajado en TE en equinos ininterrumpidamente. Hasta 2000 en un
programa comercial y desde entonces como consultor sobre disefio y control de
programas de TE en diferentes razas y paises. Continuo trabajando en programas de TE
en mi Laboratorio de la Universidad, pero sélo desarrollando tecnologias aplicadas
como superovulacion y vitrificacion de embriones, expresion génica, etc. Ademaés,

damos cursos de capacitacion personalizados sobre TE desde hace mas de 15 afios.
2. ¢Nos puede hacer un breve resumen de como lleva a cabo usted la TE?

Lavamos las yeguas entre los dias 7 y 9,5, dependiendo de la edad de la donante y sus
datos; con un sistema CERRADO, con filtro tipo Emcon on line; con 2 litros de Ringer
Lactato. Trabajamos bajo flujo laminar para la busqueda y transferimos con espéculo y

pinza de cérvix con el método Wilsher.
3. ¢Qué porcentaje de éxito obtiene en las TE que practica?

Las tasas SIEMPRE se expresan en funcion de otras variables, nunca como algo
“promedio”. Las variables que uso para las tasas son: 1) edad de la donante; 2) tipo
(fresco, refrigerado, congelado) y calidad de semen (regular, aceptable, bueno,
excelente); categoria de la donante (apta sin observaciones; apta con observaciones).
En principio, las tasas de RECUPERACION embrionaria por ovulacion estan sobre
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75% (rangos de 60 a 85%) y las de prefiez post transferencia 70% (rangos de 60 a
80%). Es decir la EFICIENCIA del sistema en cualquier programa comercial deberia
estar sobre 48-50% (2 lavajes/prenez), al menos esos son los valores de nuestro
laboratorio y también en promedio los de Argentina, sobre unas 9,000 prefieces

comerciales por TE anuales.

4. ¢Cuédles podrian ser los puntos criticos a la hora de realizar una TE?;Qué

riesgos pueden tener las yeguas, tanto la donadora como la receptora?

En mi opinién, los puntos criticos mas importantes para lograr una prefiez (no un
embrion) por TE son: 1) la calidad del semen; 2) el grado de aptitud reproductiva de la
donante; 3) la calidad de las receptoras; 4) el entrenamiento y capacitacion del operador,

en ese orden.

Los riesgos de la técnica son minimos. Un flushing dura 12 minutos y es poco invasivo.
Las rupturas de recto en yeguas en programas de TE continuos versus una yegua de cria
aumentan levemente pero no son significativos. En centros comerciales es mayor el

riesgo de enfermedades infecciosas.

5. En cuanto a la fecundacion, para obtener un mejor resultado de cara a

tener una TE exitosa ¢es mejor la monta natural o la inseminacié artificial?

Sin NINGUNA duda la IA. Jamas hago una monta natural en un programa de TE. Es
algo DESCONTROLADO y eso va en contra de mis principios de trabajo en un
programa de reproduccién asistida.

6. ¢Es posible conservar los embriones? Si usan la congelacion como método

de conservacion ¢ Qué porcentaje de éxito tienen?

Es posible refrigerarlos por 24-36 hs a 5 grados sin ninguna alteracion en las tasas de
prefiez post transferencia si es hecho adecuadamente. Las tasas de prefiez con sistemas
de criopreservacion convencional, es decir con curvas de descenso térmico controladas
en dos o tres pasos son MUY variables, dependiendo del sistema utilizado (entre 5 y
55%) pero hay programas que conozco en los cuales estas tasas son consistentemente
superiores a 60%. Nosotros VITRIFICAMOS embriones desde hace 5 anos. Hemos
utilizado varios protocolos y actualmente estamos ensayando uno nuevo. Nuestras tasas
de prefiez post vitrificacion son hasta el momento, con el ultimo sistema utilizado, de

72% en un namero bajo de animales. Esperamos vitrificar unos 200 embriones esta
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temporada en curso. Tendremos mas datos a fines de 2012.
7. ¢Queé coste tiene el proceso?

Depende de QUE proceso. Sl es TODO, es decir inlcuyendo el mantenimiento de las
receptoras todo el afio, amortizacion del equipo, sueldos, impuestos, etc etc, en
Argentina entregar una prefiez de 60 dias por TE a un cliente, entre 1000 y 1500 ddlares
(se cobra al cliente entre 2,500 y 3,000 dolares, sin incluir el costo del semen). Si se
refiere solo al LAVAJE. En los centros de USA me sale 130-150 dolares y en Argentina
aprox. 40 dolares.

8. ¢Tiene experiencia con la TE de otras especies?

Solamente en bovinos y como curiosidad, para ver como era trabajé part time en un
programa comercial por una temporada. Suficiente para saber que no me interesaba en
lo mas minimo. Lo que hago esta en las antipodas de lo que se hace en bovinos.

Trabajé toda mi vida solo en reproduccion equina (y no me arrepiento).

9. Inicialmente, la transferencia embrionaria fue un método que permitia la

obtencion de potros a partir de yeguas viejas o subfértiles.

Correcto, (Douglas, 1984) pero hoy ya no es el objetivo principal dada la
extremadamente baja eficiencia. La mayor aplicacion es MULTIPLICAR es
decir incrementar la progenie en la unidad de tiempo y en lo posible, de yeguas

fertiles
10. ¢ Afecta este hecho a la viabilidad del embrion?

Si, lo afecta. Por varias razones. De hecho la tesis en curso de una de mis
estudiantes de doctorado es sobre ese tema. Infecciones subclincas y expresion

génica de embriones de yeguas jovenes y viejas.

11. ;/Respecto al éxito de la TE y comparando con yeguas donadoras mas
jovenes, ¢hay mucha diferencia entre donadoras viejas o subfértiles y

jovenes?

Si, hay diferencia, obviamente si descartamos factores como fertilidad del
semen, operador Yy receptoras y focalizamos solo en edad de la donante. La
eficiencia aceptable en yeguas jovenes deberia estar sobre 50% y en viejas esta

entre 20 y 30%, maximo.
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12. En su opinion, ¢ es recomendable usar este tipo de yeguas?

Las técnicas de reproduccion asistida son siempre recomendables para animales
BUENOS, es decir genéticamente SUPERIORES a la media. Si este hecho es
verdad (objetivamente —muy raro-) siempre esta justificado utilizar la TE porque
permite incrementar la progenie, evaluar combinaciones genéticas, disminuir el
intervalo generacional, y suprimir los riesgos del parto y de la gestacion. Si son
viejas (mayores de 17 anos), que sean subfertiles es una cuestién de tiempo
(muy corto); y si esas yeguas permanecen en sistemas de produccion es porque
tienen buena progenie, o sea vale la pena reproducirlas. La TE es una buena
herramienta para eso y un gran NEGOCIO para todos. Para el propietario

inteligente y no miserable (rarisimo) y para los veterinarios.

El problema es que la mayoria de los criadores tiene la ilusion o creencia que sus
animales son buenos, lo que no es verdad (objetivamente) en la mayoria de los

casos, pero ese no es el problema principal.

13. ¢ Existe algun limite en el registro de nacimientos de potros por yegua y
afo? Si es asi, ¢ A qué se debe?

La mayoria de las Asociaciones de Criadores que conozco, van a la retaguardia de la
realidad, es decir son conservadores, ortodoxos y en general arrogantes epistémicos
(la arrogancia de los ignorantes, es decir de los que creen que tienen el
conocimento), por lo que s6lo incorporan biotecnologias cuando la tasa de criadores
que lo hace de manera ilegal (enorme) es tan escandalosa que no les queda mas
remedio. Por lo tanto lo que les da “seguridad” es restringir y comienzan por
limitar el nimero de crias por yegua/afio (una o dos); sélo permitir hacer TE a
yeguas calificadas; sélo con sementales vivos; etc etc; pero esta manifestacion de
“poder corporativo” so6lo dura entre dos y tres temporadas maximo. Lo he visto- y

padecido- decenas de veces. Después se des-regula, en general.

Discutir los argumentos me llevaria bastante tiempo. He dado estas conferencias —
discusiones para las Asociaciones durante mucho tiempo en diferentes paises y en

general casi todo se repite.
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14. ;Puede influir de alguna manera la genética de la receptora sobre el

embrion?

Estoy convencido que si. Son efectos epigenéticos, es decir no “cambian” el
genoma del feto, pero si pueden alterar - en algunos casos de por vida-, las tasas de

expresion genica y con ello el fenotipo, la susceptibilidad a enfermedades, etc etc.

En general esto es MUY mal recibido por los veterinarios, que no les gusta que diga
esto y a los criadores tampoco, pero hay un corpus de evidencia muy fuerte al

respecto. Ya no es sélo una opinion.

También influye que la receptora sea virgen, por ejemplo, algo INDESEABLE dado

que disminuye el peso al nacimiento de la primera cria, etc etc.

ENTREVISTA A JORDI MIRO RoOIG

Jordi Mir6 Roig, Doctor en veterinaria. Director del Servei de Reproduccié Equina a la

Facultat de Veterinaria de la Universitat Autdonoma de Barcelona.

1. Desde quan esta treballant amb la transferéncia d’embrions (TE)?
Des de I’any 1989.

2. Ens pot fer un breu resum de com du a terme la TE?
Controlem i inseminem 1’euga donant. Si es vol transferir ’embrié en fresc
(immediat) sincronitzem també, al menys, 2 receptores. Quan transferim en fresc
recollim 1’embrié entre els dies 7-8 postovulaci6. Quan congelem (per
vitrificacio) I’embri6 el recollim el dia 6.
L’embri6 es recull per rentat uteri mitjangant una sonda Fooley de doble via i
DPBS o Ringer lactat com a fluids de rentat. Es passen entre 1 i 3 litres de
liquid. En la mateixa sonda de recollida s’incorpora un filtre que impedeix el pas
de I’embri6, de manera que aquest queda en la part anterior del filtre amb una
petita quantitat de liquid i la resta és eliminada. El possible embri6 recollit es
busca en el liquid guardat mitjancant una lupa binocular.
Un cop localitzat I’embrié es col-loca en una palleta de 0.5ml i gracies a un
catéter es transfereix a 1’euga receptora que esta millor sincronitzada amb la

donant.
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3. Quin percentatge d’éxit obté en les TE?
Aprox. 50%
4. Quins podrien ser els punts critics a I’hora de realitzar una TE? Quins riscs
poden tenir les eugues, tant la donadora com la receptora?
Punts critics:
- Fertilitat del semen utilitzat
- Us de semen fresc, refrigerat o congelat. EI semen congelat té pitjors resultats,
molt variables segons el cavall i/o sistema de congelacio i requereix un control
acurat de I’euga (cada 4-6hores)
- Euga donadora amb problemes que la incapacitin per a la fecundacid
(endometritis, obstruccions oviductals, problemes ovarics...)
- Euga receptora vella (per obtenir bons resultats hem de fer servir, normalment,

eugues entre 3 i 7 anys)

Si ho fem bé, en principi no tenen cap risc ni donadora ni receptora.

S’aconsella deixar passar un zel entre recollida i recollida d’embrions d’una
euga donadora. El zel t¢ un bon efecte de neteja i regenerador de 1I’endometri.
Aixi mateix, just després d’un rentat es sol administrar una prostaglandina, fet
que indueix la luteolisi i el proper zel, perd que aixi mateix produeix

contraccions uterines i el buidat de possibles restes de liquid.

5. En quant a la fecundaci6 per obtenir un millor resultat de cara a tenir una
TE exitosa, és millor la munta natural o la inseminaci¢ artificial?
La munta natural o la inseminacid artificial amb semen fresc ofereixen els
mateixos resultats. Com es comenta en una pregunta anterior, quan s’usa semen
refrigerat o congelat els resultats comencen de baixar. De totes maneres, sempre

fa falta un bon seguiment ecografic de la ovulacid.

6. Es possible conservar els embrions? Si empra la congelacié com a métode
de conservacio, quin percentatge d’éxit obté?
Podem conservar els embrions en el medi de rentat a 20°C fins a 24hores.
Podem conservar-lo meés enlla congelant-lo, amb una congelacié ultra rapida

(vitrificacid). Els resultats s6n bons, potser baixen una mica, pero ningd dona
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encara mitges fiables (falta tenir molts més resultats). En el nostre cas, fins ara

estan molt a prop de la transferéncia en fresc.

7. Quin cost té el procés?
La primera transferéncia d’una euga 2000 euros. Les seglents el procés
s’abarateix una mica.

8. Té experiencia amb TE d’altres espécies?

Fa anys, vaig treballar una temporada en TE en vacu.

9. Inicialment, la transferencia embrionaria va ser un meéetode que permetia
I’obtencio de poltres a partir d’eugues velles o subfertils.

a. Afecta aquest fet a la viabilitat de ’embri6?
Pot afectar

b. Respecte a I’éxit de la TE i comparant amb eugues donadores més
joves, hi ha molta diferencia entre donadores velles o subfertils i
joves?
Evidentment els millors resultats s’obtenen en eugues joves,
reproductivament sanes i fértils. Pero cada cas és un mon. Hi ha eugues
joves i velles excel-lents donadores i d’altres amb molt baixa eficacia.

c. Segons la seva opini6, és recomanable emprar aquest tipus d’eugues?
Evidentment. Hi ha moltes eugues amb gran valor genétic, que per

diversos motius no poden gestar, pero si poden donar embrions.

10. Existeix algun limit en el registre de naixements de poltres per euga i any?
Si és aixi, a qué es deu?
Depén de la raca. Hi ha Stood boocks que no I’admeten, d’altres que hi posen

restriccions 1 d’altres que no hi posen cap problema.

11. Pot influir d’alguna manera la genética de la receptora sobre I’embrié?
NO, la genética de la receptora no pot influir en el material genetic de I’embrid
ja que aquest prové totalment de la euga i del semental biologics, no obstant, la
receptora pot alterar la seva expressié génica i com a consequencia el seu fenotip

ja que I’expressio d’un gen es veu alterada per les condicions ambientals.
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També tenir en compte el tamany de I’Gter ja que si la femella receptora té I’ater
més gran que la donadora, el fetus creixera més i en el moment del part aquest
probablement pesara més que si hagués nascut de 1’euga biologica, no obstant a

la llarga no té perqué influenciar.

ENTREVISTA A GUILLEM FORMIGUERA

Es representant a Catalunya de Embriones Equinos SLP. Empresa dedicada a la

transferéncia d’embrions en eéquids.

1.

4.

¢ Desde cuando lleva trabajando con la transferencia de embriones (TE)?
Empecé en 1995 en Argentina y los primeros productos en Catalunya los hice en
el 96.

¢Nos puede hacer un breve resumen de como lleva a cabo usted la TE?

Inseminamos la yegua donante y a los 8 dias postovulacién le hago el lavage
uterino para recuperar el embrion. Lo proceso en el laboratorio para cambiarlo
de medio. Transfiero el embrién de forma no quirdrgica a una receptora que se

encuentra ovulada el mismo dia que la donante o uno o dos dias después.

¢ Qué porcentaje de éxito obtiene en las TE que practica?

Al final de la temporada los porcentajes suelen oscilar siempre entre un 60-80%
de recuperacion y un 80-90% de tasa de prefiez de los embriones transferidos.
Esto significa una eficiencia final de entre un 50 y un 65%.

¢, Cuales podrian ser los puntos criticos a la hora de realizar una TE?¢Qué
riesgos pueden tener las yeguas, tanto la donadora como la receptora?

No existen riesgos asociados especificamente a la técnica. Pueden existir los
mismos accidentes debidos al manejo de los animales que en una ecografia
ordinaria, una inseminacion,... Los puntos criticos son todos los del proceso

porque si haces uno mal, no tienes resultado final. Si inseminas mal no tienes
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embrion, si lo procesas mal, lo matas y si no sincronizas bien las receptoras y no

sabes transferir, no se prenya.

En cuanto a la fecundacion, para obtener un mejor resultado de cara a
tener una TE exitosa ¢es mejor la monta natural o la inseminacion
artificial?

Las dos técnicas son vélidas si se realizan de forma correcta y en algunos casos

hay yeguas que conviene mas uno u otro tipo de cubricion.

¢Es posible conservar los embriones? Si usan la congelacion como método
de conservacion ¢Qué porcentaje de éxito tienen?

Estamos usando la vitrificacién de embriones de pequefio tamafio (morulas o
blastocitos muy pequefios). Solo hemos transferido 9 de estos embriones
vitrificados y se han prefiado 5. No es un numero suficiente para sacar
conclusiones, pero por los nimeros publicados, un 60% de tasa de prefiez es
hacerlo todo muy bien.

¢, Qué coste tiene el proceso?
Todo incluido esta entre 3500 y 4000€.

¢ Tiene experiencia con la TE de otras especies?
No

Inicialmente, la transferencia embrionaria fue un método que permitia la
obtencidn de potros a partir de yeguas viejas o subfértiles.
a. ¢Afecta este hecho a la viabilidad del embrién?
Si porqué la calidad de los dvulos no es la misma de una yegua vieja que

de una joven.
b. ¢Respecto al éxito de la TE y comparando con yeguas donadoras

mas jovenes, ¢hay mucha diferencia entre donadoras viejas o

subfértiles y jovenes?
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Este afio tenemos 7 receptoras prefiadas con embriones de una yegua

geriatrica (de 22 afios) pero no es lo normal y habitualmente las yeguas a

partir de 18 afos suelen ir bajando la calidad de los évulos y por lo tanto
esto afecta la viavilidad de los embriones.

c. Ensu opinion, ¢ es recomendable usar este tipo de yeguas?
La donante es interesante por su valor genético independientemente de su

edad o su fertilidad.

¢Existe algun limite en el registro de nacimientos de potros por yegua y
afo? Si es asi, ¢ A qué se debe?
Algunas razas ponen limites pero siempre son razones comerciales y no existe

una razon cientifica de peso.

¢Puede influir de alguna manera la genética de la receptora sobre el
embrion?
No. Puede influir el tamafio de la receptora, la cantidad de leche, la aptitud

maternal, sobre el desarrollo del embridn pero nunca sobre su genética.
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CONCLUSIONS I PUNTS CRITICS

La Unio6 Europea regula molt I’ambit veterinari, i dintre d’aquest, I’ambit de salut de la

transferéncia d’embrions.

Regula les autoritzacions per I’extraccié de material genétic, estableix les condicions
per ’esmentada extraccio, certificats pertinents. També regula tot el tema relacionat
amb intercanvis de material genétic entre paisos europeus i altres. D’aquest ultim fet,
cal destacar I’apartat de malalties obligatories: per cavalls sementals i femelles donants,
els quals s’han de sotmetre a proves per a la deteccié6 d’anémia infecciosa equina,
metritis contagiosa equina i aquelles en que s’hagi establert un programa de lluita o
vigilancia en ’estat pertinent. Tampoc pot ser susceptible a intercanvi, segons el CE,

qualsevol animal que “presenti signes de malaltia”.

Sota el nostre punt de vista, esta regulat molt superficialment, perqué només s’imposa
dues malalties de Declaracio Obligatoria. En quant a I’Gltim punt, dir que la OIE
elabora una llista de malalties transmissibles important des del punt de vista sanitari,

amb repercussions pel comerg internacional, entre les que estan:

e Anémia infecciosa equina

e Arteritis viral equina

e Durina

e Encefalitis japonesa

e Encefalomielitis equina del Est o del Oest

e Encefalomielitis equina venecolana

e Grip equina
e Limfangitis epizootica

e Metritis contagiosa equina

e “Muermo”

e Piroplasmosis equina

e Rinopneumonia equina
e Sarnaequina

e Surra (Trypanosoma evansi)

e \erola equina
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Es cert que hi ha algunes malalties d’aquesta llista, com 1’encefalitis japonesa,

encefalomielitis equina del Est o del Oest i encefalomielitis equina venecolana, que

tenen importancia només en certs paisos. Pero Darteritis viral equina és de distribucid

mundial i en eugues gestants pot causar problemes, com avortaments de manera que
creiem que probablement aquesta tamb¢ 1’hauria de tenir en compte la CE a part de les

altres dues.

Un altre punt a tenir en compte, és el fet que la UE nomes es planteja la realitzacio de
proves per detectar les malalties anomenades anteriorment en cavalls sementals i
femelles donants, no obstant, tal i com el doctor Luis Losinno esmenta a la seva
entrevista, la genetica de la receptora juga un paper d’importancia encara desconeguda,
pero, per qiiestions preventives s’hauria de tenir en compte i incloure en les proves per
la deteccid de malalties transmissibles. S hauria de fer una bona selecci6 de la receptora

per tal de que la gestacio es dugui a terme amb eéxit.

En quant als intercanvis amb tercers paisos, la mesura preventiva establerta esta molt
ben regulada ja que controla el punt just d’entrada i si no és possible, hi ha una

alternativa de quarantena.

Per altra banda, la OMS i la IETS donen recomanacions sobre com manipular el
material genetic en aquests casos per tal de fer un bon Us de la técnica de la
transferéncia embrionaria. En molts casos els reglaments i les directives es basen en les

conclusions d’aquestes organitzacions, que son un model a seguir.
En I’ambit espanyol

En les Gltimes décades s’han posat en perill moltes races ramaderes autoctones, arribant
inclus a la desaparici6 d’algunes d’elles, degut fonamentalment a la introduccié de races
estrangeres que ofereixen millors produccions a costa de la seva explotacio en sistemes
intensius 0 semi intensius, amb els consequents impactes en els ecosistemes

tradicionals.

Per aix0, és competencia i responsabilitat de les Administracions Publiques realitzar una
efica¢ regulacid i ordenacio del patrimoni genetic, i aquesta circumstancia reforca la
necessitat d’establir a Espanya un Programa nacional de conservacio, millora i foment
de les races ramaderes, que és, junt amb ’actualitzacié i sistematitzacié de la normativa

zootécnica existent en el nostre pais, 1’objectiu fonamental d’aquest Reial Decret
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Les normes d’actuacié davant la presentacio d’epizooties concedeixen gran importancia
al coneixement immediat de qualsevol focus de malaltia i a I’actuaci6 rapida i eficag de
les Administracions Publiques, mitjangant la coordinacio de les seves accions i amb la
disponibilitat de mitjans adequats, entre els quals la possibilitat de sacrifici immediat
dels animals malalts o sospitosos d’estar-ho, i la indemnitzacio justa i compensatoria al
particular afectat.

Davant la supressio dels controls veterinaris en les fronteres, que garantitzaven la
proteccié de la salut pablica i animal, es fa oportd establir dits controls en el lloc de
desti. També donat que la responsabilitat recau en I’estat d’expedicié és necessari
establir controls en els punts d’expedicidé que asseguren que els enviaments no
presenten irregularitats. A més a més, es fa convenient aplicar una normativa similar de

controls zootécnics.

Com a comentari global, la legislacio espanyola justifica el manteniment d’un certificat
sanitari zootécnic i de identificacié que deu acompanyar als animals i als productes. Per
la mateixa rad, es fa oporti I’establiment d’un sistema de identificaci6 animal que

permeti establir ’origen dels mateixos d’una forma harmonitzada.
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Per Gltim, voliem comentar basicament, de les entrevistes fetes a gent entesa en el tema,
la influencia genética de la receptora al embrio ja que creiem que és un punt conflictiu
important. Sembla que el material genétic no és modificat pero si la seva expressio
genica ja que aquesta esta influenciada per factors ambientals abans, durant i després de
la seva formaci6. Entre aquests factors ambientals podem destacar 1’alimentacio, la

temperatura, la llum, entre d’altres.

A més, el “imprinting” de la receptora pot influir en el caracter del poltre pero no en la
seva informacié genética. Es a dir, un Pura Sang Anglés transferit a una euga Bretona
sera més tranquil ja que durant el “imprinting” copia el comportament de 1’euga
Bretona, pero seguira sent un pura sang angles i també podra destacar la seva genetica

en I’ambit esportiu.
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ANNEXES

> http://www.inseminacionyequas.es/Informacion inseminacion yequas/Infor

macion inicial inseminacion caballos vy transferencia embrionaria.html

> http://www.ivis.org/advances/reproduction ball/embryo transfer vanderwall

es/ivis.pdf
> http://www.ivis.org/advances/reproduction ball/embryo transfer vanderwall

es/ivis.pdf
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ANEMIA INFECCIOSA EQUINA

* Fiebre de los pantanos (Swamp fever)

Afecta miembros de la familia Eguidae (caballos, mulas, asnos y cebras)



ANEMIA INFECCIOSA EQUINA: agente etiologico
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RNA viral a DNA mediante
la accion de la transcriptasa
reversa, migra al ndcleo
celular , una integrasa viral
Inserta DNA viral (provirus)
en el genoma celular

Mecanismo de persistencia
del virus

-provirus

-acumulacién de mutaciones
puntuales (variacion
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Retrovirus replication



ANEMIA INFECCIOSA EQUINA: transmision

...por transferencia de sangre de un caballo
infectado hacia otro no infectado

*Iransmision natural por insectos
hematétagos principalmente tabanos
y mosca de los establos (Stomoxys
calcitrans)

*Forma 1atrogénica

4 dias




ANEMIA INFECCIOSA EQUINA: factores criticos para la
transmision

Transmision mas eficiente:

+ caballos con enfermedad clinica (alta viremia)
+ regiones con alta concentracion del vector
+ alta concentracion de caballos (distancia entre caballos infectados

y susceptibles)

*S1 la distancia es 48 m entre caballo y caballo el 99% de los tabanos
prefiere volver a picar el caballo original

*Una separacion de 180 m reduce significativamente la probabilidad
de transmision

*No hay tratamiento o vacuna preventiva disponible



PATOGENESIS

* Relacion directa entre signos
clinicos, carga y replicacion viral

Hemaglutln.al \ .

Anticuerp
.|_

complemento’ (¢

 |nfecta macrofagos

ANEMIA= HEMOLISIS + SUPRESION DE LA ERITROPOYESIS



SIGNOS CLINICOS

Episodios de fiebre recurrente
Letargia

Inapetencia

Trombocitopenia

Anemia



ANEMIA INFECCIOSA EQUINA: formas clinicas

Anemia Infecciosa Equina FORMA AGUDA

=5 a 30 dias posteriores a la exposicion

"Pronunciada viremia

"Fiebre

"Trombocitopenia

"] etargia

"Inapetencia

"] os caballos generalmente se recuperan luego de unos pocos dias pero en
algunos casos se desarrolla una enfermedad severa fatal




ANEMIA INFECCIOSA EQUINA: formas clinicas

INFECCION CRONICA (“SWAMPER”)
episodios febriles recurrentes, trombocitopenia, amenia, rapida

perdida de peso, edema en las partes bajas de cuerpo.

CARRIER INAPARENTE
* no presenta sintomas clinicos visibles

* actia como reservorio de la enfermedad

*Transmision de la infeccion fue 100% cuando se transfieren 250ml de
sangre



Anemia Infecciosa Equina: reglamentacion vigente y
diagnostico

5 % SENASA (itectiva 617/05/SAGPyA = Reglamento Equino)
Reglamentacion de la AIE —, OIE

|

m Certificacion obligatotia de todos los equinos en transito o que ingresen y/o permanezcan en concentraciones.

m Declaracion obligatoria.

DIAGNOSTICO DE LA AIE
IDGA Equipos

Ag rioizrlldzst mmmm)  diagnosticos
ELISA | 7 0 importados

WB' (Rossmanith and Horvath, 1989; Issel and Cook, 2003;)

e yiﬂq ! k. PCR (Langemeier y col.,1996; Cook y col, 2002; Quilliane y col,
& W 2007)



ANEMIA INFECCIOSA EQUINA

Situacion en Argentina

v'infeccion es endémica en el NE del pais

*Santa Fe  26%
*Formosa  43%
*Chaco 32%
*Corrientes 17%
*Buenos Aires: No hay datos publicados de la
prevalencia de la infeccion (entre 1,5% y 10%)

v'Certificacién de serologia negativa

v'Enfermedad de declaracién obligatoria
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Introduccion

La arteritis viral equina (AVE) es una enfermedad contagiosa que afecta al aparato respiratorio de equinos, denominada asi
por las lesiones inflamatorias caracteristicas inducidas por el virus causal en los vasos sanguineos mas pequefios, sobre todo
las arteriolas del animal con una infeccion aguda [1,2]. Identificada dentro del complejo "aborto-influenza equino" durante
muchos afios, la AVE fue finalmente identificada como una enfermedad etiologicamente separada después de un brote de
enfermedad respiratoria y abortos en una finca de cria de Standardbred cerca de Bucyrus, Ohio en 1953 [3]. Basado en
informes en la literatura veterinaria de fines del siglo diecinueve, existen muy pocas dudas que una enfermedad clinicamente
idéntica 6 muy similar descrita con diferentes nombres (celulitis epizodtica, ojo rosado, pferdestaube, etc.), ya estaba
presente en Europa durante el siglo anterior [4-7].

La AVE no desperté mayor interés como una enfermedad viral del equino durante los 30 afios posteriores a su identificacion
y mucho menos como una causa para la preocupacion con respecto al transito internacional [8]. Sin embargo, esto cambid
dramaticamente, después de un brote en un nimero significante de granjas de cria de Pura sangre en Kentucky en 1984 [9].
El temor que una cepa altamente patogénica del agente viral habia emergido, sumado a la creencia que la mayoria de las
poblaciones equinas eran susceptible al virus, produjo una reconsideracion sobre la importancia de la enfermedad en el
sector de produccién equina a nivel mundial [10]. Se impusieron restricciones severas en el movimiento de caballos con
titulos positivos de anticuerpos contra el virus. En los afios siguientes, estas medidas se fueron aliviando grandemente,
poniendo un mayor énfasis actualmente en controlar el comercio internacional de los sementales portadores y semen
infectivo los que frecuentemente han sido implicados en la diseminacion del virus dentro y entre los paises [11-14].

Algunos sostienen que el nivel de importancia que se le dio a la AVE desde 1984 injustificado, [15-17], manteniendo, no sin
justificacion que hay otras enfermedades infecciosas equinas de mayor importancia en veterinaria que no estan tan
rigurosamente reguladas internacionalmente [17]. Sin tener en cuenta cuan validas puedan ser estas afirmaciones, hoy en dia
hay propietarios, veterinarios y oficiales de salud que todavia perciben a la AVE como una amenaza significativa para las
poblaciones equinas a nivel mundial.

Etiologia

La Arteritis viral equina (AVE) es causada por un virus ARN pequefio, envuelto, el virus de la arteritis equina (VAVE) que
es el virus prototipo del género Arterivirus, familia Arteriviridae, orden Nidovirales [1,18,19]. Basado en su estructura
genética y su estrategia de replicacion, otros tres virus han sido clasificados en el mismo género y familia, el virus
incrementador de la deshidrogenasa lactica de ratones, el virus de la fiebre hemorragica del simio y de mayor importancia,
el virus del sindrome respiratorio y reproductivos porcino; [20] que produce grandes pérdidas economicas en las
poblaciones porcinas en América del Norte, Europa y otras partes [21].

Toda la evidencia acumulada indicaria que la infeccion natural con AVE se restringe a los miembros de la familia Equidae
[8]. El virus no se transmite a los humanos.

Basado en extensos estudios comparativos a nivel antigénico y gendmico, solo se ha detectado un serotipo mayor del virus
de AVE, denominado la cepa Bucyrus [8,22]. No obstante, se ha demostrado una considerable diversidad geografica y



temporal entre diferentes aislamientos del [23-27]. Asi mismo existe variabilidad entre la patogenicidad de las cepas, [8] ya
que existen cepas capaces de causar el rango de sintomas clinicos referidos colectivamente como AVE en la poblacion
susceptible [1,28,29] y otros que solamente producen un ligero cuadro febril [29,30].

Se debe considerar de mayor importancia cuando se consideran las propiedades patogénicas de la AVE, el hecho que
histéricamente, el virus se ha reconocido como una causa de aborto contagioso en las yeguas prefiadas [3,28,31]. Mientras
no hay ninguna duda que ciertas cepas de AVE han sido responsables de brotes extendidos de aborto en yeguas susceptibles,
[32,33] existe también la evidencia que sugeriria que no todas las cepas del virus son abortigénicas [8]. Estas tltimas
provocan cuadros clinicos muy leves 6 asintomaticos y son consideradas por algunos como candidatos para ser utilizadas
como cepas vacunales del virus. Desde un punto de vista practico, sin embargo, la distincion entre las cepas de AVE
capaces de causar aborto y aquéllos que no, es dificil. Actualmente, no existen técnicas muy fiables y rapidas para clasificar
las cepas basadas en sus propiedades abortivas. Por lo tanto, desde el punto de vista clinico, todas las cepas del virus deben
ser consideradas potencialmente abortigénicas a menos que demuestren lo contrario.

Durante muchos afios, existi6 un concepto erroneo, ampliamente distribuido que la AVE es un patégeno equino altamente
virulento, con una tasa de letalidad de 50 a 60 por ciento [8,17]. Este concepto erroneo probablemente se origind de las
descripciones de AVE en los textos veterinarios basado en los resultados de estudios experimentales con la variante
velogénica de laboratorio derivada de la cepa original Bucyrus de la AVE [34]. Debe remarcarse que estas descripciones
tempranas de la enfermedad experimental causadas por esta cepa particular, contrastan notoriamente con la naturaleza y
severidad de los sintomas clinicos y tasas de letalidad descritas en brotes de campo de AVE [8,33,35]. Hasta este momento,
ninguna de las cepas aisladas de brotes naturales de AVE ha presentado las propiedades de virulencia semejante 6
aproximada a aquellas de la variante velogénica del virus Bucyrus [8].

El virus de la arteritis equina no es un virus particularmente resistente fuera del cuerpo y es rapidamente inactivado por un
rango de condiciones fisicoquimicas [8,34]. Es sensible a la luz del sol, temperaturas altas, humedad baja y varios
desinfectantes y solventes de lipidos. Sin embargo, la viabilidad del virus se conserva en temperaturas de refrigeracion 6
congelacion. El virus de la arteritis equina puede permanecer infectivo en el semen congelado por periodos muy largos de
tiempo, inclusive por muchos afios [13].

Distribucién

Basado en los brotes registrados de AVE vy los resultados de estudios seroldgicos, la AVE esta distribuida en muchas
poblaciones equinas a lo largo del mundo. Japén e Islandia son notables excepciones [8,36-43]. Sin embargo, existe un
considerable niimero de paises cuyo estado respecto a la infeccion permanece cuestionado debido a la ausencia de datos de
vigilancia fiables.

Los estudios de diferentes poblaciones equinas han mostrado que la prevalencia de la infeccion de AVE puede variar
ampliamente entre las razas de caballos tanto en el mismo pais como entre los paises [8,36,44-46]. Esto frecuentemente se
ejemplifica por la proporcion de seropositividad significativamente més alta encontrada en Standardbreds y algunas razas de
Warmblood comparadas a las proporciones encontrados en los Purasangre y ciertas otras razas, por ejemplo, Cuarto de
milla. Se podria especular que esto puede reflejar una predisposicion inherente a la infeccion con AVE entre algunas razas
particulares, viz. Standardbreds, sin embargo aun falta evidencia experimental que sustente esta hipdtesis (McCollum &
Timoney, datos inéditos). Estudios limitados sobre poblaciones de équinos salvajes, demostraron que AVE no parece
haberse extendido significante por lo menos en los paises donde se estudié (Timoney & McCollum, datos inéditos) [47].

Respuesta clinica

Aun persiste un grado de confusion sobre la real importancia clinica de AVE. Esto se deriva principalmente del concepto
erroneo que la AVE es una seria enfermedad con una tasa de letalidad del 40 al 60% [8,17]. La realidad es que la mayoria de
casos naturales de infeccion de AVE son cuadros subclinicos [8,9,48]. La exposicion al virus puede resultar en infecciones
clinicas 6 inaparentes que dependen de la cepa viral involucrada, la dosis del virus, edad y condicion fisica del animal
infectado y de varios factores medioambientales [8]. La tasa de morbilidad puede diferir significativamente entre los brotes
de AVE, con tasas mayores en las grandes concentraciones de caballos, por ejemplo, en hipoédromos [49,50]. Los caballos
mantenidos en estas circunstancias estan frecuentemente estresados por las demandas del entrenamiento y las competencias.
El comienzo de los signos clinicos esta precedido por un periodo de incubacion de 3 a 14 dias que varian segun la ruta de
infeccion [1,3,8,51]. Es mas corto en el caso de exposicion por aerosol y mas prolongado si la transmision ocurre por la ruta
venérea.



Los casos tipicos de la enfermedad pueden presentar todos ¢ cualquier combinacién de los siguientes sintomas:

o Fiebre hasta 41&0186;C que puede durar desde 2 a 9 dias;

e Un grado variable de anorexia y depresion (Fig. 1);

e Leucopenia;

e Edema en los miembros que principalmente se puede observar en la parte inferior de miembros posteriores pero que
puede involucrar los cuatro miembros (Fig. 2);

o Descarga nasal serosa-mucoidea asociada con un grado variable de rinitis;

o edema supraorbital ¢ periorbital (Fig. 3);

o Conjuntivitis de diferente severidad, normalmente llamado "ojo rosado";

o Epifora que puede ser unilateral 6 bilateral (Fig. 4);

¢ Fotofobia, muy frecuentemente observada en los casos con las conjuntivitis severas;

e Edema que involucra el escroto y prepucio en los potrillos/padrillos y las glandulas mamarias en la yegua (Fig. 5y
Fig. 6);

o Salpullido de urticaria que puede presentarse como lesiones localizadas, pequeiias, discretas, normalmente en las
mejillas, los lados del cuello 6 region del pecho, 6 generalizadas, como un salpullido maculo-papular en la mayoria
del cuerpo; [8,9] (Fig. 7).

e Aborto en la yegua;

¢ Neumonia intersticial fatal 6 neumoenteritis en los potros jovenes [52,53].

Figura 1. Depresion en un caso experimental de AVE. - Para ver esta imagen en su tamafio completo,
dirijase al sitio www.ivis.org. -

Figura 2. Severo edema en la zona inferior del miembro posterior en un caso experimental de AVE. -
Para ver esta imagen en su tamafio completo, dirijase al sitio www.ivis.org. -

Figura 3. Edema periorbital y conjuntivitis u ojo rosado en un caso experimental de AVE. - Para ver
esta imagen en su tamafio completo, dirijase al sitio www.ivis.org. -

. Figura 4. Epifora en un caso experimental de AVE. - Para ver esta imagen en su tamafio completo,
| dirijase al sitio www.ivis.org. -

Figura 5. Edema escrotal y prepucial en un caso experimental de AVE. - Para ver esta imagen en su
tamafio completo, dirijase al sitio www.ivis.org. -

Figura 6. Edema de las glandulas mamarias en un caso experimental de AVE. - Para ver esta imagen en
su tamafio completo, dirijase al sitio www.ivis.org. -




Figura 7. Salpullido de urticaria en la zona del cuello y hombro de un caso experimental de AVE. - Para
ver esta imagen en su tamafio completo, dirijase al sitio www.ivis.org. -

Otros signos clinicos que se observan menos frecuentemente incluyen:

o Tumefacciones edematosas adventicias en el espacio intermandibular, debajo del esternon, la regién del hombro u
otras partes del cuerpo;

o Estrés respiratorio, incluso con polipnea y disnea, sobre todo en los potros jovenes;

o Tos;

e Diarrea;

o Paresia en tren posterior y ataxia;

o Linfoadenopatia submaxilar;

e Erupciones papulares en la membrana mucosa del labio superior; normalmente se encuentran asociadas con un
salpullido en piel; [9].

o FErosiones gingivales y bucales [54].

En general, la severidad de la AVE tiende ser mayor en los caballos muy jovenes 6 viejos, en los individuos debilitados y en
caballos que estan fisicamente estresados [8,49]. Es importante enfatizar que con muy pocas excepciones, los caballos
afectados con esta enfermedad se recuperan completamente, incluso en ausencia de cualquier tratamiento sintomatico. Los
caballos en entrenamiento pueden experimentar un periodo de menor performance durante las fases agudas y tempranas de
convalecencia de la infeccion [49,50]. La mortalidad en los casos naturales de infeccion de AVE ocurre, pero son
infrecuentes en neonatos que normalmente se infectan congénitamente con el virus; éstos sucumben de una neumonia
intersticial fulminante dentro de las 48 a 96 horas del nacimiento [31,53,55,56]. También se han reportado muertes en los
potros de pocas semanas a meses de edad que desarrollan una rapida neumoenteritis progresiva [35,52].

Las Yeguas prefiadas expuestas a la AVE pueden abortar en la fase aguda tardia 6 en la fase convaleciente temprana de la
infeccidén y no meses después de la exposicion viral, como algunos podrian creer [1,17,28,31]. El aborto puede 6 no
precederse por signos clinicos de AVE en la yegua infectada [8]. Se han registrado casos de aborto por infecciéon natural 6
experimental de AVE desde los 3 hasta los 10 meses de gestacion [1,28,33]. El porcentaje de abortos en las yeguas
susceptibles puede variar ampliamente desde menos de 10 % hasta el 50 y 60 %, asi como porcentajes tan altos del 71 %
observados en un estudio experimental con la cepa Kentucky 1984 del virus [32]. La exposicion de yeguas prefiadas con
AVE en periodos tardios de la gestacion puede no producir el aborto sino el nacimiento de un potro infectado
congénitamente con el virus [31,56]. Estos potrillos invariablemente sucumben rapidamente de neumonia intersticial
progresiva dentro de los primeros 3 a 4 dias de vida. Las yeguas que abortan debido a AVE no parecen sufrir efectos
adversos en la fertilidad.

En contraste, los sementales afectados con AVE pueden sufrir un periodo corto de subfertilidad [57]. Se cree que esto es el
resultado del incremento de la temperatura testicular causada por la pirexia y el severo edema escrotal que pueden
presentarse en las infecciones agudas del semental. No se considera que sea debido a los efectos directos de la AVE. Los
sementales afectados por la AVE frecuentemente presentan la libido reducida asociada con la disminucion de la motilidad
espermatica, concentracion y porcentaje de esperma morfolégicamente normal. Tales cambios pueden persistir por 16 a 17
semanas en los sementales experimentalmente infectados. Mientras la severidad de estos cambios en la calidad de semen es
suficiente para causar deterioro temporal de la fertilidad en algunos sementales, este efecto no es de largo plazo. La
persistencia del virus de la AVE en el tracto reproductor de sementales cronicamente infectados no parece tener efecto
adverso en la fertilidad [8]. Estos animales son portadores asintomaticos del virus. Las hembras que se infectan por servicio
de un semental portador tampoco experimentan ningin problema de fertilidad a corto 6 largo plazo relacionado con el virus.



Epidemiologia

A pesar de la amplia distribucion de la AVE en poblaciones equinas alrededor del mundo, se registraron pocos brotes
confirmados de AVE anterior a 1984 cuando la enfermedad ocurrié en un niumero significativo de granjas de cria de
Purasangre en Kentucky [9]. Los ultimos 10 a 15 afios, sin embargo, han visto un aumento en los informes de brotes de
AVE en América del Norte y Europa [8,10,11]. Si bien esto puede reflejar un mayor conocimiento de la enfermedad entre
los propietarios, criadores y veterinarios, sumado a una mayor capacidad de diagndstico de laboratorio, muchos creen que ha
habido un auténtico incremento en la incidencia de AVE. Esto ha sido principalmente debido a las tendencias cambiantes en
la industria equina, sobre todo por el continuo aumento en el comercio internacional de caballos y semen [11]. En
numerosas ocasiones, el origen de los brotes de AVE ha podido ser determinado por el movimiento de caballos, por
ejemplo, sementales portadores 6 el uso de semen congelado 6 fresco infectado [12-14].

Es importante destacar que la diseminacion generalizada de AVE puede ocurrir tanto en los hipédromos como en las granjas
de cria [49,50,58]. Debido a que muchos casos de infeccion primaria con AVE son asintomaticos, la ausencia de evidencia
clinica de AVE no es ninguna garantia de ausencia del virus en cualquier poblacion caballar.

Factores del virus, huésped y medioambientales estan involucrados en la epidemiologia de AVE [8,58]. Entre ellos se han
identificado como de importancia: la variacion de la patogenicidad en cepas de brotes naturales de AVE, las rutas de
transmision en fases agudas y cronicas de la infeccion, la persistencia del virus en el semental y la naturaleza de la
inmunidad adquirida por la infeccion.

Caracteristicas virales - Se ha reconocido durante mucho tiempo que las cepas de la AVE que ocurren naturalmente varian
en su patogenicidad [8]. Estudios de infeccion experimental han demostrado que las cepas pueden ser de virulencia baja,
moderada 6 alta para el caballo [29,30]. Hay evidencia para indicar que algunas cepas del virus, pero no todas, son
abortigénicas. Mientras que muchos sementales portadores diseminan cepas de AVE que parecen ser de baja patogenicidad,
en ocasiones, tales animales han servido como la fuente de infeccion en brotes de AVE [13,59].

Modos de Transmision - Los caballos en estado agudo de la infeccion eliminan el virus de la AVE durante un periodo
limitado de tiempo en varias secreciones y excreciones del cuerpo [60-62]. La mayor concentracion de virus normalmente se
elimina por via del tracto respiratorio; la diseminacion del virus puede durar hasta 16 dias [60]. La transmision por aerosol
es el medio mas significativo de diseminacion de AVE ya sea en las granjas de cria 6 dondequiera que los caballos estén en
contacto intimo entre si, por ejemplo, en hipédromos, muestras, ventas 6 clinicas veterinarias [8,60]. Una via importante
adicional de transmision del virus en las granjas de cria es venéreamente por el semental agudamente infectado [58]. La
transmision de AVE también puede ocurrir por la ruta congénita, produciendo el aborto 6 el nacimiento de un potrillo vivo
pero congenitalmente infectado y enfermo [1,31,56]. En tales ocasiones, la placenta, fluidos placentales y el feto son fuentes
abundantes de virus. En el caso del semental portador, la transmision de AVE ocurre sélo por la ruta venérea [63].

Aparte de la diseminacién de AVE por contacto directo, también puede ocurrir, aunque menos frecuentemente, la
transmision indirecta por medio de las zancas, cabestros, la ropa, el equipo de inseminacion, etc., contaminados con
secreciones/excreciones infectivas [8,58].

Reservorio del virus - El semental portador es el reservorio natural de AVE que asegura su persistencia en poblaciones
equinas a lo largo del mundo [8,63]. El estado de portador solo se ha identificado en el semental y no en la yegua, en el
caballo castrado 6 el potro sexualmente inmaduro. El virus puede persistir en el semental durante semanas, meses 6 afios,
quizas incluso de por vida en ciertos individuos. La frecuencia de portadores en cualquier poblacion de sementales puede
variar desde menos del 10 por ciento a mas del 70 por ciento [64]. El virus de la Arteritis viral equina se localiza en las
glandulas accesorias sexuales en el semental cronicamente infectado [61,65]. Se ha demostrado que el establecimiento y la
persistencia del estado portador es testosterona dependiente [65]. Los sementales portadores eliminan constantemente el
virus en el semen y por consiguiente, el riesgo de transmision de la infeccion se limita al momento del servicio [8,63]. Las
tasas de transmision pueden ser tan altas como 85 a 100%, independientemente si el servicio es natural 6 se realiza
inseminacion artificial. Los sementales portadores de AVE son clinicamente saludables y no exhiben una disminucion clara
en la fertilidad. Un porcentaje variable de sementales portadores a largo plazo puede eliminar el virus espontaneamente de
sus tractos reproductores y ya no presentar ninglin riesgo para la transmision de la infeccion [8,64].

Se han investigado asnos y otros équinos aparte del caballo como reservorios alternativos de AVE en paises con poblaciones
significativas de équinos salvajes [40,47,66,67]. La evidencia hasta la fecha indicaria que estos no juegan un papel



apreciable en la epidemiologia de este virus.

Inmunidad - Una inmunidad sélida y duradera es adquirida por los caballos luego de una infeccion natural con AVE
[68,69]. El nivel de proteccion inmunitaria persiste probablemente por muchos afios. Los potros nacidos de yeguas
seropositivas estan pasivamente protegidos contra la enfermedad clinica durante los primeros 2 a 5 meses de edad [70]. La
inmunizacion a través de la vacunacion ha sido empleada con éxito en ciertos paises para prevenir AVE y también, para
proteger los sementales contra el establecimiento del estado portador [8]. Un nivel alto de inmunidad se ha obtenido después
de repetir la vacunacion, sobre todo cuando se utilizé la vacuna a virus vivo modificado contra AVE (Arvac ®, Ft. Dodge
Animal Health) (el McCollum & Timoney, datos no publicados).

Diagnostico del laboratorio

Teniendo en cuenta la similitud clinica de la AVE con otras enfermedades equinas infecciosas y no-infecciosas, un
diagndstico presuntivo de AVE debe confirmarse siempre por la remision de muestras apropiados para el examen del
laboratorio [71]. Donde se sospecha la infeccion aguda de AVE, la confirmacion del diagnéstico se basa en el aislamiento
del virus 6 la deteccion del acido nucleico viral 6 antigeno y/o la demostracion de una seroconversion de anticuerpos
especifica, en sueros pareados (agudo y convaleciente) obtenidos con diferencia de 3 a 4 semanas [8].

Los muestras mas convenientes para probar la infeccion aguda en los equinos incluyen el hisopado nasofaringeo y
conjuntival y muestras de sangre con citrato de sodio 6 EDTA. Para optimizar las chances de la deteccion del virus, las
muestras deben obtenerse lo mas pronto posible después del inicio de fiebre 6 de los sintomas sospechosos de infeccion de
AVE. Los hisopos deben transferirse a un medio de transporte viral conveniente y deben enviarse refrigerados 6 congelados
en un recipiente protegido a un laboratorio adecuadamente calificado, preferentemente utilizando un servicio de entrega
nocturno. Las muestras de sangre entera deben enviarse refrigeradas, pero no congeladas.

En los casos de aborto sospechosos de ser producidos por AVE, debe intentarse el aislamiento 6 la deteccidn del virus del
tejido placentario y fluidos, y del pulmon, higado y tejidos linfo-reticular fetales. [8,72]. Cuando se sospecha de AVE en
casos de muerte en potros jovenes 6 caballos mas viejos, una amplia gama de tejidos se pueden seleccionar para el examen
del laboratorio, aunque no exclusivamente, los ganglios linfaticos asociados con los tractos respiratorio y digestivo [53]. Las
muestras deben remitirse para el aislamiento/deteccion del virus, examen inmunohistoquimico e histopatoldgico para la
observacion de las lesiones vasculares caracteristicas de esta infeccion.

La infeccion por el virus de arteritis equina se demuestra seroldgicamente por la de seroconversion 6 por un aumento
significativo en los titulos de anticuerpo contra el virus (cuatro diluciones 6 mas) [73]. Mientras varios procedimientos
serolégicos se han empleado en el pasado para el estudio de anticuerpos, las pruebas de microneutralizacion reforzada por el
complemento se han usado con éxito durante muchos afios para el diagndstico de infeccion de AVE aguda, para la
certificacidon en importacidon-exportacion, y en los estudios de seroprevalencia [74]. Se han desarrollado varias pruebas de
ELISA, algunas de las cuales ofrecen la promesa de ser el ensayo serodiagnostico alternativo con una sensibilidad y
especificidad comparable a la prueba de la neutralizaciéon [75-77].

Al investigar el posible estado del portador de un semental, en primer lugar es importante, establecer si el individuo es
serologicamente negativo 6 positivo a anticuerpos de la AVE [78]. Dado que el estado del portador nunca ha sido
demostrado en un semental seronegativo, s6lo sementales con titulos de 1:4 6 mayor al virus sin una historia
apropiadamente certificada de vacunacion contra AVE, son considerados potenciales portadores [64]. El estado del portador
puede confirmarse por aislamiento del virus 6 determinacion de acido nucleico viral en una muestra de semen que contiene
la fraccion rica en espermatozoides del eyaculado [63,78,79]. Una alternativa mas lenta, mas cara pero muy fiable es probar
el semen de un semental sospechoso de ser portador, inseminando dos yeguas que se supervisan clinicamente y
serologicamente por hasta 28 dias para controlar la evidencia de transmision de la infeccion [63].

La diferenciacion serologica de sementales portadores de aquellos cuya seropositividad es el resultado de una vacunacion,
aunque deseable, no es posible todavia. Aun cuando fuera, a través del uso de una vacuna marcadora y una prueba
confirmatoria de diagnostico, no se podria diferenciar un semental no portador vacunado y seguidamente expuesto
naturalmente a la infeccion, de uno portador y posteriormente vacunado con una vacuna marcadora. Dada la longevidad de
esta especie y la frecuencia con que los caballos se mueven dentro de y entre los paises, hay un amplio chance de estar
expuesto a AVE por lo menos en una ocasion durante sus vidas. Lo que es muy importante de enfatizar es que se pueden
proteger los sementales con éxito contra el establecimiento del estado portador a través de la vacunacion, y que actualmente
se dispone de pruebas diagnoésticas en el semen que pueden detectar el estado portador en un semental con un grado muy
alto de exactitud.



Diagnostico diferencial

Pueden confundirse varias enfermedades infecciosas y no infecciosas, respiratorias y sistémicas de equinos por los sintomas
clinicos con AVE [8]. Entre las mas significativas estan las infecciones por los herpesvirus equinos 1y 4, influenza equina,
anemia infecciosa equina, purpura hemorrégica, urticaria y toxicosis debido al alyssum cano (Berteroa incana). Las
enfermedades adicionales que es necesario diferenciar con AVE y que son exoticas en muchos paises son peste equina
africana, durina y la infeccion por el virus Getah.

El aborto 6 la muerte neonatal debido a AVE son cuadros con similitud al causado por EHV-1 y menos frecuentemente,
EHV-4. De acuerdo con esto, siempre es aconsejable remitir las muestras apropiados para el examen del laboratorio a fin de
determinar qué infeccion viral esta presente.

Tratamiento

En la ausencia de una droga anti-viral especifica contra AVE, el tratamiento de casos de AVE es sintomatico, con énfasis en
controlar la fiebre y el edema, sobre todo en los sementales afectados [8,72]. Se debe proporcionar adecuado reposo,
particularmente a los sementales en servicio y a los caballos en entrenamiento, para minimizar 6 evitar los efectos adversos
en la performance. Hasta el presente, no hay ningun tratamiento exitoso para los potros jovenes con neumonia intersticial
asociada a la AVE 6 neumoenteritis. La administracion profilactica de antibioticos se indica en potros mas viejos infectados
agudamente con AVE para controlar la posible infeccion bacteriana secundaria. Se contintian los esfuerzos para desarrollar
medios terapéuticos seguros y eficaces para eliminar el estado del portador en el semental.

Prevencion y control

La prevencion y control de la AVE se puede lograr con éxito basado en el conocimiento que se tiene sobre la biologia y
epidemiologia de AVE. Otra ventaja es la disponibilidad en ciertos paises de vacunas seguras y eficaces con las cuales
inmunizar contra la enfermedad [8,68,69,80].

Muchos programas de control se dirigen a prevenir 6 restringir la difusion de AVE en las poblaciones equinas de cria para
minimizar ¢ eliminar el riesgo de aborto asociado al virus 6 a la muerte en los potros jovenes, y el establecimiento del
estado del portador en los sementales [8,72]. Tales programas son los aconsejados por las buenas practicas de manejo, con
identificacion de cualquier semental portador e inmunizacion de toda la poblacion semental no portador.

Se han desarrollado dos vacunas contra AVE, una producida con virus vivo modificado (Arvac®, Ft. Dodge Animal Health)
y una con virus inactivado mas adjuvantes (Artervac®, Ft. Dodge Animal Health) [8,73]. El uso extensivo de la vacuna a
virus vivo modificado desde que 1985 ha confirmado su seguridad e inmunogenicidad para los sementales, yeguas no
prefiadas, potrancas y potros. Los fabricantes de la vacuna no aconsejan su uso en las yeguas prefiadas y potros menores de
6 semanas de edad, a menos que exista un riesgo significativo de exposicion natural a AVE. La vacuna inactivada, aunque
segura para el uso en las yeguas prefiadas, no es tan fuertemente inmunogénica como la vacuna a virus vivo modificada.
Frecuentemente se requieren de dos 6 mas vacunaciones para estimular una respuesta de anticuerpo neutralizantes
perceptibles. La durabilidad de inmunidad producida por esta vacuna todavia no se ha establecido.

Un componente importante en los programas de control de la AVE es la identificacion del semental portador [8,14,58].
Estos deben manejarse separadamente para asegurar que no hay ningéin riesgo de diseminacién inadvertido de AVE a
caballos no expuestos 6 no vacunados, especialmente las yeguas prefiadas. Bajo condiciones apropiadas de manejo, los
sementales portadores pueden continuar siendo usados para monta. Se recomienda que s6lo se utilicen para montar a yeguas
naturalmente seropositivas ¢ yeguas adecuadamente vacunadas contra AVE.

Aparte de la inmunizacion contra la AVE de los sementales no portadores, es muy aconsejable llevar a cabo un programa de
vacunacion profilactico de todo potro entre 6 y 12 meses antes de que en ellos aumente el riesgo de infectarse naturalmente
con AVE [8,81]. Con el tiempo esta medida reduciria el nimero de portadores naturales del virus significativamente, sobre
todo en poblaciones en las que la infeccion es endémica.

Como previamente se menciono, existe un riesgo significativo de la introduccion de AVE en una poblacién equina de cria
susceptible a través del uso de semen fresco refrigerado 6 congelado infectivo [12-14]. Por ello, es importante determinar el
estado de infectividad del semen usado para la inseminacion artificial, sobre todo si se import6 desde el extranjero. Deben
tomarse las precauciones apropiadas al servir yeguas con semen de infectado de AVE para evitar el riesgo de diseminar el
virus a otros caballos susceptibles en el establecimiento.



En vista de la ocurrencia esporadica y poco frecuente de los brotes de AVE en hipodromos, muestras, las ventas, las clinicas
veterinarias, etc., es cuestionable si se debe vacunar la poblacion caballar masivamente contra la enfermedad [16]. Muchos
consideran que el riesgo no es lo suficientemente grande para justificar la adopcion de esa medida preventiva. Tal estrategia
tendria la desventaja en este momento de privar la exportacion de caballos seropositivos a ciertos paises.

Importancia econémica
La Arteritis Viral Equina puede tener significativos efectos econémicos en sectores de cria y en la performance del equino
[8,10]. Las siguientes son las fuentes de pérdidas econdmicas atribuibles a esta infeccion:

o Brotes de aborto y/o mortalidad en los potros jovenes;

e Valor comercial disminuido y menor demanda de sementales portadores.

o Cierre de mercados de exportacion para los sementales portadores, semen infectado con AVE y en el caso de
algunos paises, cualquier caballo seropositivo para los anticuerpos a EAV;

o Interrupcion de entrenamientos y reduccion de participacion 6 cancelaciones de carreras en hipédromos con brotes
de AVE.
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CAPITULO 2.5.2.

DURINA

RESUMEN

La durina es una enfermedad contagiosa aguda o crénica de los solipedos de cria que se transmite
directamente de animal a animal durante el coito. El organismo causante es Trypanosoma
equiperdum (Doflein, 1901).

La durina es la Unica tripanosomiasis que no se transmite por un vector invertebrado.
Trypanosoma equiperdum se distingue de otros trypanosomas en que se trata de un pardsito
tisular que raramente invade la sangre. No se conoce la existencia de ningln otro reservorio
natural del parasito mas que los équidos infectados. Se encuentra presente en las secreciones
genitales de los machos y las hembras infectadas. El periodo de incubacién, gravedad y duracion
de la enfermedad varian considerablemente; a menudo es fatal, aunque pueden producirse
recuperaciones espontaneas. Tienen lugar infecciones subclinicas; los burros y los mulos son mas
resistentes que los caballos y pueden permanecer como portadores no aparentes. La infeccién no
siempre se transmite en cada copula por el animal infectado. Las ratas pueden infectarse
experimentalmente y emplearse para mantener cepas del parasito indefinidamente. Las cepas de
Trypanosoma equiperdum se almacenan preferiblemente en nitrégeno liquido.

Los sintomas clinicos se caracterizan por empeoramientos y recaidas periddicas, finalizando con la
muerte y, a veces, con la recuperacion. Pueden observarse fiebre, edema local de los genitales y
las glandulas mamarias, erupciones cutaneas, falta de coordinacion, paralisis facial, lesiones
oculares, anemia y demacracion. Las placas edematosas cutaneas, de 5-8 cm de diametroy 1 cm
de grosor, son patognoménicas.

Identificacién del agente: El diagnostco definitivo depende del reconocimiento de los signos
clinicos y la identificacién del parasito. Como ello rara vez es posible, normalmente, el diagnéstico
se basa en los signos clinicos junto con la evidencia seroldgica a partir de los ensayos de fijacion
de complemento (FC).

Pruebas seroldgicas: Los anticuerpos humorales se encuentran presentes en los animales
infectados independientemente de que muestren o no los signos clinicos. La prueba FC se emplea
para confirmar la infeccion en los casos clinicos o en portadores latentes. Los animales no
infectados, especialmente los burros, a veces proporcionan resultados poco claros. La prueba de
inmunofluorescencia indirecta puede utilizarse para confirmar la infeccibn o para resolver
resultados no concluyentes de la prueba FC. También se emplean los enzimoinmunoensayos.

Requisitos para las vacunas y los materiales de diagndstico: No existen vacunas disponibles.
El anico control efectivo consiste en el sacrificio de los animales infectados. Es esencial una buena
higiene durante las cépulas asistidas, ya que la infeccion puede transmitirse a través de fomites
contaminados.

A. INTRODUCCION

La durina es una enfermedad contagiosa crénica o aguda de los solipedos de cria que se transmite directamente
de animal a animal durante el coito. El organismo causante es Trypanosoma equiperdum (Doflein, 1901). La
durina también se conoce con otros nombres: mal de coit, el dourin, orbo coitale maligno, Beschélseuche,
slapsiekte, sluchnaya bolyezn y covering disease (1, 7).

Aunque la enfermedad se ha conocido desde tiempos antiguos, su naturaleza no se estableci6 hasta 1896,
cuando Rouget descubri6é trypanosomas en caballos argelinos infectados. La durina es la Unica trypanosomiasis
que no se transmite por medio de un vector invertebrado. Trypanosoma equiperdum se distingue de otros
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trypanosomas en que es fundamentalmente un pardsito tisular que rara vez se detecta en la sangre. No se
conoce la existencia de ningun otro reservorio natural del parasito ademas de los équidos infectados.

La infeccion se transmite durante la cépula, mas frecuentemente del semental a la yegua, aunque también de la
yegua al semental, debido a la presencia del parasito en el fluido seminal y el exudado mucoso del pene y el
prepucio del macho infectado, y en el mucus vaginal de la hembra infectada. En un animal infectado por primera
vez, los parasitos se encuentran libres inicialmente sobre la superficie de la mucosa o entre las células
epiteliales. A continuacion tiene lugar la invasion de los tejidos, y aparecen placas edematosas en el tracto
genital. Los parasitos pueden pasar entonces a la sangre, desde donde son transportados a otras partes del
cuerpo. En los casos tipicos, esta invasion metastatica da lugar a las placas cutaneas caracteristicas.

El periodo de incubacion, la gravedad y la duracion de la enfermedad varian considerablemente. En Africa del
Sur, lo tipico es que la enfermedad sea crénica, generalmente leve, y puede durar varios afios (5). En
otras zonas, como Africa del Norte y América del Sur, la enfermedad tiende a ser mas aguda, durando solamente
1-2 eses 0, excepcionalmente, 1 semana. Aunque la durina es una enfermedad fatal con una media de
mortalidad del 50% (especialmente en los sementales), puede producirse la recuperacién espontanea. Se
reconoce la existencia de infecciones subclinicas. Los burros y los mulos son mas resistentes que los caballos.

Como los trypanosomas no se encuentran presentes de manera continua en el tracto genital a lo largo del curso
de la enfermedad, la transmision de la infeccion no tiene lugar necesariamente en cada cépula que involucre a
un animal infectado. La transmisién de la infeccion del semental al potro puede ocurrir a través de distintas
mucosas, como la conjuntiva. La leche de las yeguas ha resultado ser infectiva. Otros animales distintos a los
équidos pueden infectarse de forma experimental. Se ha comprobado que cepas adaptadas a las ratas pueden
mantenerse indefinidamente; la sangre infectada de rata puede criopreservarse satisfactoriamente. Lo habitual
es que los antigenos utilizados en los ensayos serologicos se preparen a partir de tratas de laboratorio
infectadas.

La enfermedad se caracteriza por fases de empeoramiento, tolerancia o recaida, que varian en su duracion y
gue pueden aparecer una o varias veces antes de la muerte o la recuperacion. Los sintomas que se detectan
con mayor frecuencia son: pirexia, tumefaccion y edema local de los genitales y las glandulas mamarias,
erupciones edematosas cutaneas, crujido de las articulaciones, falta de coordinacion, pardlisis facial, lesiones
oculares, anemia y demacracién. Un signo patognomonico es la placa edematosa, que consiste en una lesion
elevada sobre la piel de 5-8 cm de diametro y 1 cm de grosor. Normalmente las placas aparecen en las costillas,
aunque pueden presentarse en cualquier parte del cuerpo, y generalmente, persisten durante 3 a 7 dias. No
constituyen un hecho constante en el tiempo.

Por lo general el edema desaparece y revierte con periodos regulares. Durante cada remision puede observarse
un incremento de la extension del tejido engrosado. La mucosa vaginal puede presentar placas
semitransparentes elevadas y engrosadas. Pueden sobresalir por la vulva pliegues de la membrana inflamada.
No es infrecuente encontrar edema de las glandulas mamarias y los tejidos adyacentes. Pueden producirse la
despigmentacion de la zona genital, el perineo y la ubre. En el semental el primer signo clinico consiste en una
inflamacion variable del pene y el prepucio. El edema se extiende posteriormente hacia el escroto, los nédulos
linfaticos inguinales y el perineo, con una extension anterior a lo largo del abdomen inferior. En los sementales de
razas pesadas, el edema puede extenderse sobre la totalidad de la superficie del abdomen.

La pirexia es intermitente; los sintomas nerviosos incluyen falta de coordinacién, principalmente de los miembros
traseros, labios, orificios nasales, orejas y garganta. Normalmente, la paralisis facial es unilateral. En los casos
fatales la enfermedad es, por lo general, lenta y progresiva, con un incremento de la anemia y demacracion,
aunque el apetito es bueno durante todo el proceso.

Durante el examen post-mortem se observan exudados gelatinosos bajo la piel. En el semental, el escroto, el
prepucio y la cubierta testicular se encuentran engrosados e infiltrados. En algunos casos los testiculos estan
embebidos en una masa dura de tejido esclerético y pueden ser irreconocibles. En la yegua, la vulva, la mucosa
vaginal, el Gtero, la vejiga y las glandulas mamarias pueden estar engrosadas con una infiltracién gelatinosa. Los
nddulos linfaticos, concretamente los de la cavidad abdominal, estan hipertrofiados, reblandecidos, y en algunos
casos hemorragicos. La médula espinal de los animales con paraplejia es a menudo blanda, pulposa y
decolorada, en concreto, en las regiones lumbar y sacra.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

1. ldentificacion del agente

El diagnéstico definitivo depende del reconocimiento de los signos clinicos y la demostracion del parasito. Eso
rara vez es posible: (a) aunque los signos clinicos y las lesiones caracteristicas de la enfermedad en desarrollo
pueden ser patognomonicas, no siempre pueden identificarse con certeza, particularmente, en las fases
tempranas o en los casos latentes; pueden confundirse con otras enfermedades, como el exantema coital (mas
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aun, en algunos paises [p. ej. América del Sur], las infecciones por T. evansi dan lugar a signos clinicos
parecidos); (b) los trypanosomas se encuentran presentes de manera dispersa y son extremadamente dificiles
de encontrar, incluso en las zonas edematosas; y (c) los trypanosomas se encuentra s6lo de manera fugaz en la
sangre, y en tan pequefio numero que dificulta su detecciéon. Por razones desconocidas, no se ha aislado
ninguna cepa de parasito de T. equiperdum en ningun pais desde 1982, y la mayoria de las cepas disponibles
actualmente en los laboratorios nacionales de diagndstico veterinario estan relacionadas con T. evansi (3).

En la practica, el diagnéstico se basa en la evidencia clinica apoyada por la serologia. Recientemente se han
estudiado y publicado otras investigaciones sobre el tema (3).

En los animales infectados, los trypanosomas se encuentran presentes so6lo en cantidad escasa en los fluidos
linfatico y edematoso de los genitales externos, en el mucus vaginal y en el contenido liquido de las placas.
Normalmente, son indetectables en la sangre, aunque pueden encontrarse en el mucus uretral o vaginal recogido
a partir de lavados prepuciales, vaginales, o raspados 4-5 dias después de la infeccion. La piel del &rea que esta
sobre la placa deberia afeitarse, lavarse y secarse, y el fluido tomarse mediante una jeringa. Deberian evitarse
los vasos sanguineos. El aspirado fresco se examina microscopicamente para detectar la presencia de
trypanosomas moviles. Solamente se encuentran presentes durante unos pocos dias, asi que las lesiones
deberian examinarse repetidamente a intervalos. Rara vez el parasito se encuentra en frotis de sangre entera,
pero a veces es detectable después de centrifugar la sangre y examinar de nuevo el plasma centrifugado.

Como la durina es el unico trypanosoma que afecta a los caballos en los climas templados, la observacion de
trypanosomas en frotis de sangre es suficiente para realizar un diagnostico positivo. En paises donde tienen
lugar el nagana o el surra, es dificil diferenciar al microscopio a T. equiperdum (morfologia, movilidad) de otros
miembros del género Trypanozoon (T. evansi, T. brucei). En particular, T. equiperdum y T. evansi no pueden
diferenciarse en base a criterios morfolégicos. Ambos son trypomastigotes delgados monomorficos con un
flagelo libre, aunque se reconocen formas proteonucleares pleomdrficas y cortas.

Las cepas tipicas del parasito tienen una longitud que oscila entre 15.6 y 31.3 um.
2. Pruebas serolégicas

En los animales infectados se encuentran presentes anticuerpos humorales, ya muestren signos clinicos o no. La
prueba de fijacion de complemento (FC) (11) se emplea para confirmar la evidencia clinica y para detectar
infecciones latentes. Los équidos no afectados, concretamente los burros y mulos, a menudo dan reacciones
inconsistentes o inespecificas debido a los efectos anticomplementarios de sus sueros. En el caso de los sueros
anticomplementarios, es aconsejable emplear la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI). No existe un
protocolo adoptado internacionalmente. Es posible la aparicion de reacciones cruzadas debido a la presencia en
algunos paises de otros trypanosomas; por ejemplo, T. cruzi y T. evansi. También se emplean
enzimoinmunoensayos (ELISAs). Trypanosoma equiperdum se encuentra estrechamente relacionado con otros
trypanosomas del Viejo Mundo, incluyendo T. brucei y T. evansi. Todos los miembros de este género comparten
elementos conservados del citoesqueleto que producen una fuerte respuesta serolégica de reacciéon cruzada.
Todos los antigenos y antisueros (monoclonales o policlonales) para el diagnéstico que se encuentran
disponibles actualmente para realizar las pruebas de serodiagnéstico contienen estos elementos conservados o
anticuerpos frente a ellos, y, por lo tanto, ninguno de los procedimientos seroldgicos que se describen a
continuacion es especifico para la durina. El diagnéstico de la durina debe incluir la historia, los resultados
clinicos y patolégicos, asi como la serologia. Para mejorar significativamente el serodiagnéstico de la durina se
necesitara el desarrollo de mas antigenos de subunidades especificos de trypanosoma, y anticuerpos frente a
ellos.

a) La prueba de fijacion de complemento (la prueba prescrita para el comercio internacional)

Se pueden utilizar técnicas de microplaca estandar (6). Como fuente de complemento se emplea suero de
cobaya (disponible comercialmente). Otros reactivos son los eritrocitos de oveja (RBCs) lavados en tampon
veronal, y el suero hemolitico de conejo (p. ej. RBCs de conejo anti-oveja)(comercial).

e  Preparacion del antigeno

i) Se inocula una rata con un concentrado de T. equiperdum almacenado por congelacién. La rata debe
estar libre de T. lewisi, lo que podria conseguirse mediante inyeccién con neoarsfenamina, aunque es
mejor emplear ratas libres de patdgenos. Las ratas adultas reciben intraperitonealmente 0,5-1,0 ml del
estabilizado descongelado. Cuando se produce la maxima parasitemia, se recoge la sangre en
presencia de un anticoagulante como la heparina, y servird como cultivo concentrado para inocular a
mas ratas.

i)  Se inoculan intraperitonealmente veinte ratas grandes con 0,3 ml de este cultivo concentrado.
Todas las ratas van a padecer una infeccion severa simultdneamente. Normalmente, las ratas mueren
en 3-5 dias; antes de que eso ocurrra, se recoge la sangre a partir del rabo para realizar frotis, que se
examinan al microscopio. Cuando la parasitemia es maxima las ratas se sangran en tampoén salino
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citrato. Si la parasitemia no es sincronica, las ratas pueden sangrarse y mantener su sangre en
tampon salino citrato a 4°C hasta que todas se hayan sangrado.

iii) La sangre se filtra a través de una gasa de muselina y se centriguga a 800 g durante 4 minutos. La
mayoria de los RBCs sedimentan mientras que los trypanosomas permanecen en suspension.

iv)  El liquido sobrenadante se transfiere a un tubo fresco; la capa superior con los RBCs se mezcla con
los trypanosomas en un segundo tubo, y la siguiente capa, en un tercero. Se afiade tampdn salino
citrato a los tubos 2 y 3 para evitar la coagulacion de las células. Se mezclan todos los tubos y se
centrifugan a 1.500 g durante 5 minutos.

v) Se descarta el liquido sobrenadante y la capa superior blanca que contiene los trypanosomas se
transfiere desde todos los tubos a uno limpio. La capa rosada siguiente se transfiere a un segundo
tubo, y la capa inferior a un tercero.

vi) Se afiade tampodn salino, se mezclan los tubos y se centrifugan de nuevo a 1.500 g durante 5 minutos
para separar los trypanosomas. Se repite el paso de lavado hasta que todos los trypanosomas se
recogen como una masa blanca pura. Las ratas deberian producir 3-5 g de antigeno. Este paso de
purificacion puede realizarse también empleando una columna de DAE (dietilaminoetil) celulosa en
solucién en tampén fosfato salino (PBS) con glucosa, pH 8,0 (10).

vii) Los trypanosomas concentrados se diluyen con dos voliumenes de tampoén veronal y un 5% de
polivinilpirrolidona como crioprotector. Antes de su empleo en las pruebas FC, el antigeno debe
dispersarse hasta obtenerse una suspension fina con un homogenizador manual o motorizado y
enfriado en hielo (13). Este antigeno puede dividirse en alicuotas, congelarse y liofilizarse.

El antigeno se estandariza mediante titulacion frente a una dilucion 1/5 de un antisuero estandar de titulo
bajo.

Sueros: Los sueros positivos y negativos deberian inactivarse a 58°C durante 30 minutos antes de utilizarse
en los ensayos. Normalmente, los sueros de burro y mulo se inactivan a 62°C durante 30 minutos. Las
diluciones de los sueros que son positivos en los ensayos se titulan frente a dos unidades del antigeno. Los
sueros problema se investigan a una dilucién de 1/5. Los sueros que presentan mas de un 50% de fijacion
de complemento a esta dilucién, generalmente, se consideran positivos.

Sueros anticomplementarios: Si el control anticomplementario muestra sélamente una ligera sefial positiva,
esta puede ignorarse. Para el resto de los sueros anticomplementarios, la actividad debe titularse.
Se preparan series de diluciones por duplicado y la muestra se ensaya de nuevo empleando antigeno de
T. equiperdum en la primera fila y sélamente tampo6n veronal en la segunda. La segunda fila proporciona el
titulo de la reaccién anticomplementaria. Con tal que la primera fila muestre un punto final que sea al menos
tres diluciones mayor que la segunda, el efecto anticomplementario puede ignorarse y la muestra puede
considerarse positiva. Si los resultados son muy parecidos, debe requerirse una muestra fresca de suero.
La dilucion del suero %2 y la inactivacion por calor a 60-63°C durante 30 minutos puede originar una
reduccion o eliminacion del efecto anticomplementario.

Tampones y reactivos: El tampon salino con 0,15 M veronal, pH 7,4, se utiliza para diluir los reactivos y para
lavar los RBCs de oveja. El antigeno se comprueba mediante titulacion con el sistema de doble entrada, y
en el ensayo se emplean dos unidades. Se ensaya el complemento (C) de cobaya para determinar su
actividad hemolitica, y se diluye para proporcionar dos unidades en el ensayo. Los RBCs de cordero en
solucién de Alsever se lavan tres veces. Para el sistema hemolitico se emplea una solucién al 3%. Se
recogen los RBCs titulados de conejo anti-oveja -el suero hemolitico de conejo- a una concentracion del
doble de su titulo hemolitico (dos unidades). Todos los sueros a ensayar, incluidos los sueros control
positivo y negativo, se inactivan a una diluciéon 1/5 antes de probarse.

e  Diluciones primarias

i) Se diluyen 100pl del suero problema con 400 pl de tampén veronal (1/5).

i)  Se diluyen 100pl de los sueros control positivo y negativo con 400 pl de tamp6n veronal (1/5).

iii) Las soluciones se incuban en un bafio con agua a 58°C durante 30 minutos para inactivar el
complemento y destruir los factores anticomplementarios.

e  Procedimiento de la prueba

i) Se depositan 25 pl del suero problema inactivado en tres pocillos.

ii)  Se depositan 25 p del suero control inactivado en tres pocillos.

iii)  Se colocan s6lamente en el primer pocillo de cada suero 25 pl de antigeno de T. equiperdum diluido
hasta obtener 2 unidades.
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iv)  Se afiaden 25 pl de complemento Unicamente en los dos primeros pocillos de cada suero diluido hasta
obtener dos unidades.

v)  Afadir 25 pl de tamp6n veronal, pH 7,4, al segundo pocillo de cada suero (pocillo anticomplementario).

vi)  Se depositan 50 ul de tampdn veronal, pH 7,4, en el tercer pocillo de cada suero (pocillo de actividad
litica).

vii) Se prepara el control del complemento.

viii) Se agita la placa en un microagitador durante el tempo necesario hasta mezclar los reactivos.

ix) Seincuba la placa en un bafio con agua durante 1 hora a 37°C.

X)  Se prepara el sistema hemolitico. Después de los primeros 50 minutos de incubacion los RBCs de
oveja se sensibilizan mezclando volumenes iguales de suero hemolitico de conejo diluido hasta
contener dos unidades por 50 pl, y una suspension al 3% de RBCs lavados; se mezcla bien la solucién
y se incuba durante 10 minutos a 37°C.

xi) Después de la incubacién se afiaden 50 ul del sistema hemolitico a cada pocillo.
xii) Se agita la placa en un microagitador durante el tiempo necesario hasta mezclar los reactivos.
xiii) Se incuba la placa durante 30 minutos a 37°C.

xiv) Lectura de los resultados: la placa se observa por la parte superior con una fuente de luz tras ella. La
fijacion en cada pocillo se confirma estimando la proporcién de células no lisadas. El grado de fijacion
se expresa como 0, 1+, 2+, 3+, 4+ (0%, 25%, 50%, 75% 0 100% de células no lisadas). Las
reacciones se interpretan como sigue: 4+, 3+, 2+ = positivo, 1+ = sospechoso; trazas = negativo;
hemdlisis completa = negativo.

xv) Titulacién de punto final: Todos los sueros que dan reacciones positivas a una diluciéon 1/5 se diluyen
de forma seriada en diluciones dobles, y se ensayan de acuerdo con el procedimiento previo para la
titulacion de punto final.

b) Prueba de inmunofluorescencia indirecta

También puede emplearse un ensayo IFI para la durina (11) como una prueba confirmativa, o para resolver

resultados no concluyentes obtenidos con el ensayo FC. El ensayo se realiza como se indica a

continuacion:

Antigeno: (Para ver el método, ver la preparacion del antigeno para la prueba FC en la Seccion B.2.a.) La

sangre se recoge en contenedores de vacio heparinizados o en una solucién de dextrosa-acido citrico, a

partir de un animal en el que el nimero de trypanosomas todavia estd aumentando (deberian estar

presentes aproximadamente diez parasitos por campo del microscopio con un aumento de x 10.

i) La sangre se centrifuga durante 10 minutos a 800 g.

ii)  Se afiaden uno o dos volumenes de PBS a los RBCs concentrados, se agita la mezcla y se preparan
frotis que recubran todo el porta de manera uniforme.

iii) Los frotis se secan al aire y se envuelven en grupos de cuatro, con papel separando cada porta. Los
grupos de portas se envuelven con papel de aluminio, se sellan en un contenedor hermético con gel
de silice, y se almacenan a —20°C o0 —76°C.

iv) Los portas almacenados a —20 °C deberian mantener su actividad durante aproximadamente un afio;
a —76°C, deberian ser utilizables durante mas tiempo.

Solucion de dextrosa-acido citrico: Emplear 15 ml por 100 ml de sangre.

Conjugado: Inmunoglobulinas de oveja anti-caballo marcadas con fluoresceina.

e  Procedimiento de la prueba

i) Los portas con el antigeno se ajustan a la temperatura ambiente en un desecador.

ii)  Se marcan los portas.

iii) Se aplican de forma separada gotas de los sueros problema diluidos en PBS, y se incuban los portas
en un contenedor hiimedo en un bafio con agua a 37°C durante 30 minutos.

iv) Se lavan tres veces los portas durante cinco minutos con PBS, pH 7,2, y se secan al aire.

v)  Se afiade el conjugado con fluoresceina a la dilucion adecuada. Los lotes individuales de antigeno y
conjugado deberian titularse entre si empleando sueros control para optimizar la dilucién del
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c)

conjugado. Los portas se incuban en un contenedor himedo en un bafio con agua a 37°C durante
30 minutos.

vi)  Se lavan tres veces los portas durante cinco minutos con PBS, pH 7,2, y se secan al aire.
vii)  Se montan los portas con aceite de inmersion (disponible comercialmente).

viii) Finalmente, los portas se examinan con iluminacion por luz UV. Para realizar la iluminaciéon con luz
incidente se emplea un filtro de barrera K 530 y un filtro excitador BG 12. Los portas pueden
almacenarse a 4°C durante 4-5 dias. Generalmente los sueros diluidos1/80 o mas que presentan una
fluorescencia fuerte debida a los parasitos se consideran positivos. La estimacion de la intensidad de
la fluorescencia exige experiencia por parte del observador.

En cada lote de ensayos deberian incluirse sueros control positivos y negativos, y deberia considerarse el
patron de fluorescencia de estos controles cuando se confirmen los resultados de los sueros problema.

Prueba de inmunofluorescencia indirecta

La prueba ELISA ha sido desarrollada y comparada con otras pruebas serolégicas para el diagnostico de la
durina (12, 14).

Los reactivos se preparan como se indica a continuacion:

Tampon carbonato, pH 9,6, para recubrir las placas de microtitulacion con el antigeno: Na,CO, (1,59 g);
NaHCO; (2.93 g); y agua destilada (1 litro).

PBS, pH 7,4, con Tween 20 (PBST) para el lavado: KH,PO, (0,2 g); Na,HPO, x 12 H,0O (2,94 g); NaCl
(8,09); KCI (0,2 g en 1 litro de agua destilada), y Tween 20 (0,5 ml).

Tampon para muestra y conjugado: PBST + 6% FCS.

Tampon citrato-fosfato: Acido citrico monohidratado (4,2 g en 200 ml de agua destilada); Na,HPO, x 12H,0
(en 200 ml de agua destilada). Se mezclan ambos components a volimenes iguales.

Sistema indicador del substrato: El ABTS (2,2"-Azino-bis-[3-etilbenzotiazolina acido 6-sulfonico]) (40 mg) se
disuelve en tampon citrato-fosfato (100 ml), y se almacena a 4°C en la oscuridad. Justo antes de usarse, se
afiaden 100 ul de una dilucion 1/40 de H,0, a 10 ml de ABTS.

Conjugado: IgG (H+L) PO de conejo anti-caballo, o IgY anti-caballo 1g-PO.

Antigeno: El antigeno liofilizado de T. equiperdum (0.5 ml) se reconstituye con tampén de carga (5 ml ), se
sonica dos veces durante diez segundos con un pico de 12 pm, y se centrifuga a 10.000 g durante
4 minutos. El sobrenadante se diluye posteriormente hasta obtener una diluciéon de trabajo ya probada
(p. €j. 1/500).

e  Procedimiento de la prueba

i) Los pocillos de las columnas 2, 4, 6, etc., se cargan con 50 pl del antigeno; las columnas 1, 3, 5, etc.,
se cargan con la misma cantidad de tampén carbonato. La placa se incuba durante 40 minutos a 37°C
en una camara humeda, se lava con agua destilada, y se afiaden 50 pl de tampdn de bloqueo a cada
pocillo. La placa se incuba durante 20 minutos, se lava con agua seguido de tres ciclos de lavado con
PBST, con tiempos de lavado de 3 minutos/ciclo.

ii)  Se afiaden en paralelo a los pocillos con y sin antigeno 50 pl de las muestras problema y suero equino
control prediluido 1/100 en tampon de muestra/conjugado. La placa se incuba durante 30 minutos y se
lava con agua, realizadndose después tres ciclos de lavado con PBST.

iii) Se afaden 50 pl del conjugado diluido apropiadamente en tampdn de muestra/conjugado a todos los
pocillos. La placa se incuba durante 30 minutos, seguido de un lavado, tal como se describe
anteriormente.

iv) Se afiaden 100 pl del sistema indicador de sustrato a todos los pocillos.

v) Lareaccion se detiene después de incubar 15 minutos a temperatura ambiente mediante la adicion de
25 ul de NaCN 37 mM. Alternativamente, pueden utilizarse detergentes comerciales una vez que han
sido comprobados. Los resultados se leen espectrofotométricamente a una longitud de onda de
405 nm.

vi) Calculo de los resultados: La absorbancia (con antigeno) menos la absorbancia (sin antigeno) =
extincion neta. Una reaccidon que sobrepase una extincién neta de 0,3 se considera un resultado
positivo.

También se ha descrito un ELISA competitivo para detectar anticuerpos frente a Trypanosoma equiperdum

).
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d) Otras pruebas serolégicas

Se han utlizado otras pruebas serolégicas, incluyendo el radioinmunoensayo, y las pruebas de
inmunoelectroforesis de contracorriente e inmunodifusién en gel de agar (IGDA) (2, 4). La prueba IGDA se
ha empleado para confirmar muestras positivas y para probar sueros anticomplementarios. Se utiliza un
patron de siete pocillos excavados en agarosa al 0,8% con tampén Tris, depositando el antigeno de FC en
el pocillo central y los sueros desconocidos en pocillos alternos circundantes. Se ha publicado un método
de inmunotransferencia para el diagndstico simultdneo de la piroplasmosis equina, el glanders y la durina

().

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS Y LOS MATERIALES DE DIAGNOSTICO

No existen productos bioldgicos disponibles. El control de la enfermedad depende de su notificacién obligatoria y
el sacrificio de los animales infectados. Es esencial mantener una buena higiene durante las cépulas asistidas.
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NB: Existe un laboratorio de referencia de la OIE para la Durina (ver Cuadro en la Parte 3 de este Manual de
animales terrestres, o consultar el sitio WEB de la OIE para obtener una lista mas actualizada: www.oie.int).
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CAPITULO 2.5.14.

ENCEFALITIS JAPONESA

La encefalitis japonesa es una enfermedad de caballos causada por un flavivirus transmitido por mosquitos que
provoca signos clinicos de encefalitis en los animales infectados y que puede ser mortal (3, 4). También infecta al
hombre y causa abortos en cerdos. Los cerdos actian como amplificadores del virus y las aves también pueden
estar implicadas en su propagacion. Se ha identificado un Unico serotipo entre los aislados viricos de la
encefalitis japonesa, aunque se reconoce la existencia de variacion entre las cepas en estudios serolégicos y
moleculares. Mediante las pruebas de inhibicion de la hemaglutinacion y de neutralizacion combinadas con
procedimientos de absorcidn antigénicas, se pueden distinguir al menos dos subtipos, el Nakayama y el JaGAr-

RESUMEN

El virus de la encefalitis japonesa es un flavivirus transmitido por mosquitos que causa encefalitis,
principalmente en los caballos. También infecta al hombre y causa abortos en cerdos. Los cerdos
actlan como amplificadores del virus y las aves también pueden estar implicadas en su
propagacion.

El diagnéstico definitivo de la encefalitis japonesa en los caballos depende del aislamiento del virus
a partir de los animales afectados o muertos. Como normalmente la tasa de aislamiento virica es
muy baja, para el diagnéstico son Utiles los hallazgos clinicos, seroldgicos y patologicos.

Identificacién del agente: Para el aislamiento virico se recoge el material de cerebro de caballos
afectados o muertos que muestren signos clinicos de encefalitis. Algunos procedimientos de
aislamiento son la inoculacién de ratones lactantes y los cultivos celulares. Se inoculan por via
intracerebral ratones de 2—-4- dias de vida con una suspension de material cerebral en solucién
salina tamponada que contenga suero de ternero (0 seroalbumina bovina) y antibiéticos. Si los
ratones muestran signos neuroldgicos seguidos de la muerte en un plazo de 14 dias, entonces se
podra identificar el virus mediante cultivo celular. También se puede aislar el virus en cultivos
celulares de embriones de pollo, de células de rifion de cerdo o hamster, de células de rifién de
mono verde africano (Vero), de la linea celular MD-BK o de lineas celulares de mosquito.

En algunos cultivos celulares aparece un efecto citopatico, pero habitualmente no es muy evidente.
La identificacion del virus en ratones o en cultivos de tejidos se confirmara mediante pruebas
serologicas.

Pruebas seroldgicas: El ensayo de deteccion de anticuerpos es una técnica util para determinar
la prevalencia de la infecciébn en una poblacion de caballos y también para el diagnéstico de la
encefalitis japonesa en individuos enfermos. Entre los métodos de ensayo, cabe sefialar la prueba
de neutralizacion virica (NV), de inhibicidn de la hemaglutinacién y de fijacién del complemento. La
prueba de NV es la mas especifica debido a su capacidad para diferenciar la infeccién causada por
el virus de la encefalitis japonesa de otras infecciones debidas a flavivirus. La mejor manera de
llevarla a cabo es utilizarla como prueba de reduccioén de placas.

Requisitos para las vacunas y los materiales de diagnéstico: Existe una vacuna inactivada
preparada a partir de una suspension virica obtenida de cerebro de ratén o cultivo celular
infectados.

A. INTRODUCCION

01, entre los virus de la encefalitis japonesa (5).
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B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

El diagnéstico definitivo de la encefalitis japonesa en los caballos depende del aislamiento del virus causal.
Normalmente la tasa de aislamiento del virus a partir de los caballos enfermos o muertos es muy baja, lo que
puede deberse a la inestabilidad del virus bajo ciertas condiciones medioambientales y también a la presencia de
anticuerpos en los animales infectados. Los hallazgos clinicos, serolégicos y patologicos pueden servir de ayuda
en el diagnoéstico. También es posible el diagnéstico mediante la detecciéon de anticuerpos especificos IgM e 1gG
en el liquido cerebroespinal empleando métodos de enzimoinmunoensayo (1). Se ha detectado acido nucleico
virico en el cerebro de caballos infectados mediante la reaccién en cadena de la polimerasa de trascripcion
inversa (7).

Los materiales requeridos para aislar el virus se obtienen a partir de una porcion del cuerpo estriado, cortex o
tadlamo de los cerebros de los caballos afectados. También se pueden emplear para el aislamiento muestras de
sangre o de médula espinal. Se deberian mantener frios todos lo materiales inmediatamente después de
recogerse y si el virus se va a aislar en fecha posterior, se deberian congelar a —80°C. Cualquier material
sospechoso de infeccion se debe manipular segun los procedimientos de contencion de nivel 3 (véase Capitulo
I.1.6. Seguridad humana en los laboratorios veterinarios de microbiologia), para evitar el riesgo de infeccién
humana. El hombre se puede infectar por contacto directo del material infeccioso con lesiones de la piel o
membranas mucosas, por inoculacion parenteral accidental o por aerosoles. Deberian tomarse las precauciones
adecuadas con las muestras recogidas para el diagndstico. Se dispone de una vacuna humana y los
trabajadores de laboratorio y veterinarios de campo con riesgo deberian vacunarse.

1. ldentificacion del agente

Las muestras de cerebro y médula espinal se homogeneizan en una suspension al 10 % de solucién salina
tamponada, pH 7,4, que contenga suero de ternero (2%) o seroalbumina bovina (0,75%), estreptomicina
(100ug/ml) y penicilina (100 unidades/ml). El suero de ternero deberia estar libre de anticuerpos de la encefalitis
japonesa. La suspension se centrifuga a 1.500 g durante 15 minutos, y el sobrenadante se extrae para la
inoculacion: se administra un indculo intracerebral de 0,02 ml en ratones de 2— 4 dias de edad. Dichos ratones se
mantienen bajo observacion clinica durante 14 dias. Puede que no desarrollen unos signos clinicos claros pero la
anorexia se hara evidente por la desaparicion de la mancha blanca lechosa del abdomen. Posteriormente la piel
cambia de color de rosada a rojo oscuro y, de inmediato, sufren convulsiones antes de morir. Los cerebros de los
ratones muertos o moribundos se recogen y conservan a —80°C para un pase posterior.

Para identificar el virus, se prepara el antigeno extrayéndolo con sacarosa/acetona a partir de cerebros de raton
infectado de un segundo pase en ratones, segun se describe en la Seccién B.2.b.1. Hay que comprobar si el
antigeno es capaz de aglutinar los gloébulos rojos (RBCs) de pollos de 1 dia de vida o de gansos a distintos
valores de pH, entre pH 6,0 y 7,0, a intervalos de pH 0,2, de acuerdo con el método descrito (2). Brevemente, se
preparan diluciones 1/24 de las suspensiones de RBCs en el diluyente con diferentes valores de pH. En una
placa de microtitulacion de 96 pocillos de fondo en U, se hacen diluciones seriadas del antigeno extraido en
volumenes de 25 pl. A continuacion, a cada pocillo se le afiaden 25ul de los RBCs diluidos. Se incuba la placa a
37°C durante 1 hora y se lee el resultado de la hemaglutinacion. Si el antigeno es capaz de hemaglutinar, se
emplea en una prueba de inhibicion de la hemaglutinacion (HI), utilizando un antisuero de la encefalitis japonesa.

Para el aislamiento virico se pueden utilizar cultivos primarios de embrién de pollo o células de rifién de hamster
o la linea celular de mosquito C6/36 (un clon de la linea procedente de Aedes albopictus). En los cultivos se
inoculan las muestras, que pueden ser de cerebro o sangre, recogidas a partir de animales sospechosos de estar
infectados, o de la suspension de cerebro de raton después de la inoculacién; para identificar el virus mediante
una prueba de inmunofluorescencia indirecta se pueden emplear anticuerpos monoclonales especificos del virus
de la encefalitis japonesa y de los flavivirus (6).

2. Pruebas serolégicas

Las pruebas seroldgicas son (tiles para determinar la prevalencia de la infeccion en una poblaciéon animal, la
distribucién geografica del virus y el grado de produccion de anticuerpos en los caballos vacunados. Para aplicar
las pruebas con fines diagnésticos en los caballos individuales, deberia recordarse que los caballos que habitan
zonas endémicas puede que durante algun tiempo se hayan infectado con el virus de un modo no evidente o que
hayan sido inmunizados con la vacuna. La validez de los datos depende de si se produce una elevacion del titulo
de anticuerpos en sueros pareados recogidos en las fases aguda y convaleciente. Asimismo, se deberia
considerar la especificidad de cada prueba serolégica. Recientemente se ha descrito una prueba de aglutinacion
en latex para detectar anticuerpos porcinos de la encefalitis japonesa (8).

En algunas regiones del mundo, es necesario llevar a cabo pruebas adicionales para detectar virus relacionados
antes de poder lograr un diagnéstico inequivoco de la encefalitis japonesa. Por ejemplo, en Australia se
encuentra el virus de la encefalitis del Valle Murray y el virus Kunjin, que estan relacionados estrechamente
desde el punto de vista antigénico. La expansion reciente de la distribucion del virus del Oeste del Nilo en
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Norteamérica, que se sabia que era endémico en San Luis, ilustra ampliamente la flexibilidad de los flavivirus

para adaptarse a nuevos ambientes.
a) Neutralizacion virica

La prueba de reduccion de placas es sensible y fiable y utiliza cultivos primarios de embriéon de pollo,

células de rifibn de mono verde africano (Vero) o células de rifién de cria de hamster.

El virus de la encefalitis japonesa (cepa Nakayama o cepa JaGAr-01) se propaga mediante inoculacién

intracerebral en ratones de 1 dia de vida. Se consiguen ratones muertos o moribundos, recogiéndose sus

contenidos cerebrales y a continuacion se prepara una suspension al 10% en solucién salina tamponada

con fosfato (PBS), pH 7,2, que contenga suero de ternero fetal al 10%. La suspension se centrifuga a 5.000

g durante 20 minutos a 4°C. Los sobrenadantes se conservan en alicuotas a —80°C.

. Procedimiento de la prueba

i) Los sueros se inactivan durante 30 minutos en un bafio con agua a 56°C.

ii)  Se preparan diluciones seriadas de los sueros en el medio de cultivo celular desde la dilucion 1/10 a la
1/160 empleando una placa de microtitulacion de 24 pocillos (17 mm de didmetro) de fondo plano (o
tubos de ensayo).

iii) La solucién de base del virus se diluye hasta conseguir 100 unidades formadoras de calvas (PFU)
/0.2 ml del medio de cultivo celular.

iv) Se mezcla un volumen de cada suero diluido con un volumen igual del virus diluido. Con el medio de
cultivo se incluye un control virico, un suero control negativo y un suero control positivo en cada placa.

v)  Seincuba durante 90 minutos a 37°C.

vi) Se afiaden 200 pl de la mezcla virus/suero a los pocillos de la monocapa de células BHK-21 formada
sobre unas placas de cultivo de 24 pocillos.

vii) Las placas se incuban en una atmdsfera de CO, durante 90 minutos a 37°C.

viii) El inéculo se recoge y se afiade 1 ml de medio de recubrimiento (carboximetil celulosa al 1,5% y suero
de ternero fetal al 1% en medio de Eagle).

ix) Las placas se incuban en una atmosfera de CO, durante 4 dias a 37°C.

x)  Después de recoger el sobrenadante del cultivo, las placas se fijan con una solucién que contenga
dicromato potasico al 2,5%, acido acético glacial al 5% y formalina al 5% durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Lleve puestos guantes de goma cuando maneje la solucion de fijacion.

xi) La placa se tifie con una solucién de cristal violeta al 0,1% durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

xii)  Se elimina el colorante y las células se lavan con agua corriente.

xiii) Las células se secan y se cuentan las calvas.

xiv) Se considera la dilucién de suero que reduce el nUmero de calvas en un 50% o mas respecto al
control sin suero.

b) Inhibicion de la hemaglutinacién

La prueba HI se utiliza ampliamente para el diagnéstico de la encefalitis japonesa, pero presenta reaccion

cruzada con otros flavivirus. Para esta prueba, primero deben tratarse los sueros con acetona o caolin y a

continuacion ser absorbidos con RBCs homotipicos para eliminar cualquier hemaglutinina inespecifica. Los

RBCs de ganso o los de pollo de 1 dia de vida se emplean a pH 6ptimo (6,6-7,0). Se deberia llevar a cabo

la prueba con los sueros tratados y 8 unidades del antigeno estandar; en algunos paises se encuentra

disponible comercialmente.
. Hemaglutinacion (HA)
. Preparacion del antigeno virico
1. Extraccion del antigeno con sacarosa-acetona a partir de cerebros de ratones lactantes infectados (SMB)

i) Los SMB infectados se homogeneizan con 4 volimenes de sacarosa al 8,5%.

ii)  Se adiciona el homogeneizado gota a gota a 20 veces su volumen de acetona fria.
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iii)  Se centrifuga (500 g durante 5 minutos), y a continuacion se elimina el sobrenadante.

iv)  El precipitado se resuspende con el mismo volumen indicado més arriba de acetona fria y se mantiene
en un bafo con hielo durante 1 hora.

v)  Se centrifuga (500 g durante 5 minutos), y, a continuacion, se elimina el sobrenadante.

vi) El precipitado se agrupa en un solo tubo con acetona fria.

vii)  Se centrifuga (500 g durante 5 minutos), y a continuacion se elimina el sobrenadante.

viii) Se extiende el precipitado en el interior del tubo y se seca al vacio durante 1-2 horas.

ix) El precipitado seco se disuelve en solucion salina: el volumen sera el 0.4 del homogeneizado original.

x)  Se centrifuga (8.000 g durante 1 hora, 4°C). El sobrenadante estara en condiciones de uso.

2. Sobrenadante infectado de células del clon C6/36 de Aedes albopictus.
i) Se recoge el sobrenadante infectado después de 1 semana de incubacion a 28°C.

i)  Se centrifuga (1.000 g durante 15 minutos). El sobrenadante estara en condiciones de uso.

. Preparacion de glébulos rojos de ganso

1.  Soluciones
Acido-citrato-dextrosa (ACD): 11,26 g de citrato sodico (NazCgH50,.2H,0); 4,0 g de &cido citrico
(H3CgH5045.H,0); 11,0 g de dextrosa (CgH,,0¢); agua destilada hasta un volumen final de 500 ml. Se
autoclava a 10 Ib (1,7 unidades de presion) durante 10 minutos.

Dextrosa-gelatina-veronal (DGV): 0,58 g de veronal (Barbital); 0,60 g de gelatina; 0,38 g de veronal sédico
(barbital sddico); 0,02 g (0,026 g) de CaCl, (si se trata de CaCl,.2H,0); 0,12 g de MgSO,.7H,0; 8,50 g de

NaCl; 10,0 g de dextrosa; agua destilada hasta un volumen final de 1.000 ml. Se autoclava a 10 Ib
(1,7 unidades de presién) durante 10 minutos (es mas facil preparar una solucién de base cinco veces
concentrada).

2.  Tratamiento de la sangre

1,5 ml de ACD + 8,5 ml de sangre (0,5 ml de ACD + 2,8 ml de sangre).

3. Lavado (estéril)

i) Sangre total + 2,5 volimenes de DGV. Se centrifuga (500 g durante 15 minutos) y a continuacion se
elimina el sobrenadante.

ii)  Los RBCs precipitados se resuspenden en tres volimenes (sangre total) de DGV.

iii)  Se centrifuga (500 g durante 15 minutos) y a continuacion se elimina el sobrenadante. Se repiten las
etapas 2 y 3 dos veces mas (en total cuatro ciclos de centrifugacion).

iv)  Se transfiere la solucion final de RBCs a un frasco cubierto con papel de aluminio.

4.  Ajuste de la concentracion de los RBCs.
i) 0,2 ml de la suspension de los RBCs + 7,8 ml de NaCl al 0,9% (dilucion 1/40).
i)  Lalectura se realiza a densidad optica (OD) 4, €n un espectrofotometro con tubos de 10 mm.
i)  Se ajusta la solucién de base de los RBCs de modo que la dilucion 1/40 de 0,450 a OD,gq,. (Volumen
final = volumen inicial x absorbancia a OD,4,/0,450).
iv) La solucién de base de los RBCs se conserva en un refrigerador durante un maximo de 3 semanas.
v)  Antes de usar, los RBCs se resuspenden cuidadosamente y se diluyen 1/24 en VAD.

¢ Dilucién del antigeno

1. Soluciones de base (se deberian mantener a 4°C): 1,5 M NaCl; 87,7 g de NaCl y agua destilada hasta un
volumen final de 1.000 ml; 0,5 M é&cido borico: 30,92 g de H;BO,; y agua destilada caliente hasta un
volumen final de 700 ml (se disuelve el acido bérico y se enfria); 1 N NaOH: 40 g de NaOH y agua destilada
hasta un volumen final de 1000 ml; solucién borato salina (BS), pH 9,0: 80 ml de 1,5 M NaCl, 100 ml de 0,5
M HzBO,, 24 ml del,0 N NaOH, y agua destilada hasta un volumen final de 1000 ml; albimina bovina al
4%: 4 g de la fraccion V de albdamina bovina (Armour), 90 ml de BS, pH 9,0, se ajusta el pH a 9,0 con 1 N
NaOH, y BS, pH 9,0, para preparar un volumen final de 1000 ml.
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Diluyente del antigeno: albumina bovina al 0,4%/solucion borato salina (BABS): 10 ml de albumina bovina al

4%, pH 9,0, y 90 ml de BS, pH 9,0.

Se preparan diluciones seriadas al doble del antigeno con BABS en placas de microtitulacién (con forma de

u).

Adicion de glébulos rojos de ganso

Soluciones de base

1,5 M NaCl

0,5 M Na,HPO,: 70,99 g de Na,HPO, (para Na,HPO,, 12 H,0: 179,08 @), y agua destilada hasta un
volumen final de 1000 ml.

1,0 M NaH,PO,: 138,01 g de NaH,PO,.H,O (para Na,PO,, 2H,0: 156,01 g), y agua destilada hasta un
volumen final de 1000 ml.

Solucion de trabajo: diluyente ajustable al virus (VAD)

VAD 1,5 M NaCl 0,5M Na,HPO, 1,0 M NaH,PO,

6,0 100 32 184

6,2 100 62 160 y en todos los casos
6,4 100 112 144 agua destilada hasta un
6,6 100 160 120 volumen final

6,8 100 192 104 de 1000 ml

7,0 100 240 80

Los valores de los VADs no son el pH de cada VAD, sino el pH después de que cada VAD se mezcle con un

Procedimientos

volumen igual de BABS, pH 9,0.

i) 1 volumen de solucién de base de los RBCs de ganso + 23 volimenes de VAD (dilucion 1/24).

ii) Se afaden 25 pl de los RBCs diluidos a cada pocillo de una placa de microtitulacién que contenga el

antigeno diluido (25 pl/pocillo).

iii) Seincuba a 37°C durante 1 hora, y a continuacion se lee el resultado.

++

+
+

Aglutinacion completa (pelicula uniforme y delgada de RBCs que sigue la curvatura del fondo

del pocillo)

Aglutinacion parcial (un anillo asociado con una pelicula rugosa o mas delgada)

Aglutinacion minima (un sedimento sobre una pelicula delgada o dispersa)

Aglutinacion negativa (un sedimento claramente definido sin pelicula de RBCs)

El punto final es la dilucién ultima (la dilucion mayor) en la cual se observa + + 0 +.

Titulo: el inverso de la dilucién a punto final.

Inhibicién de la hemaglutinacion

Preparacion de los sueros problema

Tratamiento de la sangre y separacion de los sueros

i) La muestra de sangre se incuba a 37°C durante 1 hora y a continuacion a 4°C toda la noche. Si se
debe realizar la prueba de inmediato, se puede reemplazar la incubacién nocturna por una incubacion
de la muestra durante 2—3 horas a 37°C.

ii)  Se centrifuga (2.000 g durante 15 minutos) para separar el suero del coagulo sanguineo.

iii)  Seinactiva por calor a 56°C durante 30 minutos.

iv)  Sino se procesa inmediatamente, se conserva a —20°C.

Tratamiento con 2-mercaptoetanol
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i)  Se ponen 50 pl de los sueros en dos pequerfios tubos de ensayo.

ii)  Se afiaden 150 pl de 0,13 M 2-mercaptoetanol en PBS en uno de los tubos, y 15 pl de PBS en el otro
tubo.

iii) Después de una incubacion a 37°C durante 1 hora, se enfrian en un bafio con hielo.

3.  Extracciéon con acetona

i) En cada tubo se ponen 2,5 ml de acetona fria. Se tapan con tapones de cierre de goma y la extracciéon
se realiza durante 5 minutos en un bafio con hielo.

ii)  Se centrifuga en frio (1.500 g durante 5 minutos) y a continuacion se elimina el sobrenadante.
iii)  Se Repiten las etapas (i) e (ii) una vez mas.

iv)  El sedimento se extiende en el interior de los tubos y se seca al vacio a temperatura ambiente durante
1 hora.

v) A cada tubo se afiaden 0,5 ml de BS, pH 9,0. Se aplican tapones de goma. El sedimento se disuelve
toda la noche a 4°C hasta conseguir una dilucién 1/10 de los sueros.
4.  Extraccion con caolin como alternativa a la extraccién con acetona
i) Se utiliza caolin lavado con acido (Fischer) al 25% en BS, pH 9,0.
ii) 1 volumen de sueros + 4 volumenes de BS + 5 volumenes de caolin al 25 %.
iii) Se extrae a temperatura ambiente durante 20 minutos con agitacion ocasional.

iv)  Se centrifuga (1.000 g durante 30 minutos). Los sobrenadantes son la dilucion 1/10 de los sueros.

5.  Absorcion con los RBCs de ganso
i) Para cada suero se afiade un volumen 1/50 de RBCs de ganso empacados.
ii)  Se absorbe durante 20 minutos en un bafio con hielo.
iii)  Se centrifuga (800 g durante 10 minutos). Los sobrenadantes estan preparados para la prueba de Hl
(dilucién 1/10).
. Prueba de inhibicion de la hemaglutinacién
1. Titulacién primaria de hemaglutinacion del antigeno

El antigeno se diluye hasta preparar 4-8 unidades/0,05 ml.

2. Dilucién seriada al doble de los sueros problema en placa de microtitulacion
Reaccion suero—antigeno
Se afaden 25 pl del antigeno diluido en los pocillos que contengan los sueros problema diluidos. Se coloca
el antigeno sobrante en los pocillos vacios y la placa se incuba a 4°C toda la noche.

3.  Titulacion secundaria de hemaglutinacion del antigeno

i) Se recoge el antigeno distribuido en los pocillos vacios y se realiza una prueba de HA mediante una
dilucién seriada al doble en volimenes de 25 pl.

ii)  Se afiaden 25 pl de BABS a cada pocillo para poner 50 pl/pocillo.

4.  Adicion de los RBCs de ganso
i) Se diluye la solucion de base de los RBCs (1/24) en VAD.

i)  Se distribuyen 50 pl en cada pocillo que contenga 50 pl de la mezcla del suero con el antigeno o de
titulaciéon secundaria del antigeno.

iii)  Seincuba a 37°C durante 1 hora y a continuacion se lee el resultado.

Titulo del suero de la prueba de HI: el inverso de la dilucion mayor de los sueros problema que
muestre una inhibicion completa de HA.
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5. Interpretacién de los resultados

Una diferencia de cuatro veces entre el titulo de los sueros de la fase aguda y convaleciente se considerara
un aumento o reduccidn significativo y sera diagnostico de infeccibn por un virus relacionado
antigénicamente con el que se ha utilizado en la prueba.

c) Fijacién del complemento

Algunas veces se utiliza la fijacion del complemento (FC) para el diagnoéstico seroldgico. Para esta prueba
el antigeno se extrae con acetona/éter a partir de los cerebros de ratones inoculados.

«  Preparacién del antigeno

i)
i)

i)

i)

v)
Vi)
vii)
viii)

ix)

Se extraen y pesan los cerebros de los ratones muertos inoculados.

Se afiaden los cerebros, 20 volimenes de acetona fria y seguidamente se mantienen a —20°C y se
homogeneizan.

La suspension se centrifuga a 5.000 g durante 5 minutos a 4°C y se elimina el sobrenadante.

Al precipitado se le afiade el mismo volumen de acetona fria como la usada en la etapa ii indicada
mas arriba, y se mezcla a fondo.

Se extrae con acetona manteniendo el precipitado a —20°C durante 20 minutos, y se repite la
centrifugacion descrita en la etapa iii indicada mas arriba.

Se repiten las etapas (iv) y (v).

Se repiten las etapas (iv) y (v), pero esta vez se emplea acetona fria/éter (se mezclan en voliumenes
iguales).

Se repiten las etapas (iv) y (v) dos veces utilizando éter frio.

Se elimina el sobrenadante mediante un aspirador y se extiende el sedimento sobre el tubo de
centrifuga.

Se secan al vacio durante 1-2 horas.
El sedimento se disuelve en solucion salina fria (2 ml/g de cerebro) y se mantiene a 4°C toda la noche.

Se centrifuga a 5000 g durante 1 hora. El sobrenadante es el antigeno.

Procedimiento de la prueba
Los sueros problema se inactivan por calor a una dilucién ¥ en tampén gelatina-veronal.

Se realizan diluciones seriadas de los sueros al doble en una placa de microtitulacion de 96 pocillos
(25 ).

Se afiaden 25 ul de 4 unidades de antigeno y se mezclan por vibracion.

Se afiaden 50 ul de 2 unidades de complemento (suero de cobaya fresco).

Se mezcla por vibracion y se incuba a 4°C durante 18 horas.

Las placas deben permanecer 15 minutos a temperatura ambiente.

A cada pocillo se le adicionan 25 pl de RBCs sensibilizados de oveja.

Se mezcla por vibracion y se incuba a 37°C durante 30 minutos y a continuacion se lee el resultado.

La dilucién mayor de los sueros problema que no muestre hemdlisis es el titulo de los sueros obtenido
en la prueba de FC. Se considerara significativa la elevacion o reduccion de cuatro veces o superior
en el titulo.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS Y LOS MATERIALES DE DIAGNOSTICO

En caballos la vacuna de la encefalitis japonesa se prepara mediante la inactivacion de una suspension virica
procedente de cerebros de raton infectado o cultivos celulares.
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Capitulo 2.5.14. — Encefalitis japonesa

Las directrices a seguir para la produccién de vacunas de interés veterinario se indican en el Capitulo
1.1.7. Principios de produccién de vacunas veterinarias. Las directrices dadas aqui y en el Capitulo 1.1.7. son de
caracter general y pueden complementarse ante requerimientos regionales y nacionales.

1. Control del inéculo

a) Caracteristicas del in6culo

En Japédn para la produccion de la vacuna se utiliza la cepa Beijing-1 del virus de la encefalitis japonesa. La
cepa debe ser letal para los ratones cuando se inoculan por via intracelular y debe ser capaz de crecer en
un cultivo primario de rifién porcino. Esta cepa tiene la capacidad de hemaglutinar eritrocitos de ganso, de
pollos de 1 dia de vida o de palomas. El virus debe poderse neutralizar mediante un antisuero estandar
dirigido contra el virus de la encefalitis japonesa.

b) Método de cultivo

Tanto el virus original como el del in6culo se deberian crecer en cerebros de ratdn o en cultivos celulares.
Los niveles de pases no deberian exceder de tres, respecto del virus original, y de dos, respecto del virus
del in6culo.

c) Validacion como vacuna

La vacuna producida a partir de esta cepa proporciona inmunidad frente a la encefalitis en equinos y
previene la aparicion de muertes de neonatos en cerdos.

Se recomienda que tanto el virus original como el del indculo se mantengan por debajo de —70°C, o por
debajo de 5°C después de la liofilizacién.

2.  Método de produccion

El virus se crece en los cerebros de ratones de 3-4 semanas de edad o en cultivos en monocapa. Los cultivos
control no inoculados no deberian mostrar ningln efecto citopatico causado por cualquier otro virus. El virus del
in6culo se administra intracerebralmente en los ratones. Se recogen los cerebros de estos ratones que muestren
signos clinicos severos de encefalitis. Dichos cerebros se homogeneizan en PBS, y después de centrifugarlos a
1.500 g durante 30 minutos, los sobrenadantes se procesan como la suspension virica.

El virus del in6culo se siembra en cultivos celulares y, posteriormente, los sobrenadantes se recogen por
separado a partir de cada lote en el momento en que la replicacion virica alcance su maximo. Este sobrenadante
se filtra o0 se centrifuga a 1500 g durante 30 minutos y se procesa como la suspension virica.

Se afiade formalina (0,5%) a la suspension para inactivar cualquier virus vivo; el producto se considerara la
“suspension virica no diluida”. Se puede afiadir adyuvante para incrementar su inmunogenicidad.

3. Control del proceso

Se deberia examinar la suspension virica para detectar con técnicas de cultivo una posible contaminacion
bacteriana y para determinar la infectividad virica mediante la inoculacién intracerebral de ratdén o la inoculacién
de cultivos celulares. Se tendria que re-examinar la suspensién virica no diluida e inactivada con el fin de
detectar contaminaciéon mediante cultivo y microscopia después de tefiir, y, asimismo, se deberia comprobar que
se ha logrado la completa inactivacion con formalina mediante la inoculacion intracerebral de raton.

4. Control de lotes

a) Esterilidad

En el Capitulo 1.1.5. se pueden encontrar las pruebas para determinar la esterilidad y ausencia de
contaminacion de los materiales bioldgicos.

b) Inocuidad

Se inoculan por via intracerebral diez ratones de 3 dias de vida con 0,02 ml del producto final y se observan
durante 14 dias para asegurar (por la ausencia de muertes) que se ha producido la inactivacién completa
del virus vivo.
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Capitulo 2.5.14. — Encefalitis japonesa

a)

b)

<)

d)

e)

Pruebas sobre el producto final

Esterilidad

En el Capitulo 1.1.5. se pueden encontrar las pruebas para determinar la esterilidad y ausencia de
contaminacion de los materiales bioldgicos.

Inocuidad

Véase Seccién C.4.b.

Determinacion de formalina

La concentracion de formalina deberia ser inferior al 0,2% (v/v) y se determina mediante procedimientos de
cuantificacion generales.

Potencia

Se deberia examinar el producto final para determinar la inmunogenicidad mediante pruebas de proteccion
de ratones. Se diluye una parte del producto en diez partes de PBS; 30 ratones de 2—3 semanas de vida
reciben una dosis intraperitoneal de 0,1 ml del producto diluido dos veces a intervalos de 3 dias. Deberia
haber un grupo control equivalente no inoculado. Todos los ratones se desafian intraperitonealmente con
dosis graduales del virus vivo a los 8 dias después de la primera inoculacion y se observan durante 14 dias.
La tasa de supervivencia deberia ser mayor al 40% en el grupo inmunizado y la tasa de mortalidad en el
grupo control deberia ser superior al 90%. El titulo del virus de desafio no deberia ser inferior a 103 LDg,
(dosis letal 50%) por 0,2 ml.

Estabilidad

El producto final debe ser plenamente efectivo durante 12 meses cuando se conserva a 4°C.
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Encefalitis equina Venezolana

Dr. Fernando De la Hoz Restrepo. MD. MSc.
INS, Subdirector de Epidemiologia, Bogota OC, Colombia

El virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV) pertenece al género de los alfavirus (familia
Togaviridae) con serotipos enzootico y epizootico. Dentro de este mismo grupo de virus se encuen-
tran los de la encefalitis equina del Este y del Oeste, el de Mayaro, el de Mucambo y el de Everglades.
Estos virus se caracterizan por tener entre 50 y 70 nm, tener un RNA de cadena simple y simetria
icosahedrica. Poseen ademas una hemaglutinina activa para los eritrocitos de ganso, pollo recien nacido
y paloma. ElI VEEV fue descubierto por primera vez por Kubes y Rios y por Beck y Wyckoff en 1937.

Los subgrupos antigénicos mas importantes del VEE son:

|. Comprende a su vez un grupo de 5 diferentes procedencias: IA (Venezuela y Trinidad),
IB (Peruy Argentina), IC (Venezuela y Colombia), ID (Colombia y Panama), IE (Panama y Méjico).

Il. Florida.

[ll. Mucambo. Aislada en Brasil, Surinam y Trinidad.

IV. Pixuna. Aislada hasta ahora solo en Brasil.

V. Cabassou. Aislada en mosquitos de la Guinea Francesa.

VI. AG80-663. Aislada en mosquitos de la Argentina.

Las variedades IA, IB, IE son las llamadas cepas epizooticas, responsables de los brotes de la
enfermedad en equinos y las restantes variedades son llamadas enzooticas y circulan regularmente
en equinos sin causar enfermedad. Todas las variedades pueden causar enfermedades en huma-
nos, siendo este un huésped final (dead-end), es decir que termina la cadena de transmisién y no
tiene mucha importancia como fuente propagadora del virus en la naturaleza.

La enfermedad es endémica en la parte norte de América del Sur, en Trinidad y en América
Central. Aparece en forma de epizootias, principalmente en la zona septentrional y occidental de

América del Sur, en algunos afios (1970-1971) incluso se ha extendido a Estados Unidos.

La tabla 1 muestra la forma como han ocurrido los brotes de EEV en las Américas desde 1935.

Correspondencia: Dr Fernando De la Hoz - Instituto Nacional de Salud. Subdireccion de epidemiologia - Avenida el Dorado
Carrera 50. CAN, zona 6. Bogota Dc. - E-mail: fdelahoz@hemagogus.ins.gov.co Fax: 3157781; Teléfono: 2223111.
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Los serotipos enzooticos son mantenidos en
la naturaleza por un ciclo roedor-mosquito pero
no se sabe con certeza como se perpetuan y/o
surgen los serotipos epizooticos. En los brotes
los serotipos epizooticos se transmiten por un
ciclo en que intervienen caballos, que constitu-
yen la principal fuente de virus para los mosqui-
tos que a su vez infectan a los humanos.

El virus se transmite por la picadura de un
mosquito infectado. Hay muchas especies de
mosquitos que pueden transmitir este virus lo
que lo hace capaz de producir grandes canti-
dades de casos humanos y animales en poco
tiempo (alto poder epidémico). Dentro de las
especies capaces de transmitir el VEEV tene-
mos el Culex (Melaconion), Aedes, Mansonia,
Psorophora, Haemagogus, Sabethes,
Deinocerites y Anopheles. También es posible
que algunas clases de jejenes puedan transmi-
tir el virus. El Culex es la especie que mantiene
la transmision de los virus enzooticos en la na-
turaleza, mientras que los virus epizooticos son
transmitidos por una amplia gama de mosqui-
tos. Pese a su variedad todos los potenciales
vectores no tienen la misma capacidad de ser
infectados, asi por ejemplo el Aedes aegypti
necesita 10° unidades formadoras de placas
mientras que para Aedes taeniorhyncus se ne-
cesitan 107 unidades.

En el laboratorio son comunes las infeccio-
nes por aerosoles pero no hay evidencia de este
tipo de contagio entre animales.

La enfermedad es casi indistinguible
clinicamente de otras enfermedades virales
como el dengue o la influenza y en realidad va-
rias epidemias de encefalitis equina venezola-
na han sido diagnosticadas en sus estadios ini-
ciales como debidas a dengue. Generalmente
la enfermedad comienza repentinamente con
cefalea intensa, fiebre, escalofrios, mialgia, do-
lor retroocular, nausea y vomitos. Las infeccio-
nes en un 80% son leves y duran solode 3a 5
dias. En muchos casos el curso febril es
difasico, es decir que después de unos pocos

De la Hoz F.

dias de fiebre puede haber signos que afec-
tan al sistema nervioso central, que van desde
la somnolencia hasta la encefalitis franca con
desorientacion, convulsiones, paralisis coma 'y
muerte. Este cuadro del sistema nervioso cen-
tral es mas frecuente en los nifios, se estima
que alrededor del 5% de los menores de 15 afios
que se infectan con el VEEV pueden desarro-
llar cuadros neuroldgicos, sin embargo, en me-
nores de 5 afos esta cifra puede subir al 35%.
En los casos graves la razén muerte-caso pue-
de ser tan alta como 10% y en muchos casos
pueden quedar secuelas como retardo mental,
epilepsia, dificultad para aprender, hidrocefalia,
cambios de personalidad y paralisis. En muje-
res embarazadas que han sufrido infeccién por
VEEV se ha encontrado un aumento de los
abortos y de los nacimientos de nifios con mal-
formaciones congénitas especialmente a nivel
de sistema nervioso central.

El mecanismo por el cual el VEEV invade el
sistema nervioso central no es completamente
claro. En hamsters se ha documentado que la
invasion se da a través de las neuronas olfatorias
cuando la inoculacién es nasal o por aerosoles.
Sin embargo este mecanismo también se ha
observado después de inoculacién periférica.

La inmunidad natural a la enfermedad es
mediada basicamente por la presencia de
anticuerpos contra la glicoproteina E2. Estos
anticuerpos son protectores y pueden persistir
toda la vida. Uno de los factores que parece ser
mas importante dentro de la virulencia de las
cepas enzooticas y epizooticas de VEEV es la
presencia de eliminacion temprana de los
viriones infectantes. En las cepas menos viru-
lentas esta eliminacién se da en menos de 30
minutos en los animales infectados experimen-
talmente, mientras que las cepas mas virulen-
tas demoran mucho mas para ser removidas.
Otras caracteristicas importantes de las cepas
menos virulentas es que inducen viremias me-
nores Yy los titulos encontrados en los 6rganos
linfoides son menores que los de cepas mas
virulentas.
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El diagnostico presuntivo se hace con base
en las caracteristicas clinicas (fiebre, cefalea
intensa y convulsiones), asociacién
epidemiol6gica (presencia de muerte de
equinos). El diagnéstico definitivo se confirma
por aislamiento viral, aumento del titulo de
anticuerpos o deteccion de IgM especifica. Para
el aislamiento se pueden inocular muestras de
sangre o de lavado nasofaringeo recolectadas
en las primeras 72 horas de enfermedad en
cultivos celulares o en ratones recién nacidos.
Los sueros pareados de pacientes convalecien-
tes con 10 dias de diferencia deben mostrar un
aumento de los anticuerpos superiores a tres
diluciones. Es posible la existencia de reaccio-
nes cruzadas en las pruebas seroldgicas con
otros agentes de encefalitis como los virus de
la encefalitis del Este y del Oeste, por lo que la
confirmacion de la circulacién del VEEV en una
region después de un silencio epidemiolégico
debe ser confirmada por aislamiento viral.

El periodo de incubacion de la enfermedad
va de dos a seis dias y puede ser tan corto como
de un solo dia. Los casos humanos son infec-
ciosos para los mosquitos durante 72 horas,
pero la relevancia del humano como fuente de
infeccion para otros humanos es muy poca. El
periodo de incubacion “extrinseca”, en el mos-
quito dura aproximadamente 1 semana.

Existe una vacuna para equinos basada en
la cepa TC83 y que se encuentra disponible
comercialmente. Coberturas de mas 80% en
los equinos de las zonas expuestas
practicamente garantizan la no ocurrencia de
brotes o epidemias de la enfermedad. Para hu-
manos hay una vacuna de virus vivos atenua-
dos que se usa solo para el personal de salud
que puede estar expuesto en el laboratorio a
aerosoles que contengan el virus. También se
ha recomendado su uso en personas que por
su oficio estén expuestos a un riesgo aumenta-
do de infeccion.

Se han intentado desarrollar vacunas contra
VEEV usando otras metodologias como las
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técnicas recombinantes pero estas no han de-
mostrado ser mejores que las de virus atenua-
dos debido a que los titulos que inducen pare-
cen ser menores y no protegen contra la infec-
cion por aerosoles.

El control de las epidemias se basa en la
vacunacién masiva de equinos y el control de
la poblacion de vectores. Esto ultimo se logra
por aspersion peridomiciliaria de insecticidas y
por el control de criaderos extradomiciliarios con
medios quimicos o biolégicos.

Hasta hace muy poco no estaba clara la ra-
zbn que motivaba la aparicion de las epidemias
y epizootias y se habian propuesto al menos
tres teorias que eran:

1) Mutacion de las cepas del virus de la EEV,
ya que existen focos silenciosos silvestres en
varias partes de las Américas.

2) Liberacion de las cepas epizooticas de sus
propios ciclos enzooticos, por varias razones:
acumulacion de susceptibles, aumento de las
poblaciones de vectores y de reservorios.

3) Mutacién ocurrida alrededor de 1930, que
hizo aparecer la primera cepa epizooticade VEEV,
la cual es reintroducida periédicamente a los
grupos de susceptibles, por la vacunacion de
equinos, con vacunas inactivadas parcialmente.

En los ultimos afios se ha logrado determi-
nar con cepas colombianas que hay un gran
parecido genético entre las cepas ID enzooticas
y ciertas cepas epizooticas IAB lo cual pone en
firme la posibilidad de que las cepas epizooticas
deriven de una mutacién de las cepas
enzooticas predominantes en un lugar determi-
nado. Sin embargo, los mecanismos por los
cuales podria dispararse esta mutacion no son
claros.

La enfermedad tiene un gran impacto social,
especialmente por las grandes pérdidas eco-
némicas que causa su alta mortalidad en equinos.
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En Méjico en la epidemia de 1970-1973 produjo
50.000 casos humanos con 100 muertes y ade-
mas 45.000 muertes en equinos. En 1962- 63 y
en la Guaijira se produjeron mas de 3.000 ca-
sos en humanos y luego en Venezuela produjo
mas de 20.000 casos en humanos, alrededor
de 1.000 con compromiso neurolégico y 160
muertes. La mas grande epizootia y epidemia
en Colombia fue la que ocurrié en el Valle del
Cauca y que se extendi6 al Valle del Magdalena
y la Costa Atlantica y que se calcula que produjo
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alrededor de 200.000 casos humanos y 200.000
muertes en equinos.

Se ha recomendado que en los periodos
interepidemicos se vigile la circulacion de VEEV
en las areas rurales usando metodologias como
la de los hamsters centinelas. Dado que la apa-
ricion de epizootias esta fuertemente asociada
con la presencia inusual de lluvias muy fuertes,
es precisamente durante estas temporadas que
se debe vigilar la circulacion silvestre del virus.

TABLA 1
Distribucion temporal y espacial de la encefalitis equina venezolana en las Américas.

Area Afio de aparicion

Especies afectadas

Colombia (Valle, Tolima, Huila, Bolivar)

Colombia-Venezuela 1936-1937
(La Guajira)

Venezuela 1938
Colombia (Sabana de Bogota) 1941
Colombia-Venezuela (La Guajira)-Trinidad 1942-1943
Peru 1946
Venezuela (La Guajira) 1949
Colombia (Tolima) 1952
Colombia 1954
Venezuela (La Guajira) 1959
Colombia-Venezuela (La Guajira) 1962-1964
Méjico-Venezuela 1966
Colombia (Costa Atlantica, Valle del 1967
Magdalena

Colombia-Venezuela (La Guaijira) 1968
Colombia, Venezuela, Peru, Ecuador, 1969

Salvador, Guatemala, Honduras,
Nicaragua, Méjico.

Colombia, Venezuela, Costa Rica, Méjico 1970

Estados Unidos 1971
Colombia (Tolima) 1973
Colombia-Venezuela (La Guaijira) 1995

1935 Equinos

Equinos y humanos

Equinos

Equinos

Equinos

Equinos

Equinos

Equinos y humanos

Casos humanos sin epizotia

Equinos y humanos

23.283 humanos -960 casos
neurologicos — 158 muertes - muchos
equinos muertos.

Equinos y humanos.

220.000 personas afectadas y 104.000
equinos muertos en Colombia

1.077 casos humanos — 155 casos
neurolégicos- 2 muertes en humanos y
muchas no cuantificadas en equinos
30.000 caso humanos- 310 muertes en
humanos-27.000 equinos muertos
(Ecuador).

2.630 casos humanos- 143 casos
neurologicos- 14 muertes en humanos
(Venezuela).

2.000 casos humanos y mas de 8.000
equinos muertos en Méjico

1.426 equinos muertos y 60 casos en
humanos

100 casos en humanos sin epizotia.
Mas de 25.000 casos en humanos mas de
5.000 muertes de equinos en Colombia.

Tomado y adaptado de referencia 2.
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Norteamérica afectd a tantos caballos que
paralizé el transporte de mercancias debido
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En 1987, una epidemia de gripe equina afecto
a mas de 27.000 animales en India y provocd
la muerte de varios centenares de ellos.

En 2004, el virus H3N8 de la gripe equina
produjo un brote de gripe en perros en los
Estados Unidos de América.

El foco registrado en agosto de 2007 en
Australia infecté a caballos pertenecientes
a 10.651 establecimientos en sélo tres
meses pese al establecimiento del control
de desplazamientos. La enfermedad fue
erradicada, pero el costo de los tratamientos
y de la anulacién de pruebas ecuestres
ascendi6 a 1.000 millones de doélares
australianos aproximadamente.
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Gripe equi

;Qué es la gripe equina?

La gripe equinaes unaenfermedadrespiratoriasumamente contagiosa, aunque
rara vez mortal, que afecta a caballos, asnos, mulos y otros équidos. Se la conoce
desde muy antiguoy, en tiempos en que los caballos eran los principales animales
de tiro, los brotes de la enfermedad paralizaban el comercio. En la actualidad,
las epidemias siguen teniendo graves consecuencias en el sector equino.

La gripe equina es una enfermedad provocada por los subtipos H/N7 y H3N8
del virus de la influenza A que, al igual que los agentes causales de la gripe
humana y la influenza aviar, pertenecen a la familia Ortomixoviridae, aunque
sus caracteristicas son diferentes.

De conformidad con el Articulo 1.2.3 del Capitulo 1.2 del Coddigo Sanitario
para los Animales Terrestres (edicion de 2011) de la OIE, la gripe equina es

una enfermedad inscripta en la Lista de la Organizacion y, en cumplimiento
de lo estipulado en el Capitulo 1.1 (Notificacion de enfermedades y datos
epidemioldgicos) de ese Codigo, los Paises y Territorios Miembros tienen la
obligacion de notificarla.
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;Donde existe la enfermedad?

A excepcion de Australia (donde se
registr6 un importante brote en 2007),
Nueva Zelanda e Islandia, la gripe equina
es endémica en todo el mundo.

;Como se transmite y propaga
la enfermedad?

Altamente contagiosa, la gripe equina
se transmite mediante el contacto con
animales infectados que expelen el virus
por conducto de la tos. En realidad,
los animales pueden expulsar el virus
antes de manifestar sintomas clinicos.
También se propaga por la transmision
mecanica de los virus que se encuentran
en la ropa, material, cepillos, etc., de
las personas que trabajan con caballos.

Una vez que se introduce en una zona
donde vive una poblacidon susceptible, la
enfermedad, cuyo periodo de incubacion
es de 1-3 dias Unicamente, se propaga
con rapidez y puede provocar brotes
explosivos. La concentracion de animales
y el transporte favorecen la transmision de
la gripe equina.

;Cuales son los signos clinicos
de la enfermedad?

Enanimalesmuysusceptibles, lossintomas
clinicos comprenden fiebre y tos seca y
dolorosa, seguidas de descargas nasales.
Con frecuencia se observan decaimiento,
pérdida del apetito, dolores musculares
y debilidad. Por lo general, los sintomas
clinicos ceden en pocos dias, pero
habitualmente aparecen complicaciones
provocadas por infecciones secundarias.

Si bien la mayoria de los animales se recupera
en 15 dias, la tos puede persistir durante mas
tiempo y algunos caballos demoran hasta
seis meses en recobrar por completo su
capacidad fisica. Si no se concede un reposo
adecuado a los animales, la evolucion clinica
se prolonga.

Rara vez la enfermedad es mortal, pero
habitualmente aparecen complicaciones que
debilitan a los caballos durante largo tiempo
como, por €., la neumonia, que puede
provocar la muerte, en particular en potros.

:Como se diagnostica
la enfermedad?

De conformidad con el Articulo 1.2.3 del
Capitulo 1.2 del Cddigo Sanitario para los
Animales Terrestres (edicion de 2011) de
la OIE, la gripe equina es una enfermedad
inscripta en la Lista de la Organizacion vy, en
cumplimiento de lo estipulado en el Capitulo
1.1 (Notificaciéon de enfermedades y datos
epidemiolégicos) de ese Codigo, los Paises y
Territorios Miembros tienen la obligacion de
notificarla.

Gripe equina

;Como prevenir o controlar esta
enfermedad?

En la mayoria de los paises se recurre a la
vacunacion. Pero vista la variabilidad de
las cepas viricas circulantes, y la dificultad
para compararlas con las cepas vacunales,
la vacunacion no siempre protege de la
infeccion, pero puede reducir la gravedad
de la enfermedad y el tiempo necesario para
la recuperacion. Las vacunas se fabrican de
conformidad con las directrices expuestas
en el Capitulo 2.5.7 del Manual de Pruebas
de Diagnostico y Vacunas para los Animales
Terrestres de la OIE. La Organizacion también
reune periodicamente a un Panel de Expertos
en Vigilancia de las Vacunas contra la Gripe
Equina que estudia las cepas de virus
circulantes y recomienda las que deben de
utilizarse.

Cuando se registra un foco de Ia
enfermedad, se establecen controles de los
desplazamientos y se aislan los caballos
infectados. ElI virus puede destruirse
facilmente con desinfectantes comunes;
por consiguiente, la higiene y desinfeccion
rigurosas forman parte de las medidas de
bioseguridad para combatirlo.

Gripe equina

Como en la mayoria de los casos la
enfermedad aparece tras el traslado de un
animal infectado a las granjas o establos,
es de fundamental importancia impedir su
introduccion mediante el aislamiento de los
ejemplares recién llegados.

Respecto del transporte internacional de
caballos, en el Capitulo 12.6 del Cddigo
Sanitario para los Animales Terrestres de
la OIE (edicion de 2011) se exponen las
normas que deben aplicarse en los paises a
las importaciones de esos animales.

;Qué riesgos implica para la salud
publica?

La enfermedad no plantea riesgos mayores
para la salud publica. El virus ha infectado
a seres humanos en laboratorios; asimismo,
un reducido numero de personas que habian
estado en contacto con caballos infectados
desarroll6 anticuerpos, pero ninguna contrajo
la enfermedad.



LA VIRUELA EQUINA

La Viruela Equina se manifiesta, por un exantema cutaneo vesiculopustuloso,
especialmente en el pliegue de la cuartilla, por una inflamacién papulovesiculosa de la
mucosa bucal. La ultima forma y la estomatitis pustulosa contagiosa, muchas veces

considerada, en otro tiempo, como enfermedad independiente, son idénticas.

Historia

La naturaleza de la viruela equina sélo se ha investigado con precision en los ultimos
afios. Para JENNER, que fue quien primero la estudio, la viruela equina era el
exantema vesiculopustuloso de pliegue de la cuartilla, el grease o greast heels de los
herradores ingleses. Tan convencido estaba JENNER de que semejante dolencia y la
viruéla vacuna eran idénticas, que, con material de aquélla, inoculé a numerosos nifios.
En lo sucesivo, dicha dolencia fue poco tenida en cuenta; pero la idea de JENNER, a la
que se adhirié luego BOLLINGER, se ha conservado, sobre todo en la bibliografia

alemana, hasta los Gltimos tiempos.
Ubicacion

La viruela equina de JENNER parece haber sido todavia frecuente mediados del siglo
préximo pasado, pero actualmente se ha hecho sumamente rara. La viruela de la mucosa
bucal (estomatitis pustulosa contagiosa) se presenta sabré todo en équidos jovenes vy,
generalmente, como epizootia estabular. Puede adquirir gran importancia cuando se
difunde rapidamente por grandes efectivos equinos, como los de los ejércitos, pues los
animales enfermos no pueden trabajar durante algun tiempo y se desnutren, porque

comen poco durante su enfermedad.

Etiologia
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El agente de la viruela equina es identico al de la viruela vacuno, pues ambas
enfermedades pueden transmitirse reciprocamente y producen una inmunidad también
reciproca. Investigadores franceses, asi como CRAIG y KEHOE 1921, conceptlan el
exantema vesicular de los érganos genitales como una forma de viruela equina, lo cual

es discutible todavia.

Infeccidon natural

Los primeros casos de la enfermedad suelen derivar de personas vacunadas Y,
posiblemente, de vacas con viruela. En las caballerizas infectadas transmiten luego la
infeccion los caballos enfermos a los sanos, por contacto inmediato 0 mediato, que de
extenderse, puede ser introducido en otras caballerizas. La viruela equina de JENNER
debia de contagiarse principalmente por medio de las manos de los herradores y
cocheros durante la operacion del herrado (FRIEDBERGER y FRIHNER), pero
también es posible que lo fuera por la paja de las camas. En la viruela de la mucosa
bucal el virus llega con la saliva y el moco nasal al pienso y al agua de bebida, y asi a la
superficie de las mucosas bucal y nasal; pero el personal de la cuadra, el material de
aseo y otros utensilios, también pueden contribuir a la propagacion, generalmente
rapida, en la caballeriza correspondiente. La viruela equina nc5 suele difundirse por
grandes zonas. En los establos puede infectar vacas y, ademas, a personas que han
manejado équidos enfermos; en éstas aparece un exantema variolico en los brazos y
manos Y, a veces, hasta en la cara, en ocasiones acompafiado de salivacion y molestias

disfagicas.
Sintomas

La forma varidlica es un exantema vesiculopustulosos del pliegue de la cuartilla
(Schuizmauke = arestin protector o inmunizante). El desarrollo del exantema se
manifiesta por dolor en dicho pliegue, con trastorno de la funcion del remo
correspondiente y. de cuando en cuando, con moderada elevacion de la temperatura. En
la piel hinchada y roja del pliegue de la cuartilla brotan pronto nédulos y vesiculas,
aproximadamente del tamafio de lentejas, cuya rotura origina costras en el corion

rezumante, debajo de las que se forma epitelio nuevo.
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La enfermedad variolica de la mucosa bucal (la llamada, en otro tiempo, estomatitis
pustulosa contagiosa) empieza, tras una incubacion de 5 a 8 dias, con fiebre moderada,
que se traduce por una elevacion térmica de 1 a 1,5°, poco mas 0 menos, aceleracion
moderada del pulso y lasitud. Los animales toman el pienso lentamente, lo mastican

poco a poco Yy se complacen moviendo los labios en el agua que se les ofrece.

La mucosa bucal esta caliente, dolorosa y, al principio, salpicada de manchas rojas que
pronto confluyen y originan nédulos consistentes, del tamafio de cafiamones, que pronto
alcanzan el de lentejas y aun el de guisantes, en la cara interna de los labios, partes
opuestas a ellos de las encias, pliegues gingivolabiales, frenillo lingual, cercanias de las

comisuras bucales y cara interna de los carrillos.

Curso

La enfermedad suele durar de 10 a 14 dias, pero, en casos graves, dura de 3 a 4
semanas. Las pustulas brotan de 3 a 6 dias después de presentarse los primeros
sintomas; la supuracion requiere de 4 a 6 dias mas, y la curacién de la Glcera necesita
igual tiempo, aproximadamente. La evolucidon se prolonga cuando se suceden las
pustulas con gran lentitud o cuando, a causa de la supuracion, sobreviene una infeccion
maligna, y la curacion de los tejidos, ahora destruidos profundamente, requiere largo
tiempo. Excepcionalmente, pero s6lo cuando estd enferma la mucosa de la boca, el
proceso morboso sigue una evolucién mortal; en cambio, la viruela de JENNER cura
siempre. En una yeguada, POSCHL vio morir tres potros con manifestaciones de grave
faringitis y septicemia, y la necropsia reveld gran hinchazon y supuracion de los
foliculos de la mucosa faringea y del vestibulo laringeo, hemorragias en las serosas, en
el bazo y en la mucosa gastroentérica y tumefaccion aguda de los ganglios linfaticos del
mesenterio. Las ulceraciones pueden ir seguidas de inflamacion difteroide y de
septicemia bactérica. SZENDE ha observado intensos fendmenos de inquietud y
excitacion al principio de la enfermedad y casos de muerte por degeneracion del
miocardio, y HUNIG ha descrito fallecimientos causados por extensa inflamacion de las

mucosas nasal, bucal, faringea, etc., e insuficiencia cardiaca.
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Diagnostico

La estomatitis vesiculosa tiene cierto parecido con la viruela de la mucosa bucal
(estomatitis pustulosa), pero, en aquélla, la erupcion de vesiculas no va precedida de
nodulos, ni las vesiculas se transforman en pustulas. Las inflamaciones causadas por

heridas o cauterizaciones difieren, desde luego, por causar destrucciones mas profundas.

El error es mas facil cuando, ademas de la mucosa bucal, estdn enfermas la mucosa
nasal y la piel, y mas todavia cuando la erupcion brota en la Gltima. En tales casos hay
que tener presentes las enfermedades que siguen: El acné contagioso, que se distingue
porque las pustulas en él son siempre mayores y, generalmente, se forman sélo en la

ensilladura e inmediaciones y nunca en las mucosas.

El exantema vesicular, que difiere por limitarse a la mucosa de las partes genitales y
zonas cutaneas limitrofes y desarrollarse, las mas veces, tras el coito. EI muermo,
distinto porque jamas produce alteraciones en la mucosa bucal y si Ulceras en la nariz,
inmediatamente originadas de nddulos y Ulceras cutaneas con escasa propension a curar;
ademas, en casos dudosos, lo excluyen la rapida difusion de la enfermedad variolica en
las caballerizas y su curacion, completa y también rapida. Cuando el exantema no pasa
del pliegue de la cuartilla viruela equina de JENNER, su naturaleza varidlica
Unicamente se puede asegurar por el resultado positivo de su transmision a un animal

receptivo, como el ternero o el conejo.

Tratamiento

Cuando es de curso benigno, la enfermedad no requiere tratamiento especial. Se
disminuye a los animales enfermos la racién de cebada y, en su lugar, se les da forraje
verde o heno tierno 0 agua con harina o con salvado y, a menudo, agua fresca y pura.
Conviene lavarles la boca 3 ¢ 4 veces al dia con un liquido débilmente antiséptico. Las
ulceras de la piel se tratan andlogamente o con polvos. Contra el catarro conjuntival

prestan buenos servicios las instilaciones de sulfato de zinc o de tanino (0,5 %).

Profilaxis
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El aislamiento inmediato de los équidos que primero enferman y de sus vecinos, impide
muchas veces que la enfermedad se propague al resto del ganado amenazado. Pero si
han enfermado ya varios équidos de la caballeriza y es de esperar la propagacion de la
epizootia, conviene recurrir a la inoculacion de necesidad de los animales todavia sanos,
para reducir la duracion de aquélla. La inoculacion se logra facilmente frotando saliva
de animales enfermos por la cara interna de los labios, algo estregada previamente con
un lienzo aspero. Segin TOTH, la inoculacion cutanea con material de la mucosa bucal
de los enfermos produce so6lo una erupcion variolica local que inmuniza los animales
contra la infeccién natural. Una vez extinguida la epizootia, se lavaran con lejia caliente

los lugares de la caballeriza ocupados por los enfermos y los utensilios de la cuadra.

Fuente

Libro de texto Patologia y Terapéutica Especiales de los Animales Doméstico po Dr.

Rudolf Manninger y Dr. Johannes Mochis
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CAPITULO 2.5.13.

LINFANGITIS EPIZOOTICA

RESUMEN

La linfangitis epizoo6tica es una enfermedad crénica y contagiosa de los caballos y otros équidos
que se caracteriza clinicamente por una dermatitis piogranulomatosa invasiva, supurativa y
ulcerosa y por linfangitis. Esto se observa en particular en el cuello, patas y pecho. También se
puede presentar como una conjuntivitis ulcerosa o una neumonia multifocal. La transmision se
debe al contacto de la piel traumatizada con material infectado, a picaduras de mosca o a
inhalacién. El agente causal es un hongo dimorfico saprofita del suelo, Histoplasma capsulatum
var. farciminosum. El diagndstico diferencial incluye el muermo (en inglés, glanders o farcy),
causado por Burkholderia mallei, la linfangitis ulcerosa debida a Corynebacteriun
pseudotuberculosis, la esporotricosis causada por Sporothrix schenkii, y las lesiones dérmicas de
histoplasmosis causadas por Histoplasma capsulatum var. capsulatum. La anfotericina B es el
antibidtico mas adecuado para el tratamiento de caos clinicos de linfangitis epizoética.

Identificacién del agente: La identificacién del agente se realiza por su presencia en frotis de
exudados o en secciones histolégicas de material de la lesion. La forma de levadura del organismo
aparece en gran numero en lesiones bien establecidas, y se presenta como estructuras
pleomérficas ovales o globosas de unos 2-5 um de diametro en los macréfagos y en las células
gigantes, tanto con localizacion extracelular como intracelular. Los organismos aparecen por lo
general rodeados de un “halo” cuando se tifien con tincion de Gram, con hematoxilina y eosina,
con la reaccién del acido periddico de Schiff o con la tincién de Gomori por metenamina y plata. La
forma miceliar del organismo crece lentamente en condiciones aerobias a 25-30°C en muchos
medios, incluyendo el agar Micobidtico, el agar Sabouraud con destrosa, el agar con infusion de
cerebro y corazoén, y el agar nutritivo para micoplasmas.

Pruebas serol6gicas y de otro tipo: Los anticuerpos contra Histoplasma capsulatum var.
farciminosum se desarrollan con la aparicién de los sintomas clinicos o antes. Los ensayos que se
han descrito para la deteccién de anticuerpos incluyen inmunofluorescencia, enzimoinmunoensayo
y pruebas de hemoaglutinacién pasiva. Ademas se ha descrito una prueba de hipersensibilidad en
la piel.

Requisitos paralas vacunas y los materiales de diagndéstico: Se han utilizado a escala limitada
vacunas muertas y vivas en areas endémicas, pero, normalmente, no estan disponibles.

A. INTRODUCCION

La linfangitis epizodtica es una enfermedad contagiosa y crénica de los caballos y otros équidos. La enfermedad
se caracteriza clinicamente por una dermititis multifocal piogranulomatosa, de caracter supurativo, ulceroso e
invasivo, y por linfangitis. Se presenta con mas frecuencia en las extremidades, el pecho y el cuello, pero
también puede presentarse en forma de conjuntivitis ulcerosa en la conjuntiva de los parpados, o como una
neumonia multifocal. También se la ha denominado seudomuermo. Otro sinénimo es histoplasmosis equina, que
quizads sea un nombre mas apropiado para esta enfermedad, pues no todos los casos clinicos muestran una
linfangitis manifiesta. La forma que toma la enfermedad parece depender fundamentalmente de la via de entrada
(14). La forma cutdnea de la enfermedad se da cuando un suelo contaminado contacta con una piel
traumatizada. Se cree que la forma conjuntival de la enfermedad se transmite por moscas picadoras de los
géneros Musca o Stomoxys. La forma pulmonar de la enfermedad es poco frecuente y se supone debida a la
inhalacion del organismo. En cualquier caso, las lesiones son de tipo nodular y granulomatoso, y el organismo,
una vez que se establece, se extiende localmente mediante invasion y luego a través de la via linfatica. A
menudo se presenta un engrosamiento de las vias linfaticas, con formacion de granulos piogranulomatosos. Los
nédulos linfaticos regionales pueden infartarse e inflamarse. El agente causal, Histoplasma capsulatum var.
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farciminosum, es un hongo dimorfico. En el suelo esta presente la forma miceliar; en las lesiones, la forma méas
corriente es la levaduriforme. Antes se creia que H. farciminosum era una especie independiente pero en la
actualidad se considera como una variedad de H. capsulatum debido a la estrecha similitud morfolégica de sus
formas miceliares y levaduriformes (17). H. capsulatum var.farciminosum e H.capsulatum var. capsulatum son
antigénicamente indistinguibles (16). Se han analizado las secuencias del ADN de cuatro genes que codifican
proteinas para clarificar las relaciones evolutivas de las variedades de H. capsulatum. Los resultados indican
gue H. capsulatum var. farciminosum esté incrustado en la rama del grupo A Sam Hcc (H60 a -64, -67, -71, -74 'y
-76), sugiriendo que es un aislamiento del H. capsulatum var. capsulatum sudamericano (10).

La forma cutédnea de la enfermedad puede confundirse con el muermo, causado por Burkholderia mallei, la
linfangitis ulcerosa debida a Corynebacteriun pseudotuberculosis, la esporotricosis causada por Sporothrix
schenkii, y la histoplasmosis causadas por Histoplasma capsulatum var. capsulatum (9, 11).

La enfermedad es endémica en zonas de Africa, Oriente Medio y Asia. Se describe con mas frecuencia en el
norte de Africa, pero también en otras partes de Africa. En la India la enfermedad esta bien documentada. En
otras partes del mundo las descripciones son esporadicas y requieren un examen cuidadoso antes de confirmar
la existencia de la enfermedad. La prevalencia de la enfermedad aumenta con el hacinamiento de animales;
histéricamente, era mucho mas frecuente cuando se estabulaban juntos varios caballos en unidades de
caballeria o para otras necesidades de transporte. Los mas afectados por la enfermedad son caballos, mulas y
asnos, aunque se puede presentar la infeccidbn en camellos y ganado vacuno. Experimentalmente, otros
animales son resistentes a la infeccién por inoculacidn, excepto algunas especies de animales de laboratorio
como los ratones y conejos (14). También se ha descrito la infeccion en humanos (2, 3, 8). La anfotericina B es el
antibiético mas adecuado para el tratamiento de los casos clinicos de linfangitis epizootica.

Como los sintomas clinicos de la linfangitis epizootica se pueden confundir con otras enfermedades en
condiciones de campo, el diagndstico definitivo descansa en una confirmacién a nivel de laboratorio.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

1. ldentificacion del agente

El material debe recogerse directamente de las lesiones nodulares supurativas. Para el aislamiento
microbiolégico, se debe poner el material en un medio nutritivo liquido con antibacterianos y mantenerlo
refrigerado hasta el cultivo, que debe iniciarse lo antes posible. Para el examen directo, se pueden realizar frotis
del material de las lesiones y fijarlos de inmediato. Para analisis histopatolégicos, se colocan secciones del
material de las lesiones, que incluyan tanto tejido viable como no viable, en 10% de formalina neutra tamponada.
La confirmacion de la enfermedad depende del aislamiento y la identificacion de H. capsulatum var.
farciminosum.

a) Examen microscépico directo
° Frotis tefiidos con Gram

Los frotis pueden tefiirse directamente con la tincion de Gram para examinar la forma levaduriforme tipica
del organismo, que aparece como estructuras ovales o globosas Gram-positivas de unos 2-5 pm de
diametro (2). Se pueden presentar aisladas o en grupos, extracelularmente o dentro de los macréfagos.
Con frecuencia se observa un halo alrededor del organismo (que corresponde a la capsula no tefiida).

e  Histopatologia

En cortes histolégicos tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E) el aspecto de la lesion es muy caracteristico
y presenta una inflamaciéon piogranulomatosa con fibroplasia. Son frecuentes las células gigantes de
Langhans. La presencia, tanto intra como extracelularmente, de numerosos organismos en secciones de
tejidos tefiidos con H&E, con la reaccion del &cido periddico de Schiff, y con la tincion de metenamina y
plata de Gomori (12), tiene valor diagnostico. Existen indicios de que el niUmero de organismos aumenta
con la cronicidad. Los organismos son pleomoérficos, a veces se describen como masas baséfilas con forma
semejante a un limén, de 2 a 5 um de didmetro. A menudo se ven los organismos en estado de gemacion
intracelular en los macréfagos o de las células gigantes.

e Microscopia electrénica

Se ha empleado la microscopia electronica en muestras de biopsia de la piel de 1,5-2,0 mm prefijadas
inmediatamente a 4°C con una solucion de 2% de glutaraldehido tamponada con fosfato y fijadas luego con
tetroxido de osmio al 1%. Se cortaron secciones ultrafinas y se tifieron con acetato de uranilo y citrato de
plomo. El examen demostré la estructura fina interna del organismo, H. capsulatum var. farciminosum,
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b)

<)

2.

incluyendo la envoltura celular, la membrana plasmética, la pared celular, la cdpsula y las estructuras
celulares internas (1).

Cultivo

La forma miceliar de H. capsulatum var. farciminosum crece lentamente en medios de laboratorio (2—-8
semanas a 26°C). El medio recomendado es agar Micobidtico (2). Otros medios que se utilizan son el
medio de Sabouraud con dextrosa enriquecido con 2,5% de glicerol, el medio s6lido de infusion de cerebro
y corazén suplementado con 10% de sangre de caballo, y el agar nutritivo para micoplasmas enriquecido
con 2% de dextrosa y 2,5 % de glicerol, pH 7,8 (8, 13). Se recomienda la adicién de antibiéticos al medio:
cicloheximida (0,5 g/litro) y cloranfenicol (0,5 g/litro). Al cabo de 2—-8 semanas las colonias aparecen como
micelio de aspecto seco, de color amarillo a marron obscuro, granular y arrugado. Pueden aparecer formas
aéreas, pero son raras. A nivel microscopico, las hifas de las colonias en cultivo son septadas, ramificadas,
pleomoérficas y con tincion variable por el método de Gram.

Como una prueba confirmativa, se puede inducir la forma levaduriforme de H. capsulatum var. farciminosum
subcultivando parte del micelio en infusion de agar y corazén que contenga 5% de sangre de caballo o en
medio de Pine a 35-37°C. Las colonias de levadura son lisas, convexas, de color blanco a marrén grisaceo,
y de consistencia pastosa (13).

Inoculacion en animales

Se ha intentado la transmision experimental de H. capsulatum var. farciminosum en ratones, cobayas y
conejos. Los ratones inmunosuprimidos son muy susceptibles a la infeccion experimental y se pueden
utilizar con fines diagndsticos (1).

Pruebas seroldgicas

Se han publicado trabajos sobre varias pruebas para detectar anticuerpos asi como una prueba de
hipersensibilidad cutdnea para detectar la inmunidad celular.

a)

Pruebas de inmunofluoresecencia

. Prueba de inmunofluorescencia indirecta

El procedimiento es el descrito por Fawi (4).

i) Se preparan portas que contengan el organismo mediante frotis del tejido afectado en un porta de

vidrio, o por emulsién de la fase levaduriforme del organismo cultivado en una solucién salina para
crear una lamina fina sobre el porta.

ii)  Las preparaciones se fijan con calor.

iii)  Luego se lavan los portas durante 1 minuto con solucién salina tamponada con fosfato (PBS).
iv)  Se colocan sobre el porta los sueros problema sin diluir y se incuban 30 minutos a 37°C.

v)  Se lavan los portas tres veces con PBS cada 10 minutos.

vi)  Se pone sobre los portas una dilucion adecuada de anticuerpo anticaballo conjugado con isotiocianato
de fluoresceina (FITC), y luego se incuba 30 minutos a 37°C.

vii) Se repiten tres veces los lavados con PBS cada 10 minutos.

viii) Los portas se examinan en un microscopio de fluorescencia.

. Prueba de inmunofluorescencia directa

El procedimiento es el descrito por Gabal et al. (5).

i) Se precipita la fraccion de globulinas del suero problema, y luego se resuspende con solucién salina
en el volumen original de suero. El suero se conjuga luego con FITC.

ii)  Sobre un porta se resuspende en 1-2 gotas de solucion salina una pequefia parte de una colonia de la
forma miceliar cultivada. Con un segundo porta, se aplastan las particulas de la colonia y se extiende
la solucion para crear una lamina fina.

iii)  Los frotis se fijan por calor.

iv) Los portas se lavan con PBS.
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b)

<)

d)

v) Los portas se incuban con diluciones del suero conjugado durante 60 minutos a 37°C.
vi)  Se lavan tres veces con PBS cada 5 minutos.

vii) Se examinan en un microscopio de fluorescencia.

Enzimoinmunoensayo

El siguiente es el procedimiento descrito por Gabal & Mohamed (7).

i)

La forma miceliar del microorganismo se produce en tubos de 20 x 125 mm de agar Sabouraud con
dextrosa, incubados 4 semanas a 26°C. Se homogenizan tres colonias en 50 ml de PBS estéril. La
suspensién se diluye 1/100 y se revisten placas de microtitulacion con 100 pl /pocillo.

Se incuban las placas toda la noche a 4°C.
Las placas se lavan tres veces con PBS que contenga Tween 20 (0,5 ml/litro), 3 minutos cada vez.

Se vuelven a incubar en agitacion a 23-25°C durante 30 minutos con 5% de seroalbumina bovina,
100ul / pocillo.

Las placas se lavan tres veces cada tres minutos con un PBS que contenga Tween 20 (0,5 ml/litro).

Se diluye a 1/800 la IgG anti—caballo obtenida en cabras y se ponen 100 ul /pocillo, incubando en
agitacion durante 30 minutos a 23-25°C.

Las placas se lavan tres veces con un PBS que contenga Tween 20 (0,5 ml/litro), cada 3 minutos.

Finalmente, se afiaden 100 pl /pocillo de perdéxido de hidrogeno y ABTS (2,2"-azino—di—[3—etil—
benzotiazolina]-6 acido sulfénico) en un tampén de &cido citrico a pH 4.

A los 60 minutos se leen las placas en un espectrofotometro a una longitud de onda de 405 nm.

Se obtienen dos veces los valores de absorbancia de cada dilucion de suero y se tienen en cuenta
para la interpretacién de los resultados la desviacion estdndar y el valor medio de los valores de
absorbancia de las diferentes muestras de suero.

Prueba de hemoaglutinacion pasiva

El procedimiento es el descrito por Gabal & Khalifa (6).

i)

i)

iv)

v)

Vi)

vii)

El microorganismo se propaga durante 8 semanas en medio de Sabouraud con dextrosa. Se toman
cinco colonias, se homogenizan, se suspenden en 200 ml de solucién salina y se someten a
ultrasonidos durante 20 minutos. Los elementos miceliares que quedan se filtran y el filtrado se diluye
1/160.

Se lavan eritrocitos (RBCs) normales de oveja, se tratan con acido tanico, se vuelven a lavar, y se
resuspenden a una concentracion del 1%.

Se mezclan diferentes diluciones de la preparacién de antigeno con las RBC tratadas con &cido tanico
y se incuba en bafio Maria a 37°C durante 1 hora. Se recogen las RBC por centrifugacion, se lavan
tres veces con solucion salina tamponada y se resuspenden hasta lograr una suspension celular al
1%.

Los sueros problema se inactivan calentando a 56°C durante 30 minutos y luego se absorben con un
volumen igual de RBC lavadas.

Se colocan en tubos de ensayo diluciones de suero (0,5 ml) con 0,05 ml de RBC tratadas con &cido
tanico y recubiertas con antigeno.

La lectura de la aglutinacion se lleva a cabo a las 2 y 12 horas.

La aglutinacion se detecta cuando las RBC forman un tapete uniforme en el fondo del tubo. Una
prueba negativa se refleja en forma de un deposito de RBC en el fondo del tubo.

Pruebas de hipersensibilidad cutanea

Se han descrito dos pruebas de hipersensibilidad cutanea para el diagnéstico de la linfangitis epizootica. La
primera prueba fue descrita por Gabal & Khalifa (6).

i)

El microorganismo se propaga durante 8 semanas en agar Sabouraud con dextrosa. Se toman cinco
colonias, se homogenizan, se suspenden en 200 ml de solucion salina y se someten a ultrasonidos
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durante 20 minutos. Los elementos miceliares que quedan se filtran y el filtrado se diluye 1/100. La
esterilidad de la preparacién se comprueba incubando una alicuota en agar Sabouraud con dextrosa a
26°C durante 4 semanas.

ii)  Los animales se inoculan intradérmicamente en el cuello con 0,2 ml.

iii)  El punto de inoculacién se examina para la presencia de una induracion local y un area elevada a las
48-72 horas de la inyeccion.

Alternativamente, se ha descrito una prueba de “histofarcina” por Soliman et al. (15).

i) Se cultiva la forma miceliar del microorganismo en discos de poliestireno sobre 250 ml de medio PPLO
gque contenga 2 % de glucosa y 2,5% de glicerina a 23-25°C durante 4 meses.

i)  Elfiltrado del cultivo, libre del hongo, se mezcla con acetona (2/1) y se mantiene 48 horas a 4°C.

iii) Se decanta el sobrenadante y se deja evaporar la acetona.

iv)  El precipitado se resuspende en agua destilada a 1/10 de su volumen original.

v) Los animales se inoculan intradérmicamente en el cuello con 0,1 ml de antigeno.

vi)  El punto de inoculacién se examina a fin de detectar la presencia de una induracion local y una zona
alas 24, 48 y 72 horas después de la inyeccion.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS Y LOS MATERIALES DE DIAGNOSTICO

Normalmente la enfermedad se controla eliminando la infeccion. Esto se realiza separando los caballos
infectados de los sanos y por aplicacion de medidas higiénicas estrictas que eviten la difusion del organismo. Se
han publicado trabajos sobre la utilizacion de vacunas inactivadas (2) y de vacunas atenuadas (17) en areas
donde la linfangitis epizootica es endémica, con resultados relativamente buenos.

Los antigenos utilizados en pruebas de hipersensibilidad cutanea se describen en la seccién anterior.

10.
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CAPITULO 2.5.2.

METRITIS CONTAGIOSA EQUINA

RESUMEN

La metritis equina contagiosa consiste en una inflamacion del endometrio de las yeguas causada
por Taylorella equigenitalis, que normalmente origina una infertilidad temporal. Se trata de una
infeccion no sistémica, cuyos efectos se encuentran restringidos al tracto reproductivo de la yegua.

Cuando aparecen, los principales signos clinicos consisten en la presencia de un flujo vaginal
mucopurulento ligero o copioso y de cervicitis y vaginitis variables. La recuperacion tiene lugar sin
secuelas, aunque, en un gran numero de las yeguas infectadas, se establece un estado
asintomatico de portador. Taylorella equigenitalis se transmite, en la mayoria de los casos,
mediante el contacto sexual con sementales portadores que son siempre asintomaticos, y en los
que los principales sitios de colonizacién por T. equigenitalis son las membranas urogenitales (fosa
uretral, seno uretral, la uretra y el prepucio). Una higiene inadecuada durante la limpieza o el
examen de los genitales de los caballos también puede ser la responsable de la transmisién de la
infeccion. Los lugares de la yegua donde persiste T. equigenitalis son las membranas urogenitales,
principalmente en los senos del clitoris y en la fosa, y es muy poco frecuente en el Gtero. Los
potros nacidos de yeguas portadoras también pueden convertirse en portadores. El
microorganismo puede infectar a especies de équidos distintas de los caballos, p.ej. a los burros.

El lavado con desinfectantes combinado con el tratamiento local y sistémico con antibioticos,
puede eliminar a T. equigenitalis. La vacunacion no ha resultado ser efectiva.

El principal método de control consiste en prevenir la transmision, certificando que, antes del
comienzo de la reproduccion, los sementales y las yeguas se encuentran libres de T. equigenitalis.
La determinacion del estado de portador depende de la deteccién de T. equigenitalis a partir de los
frotis urogenitales de los sementales y de las yeguas, y de su identificacién precisa. En las yeguas
puede detectarse un anticuerpo sérico frente a T. equigenitalis durante las 3—7 semanas después
de la infeccién, y también puede detectarse en la yegua portadora ocasional, pero nunca en el
semental. La serologia es valida para detectar la infeccion reciente en la hembra, pero no la
cronica, aunque los métodos para el control de la enfermedad deberian centrarse en la deteccion
de los portadores mediante el cultivo.

Identificacion del agente: Los frotis deben enviarse al laboratorio con precaucion, para evitar la
pérdida de viabilidad. Debe en un medio de transporte Amies con carbén a ser posible, con la
temperatura controlada, para su resiembra en las 48 horas siguientes a la recogida. El crecimiento
de T. equigenitalis puede llevar al menos 72 horas, y puede extenderse hasta 14 dias, aunque,
normalmente, no le lleva méas de 6 dias a 37°C en medio enriquecido con sangre caliente y en una
atmosfera del 5-10% de CO,. Es aconsejable realizar una incubacion de al menos 7 dias antes de
certificar que los cultivos son negativos para T. equigenitalis. Después de 72 horas en las
condiciones de cultivo adecuadas, las colonias pueden ser pequefias — de hasta 2-3 mm de
diametro — con un aspecto acuoso u opaco y con un color amarillo grisiceo, son suaves y
presentan un borde liso. Taylorella equigenitalis es un coco-bacilo Gram-negativo pequefio, a
veces pleomorfo, y presenta una tinciéon bipolar. Produce catalasa y fosfatasa, y es oxidasa
positivo muy fuerte. Por el contrario, no reacciona bioquimicamente, y, al final, la identificacién
depende de la caracterizacion antigénica del aislamiento empleando anticuerpos especificos. La
naturaleza compleja de T. equigenitalis dificulta su aislamiento, y se han empleado pruebas
realizadas en manadas de sementales para detectar el estado de portador como una ayuda valiosa
al examen de los cultivos.

Recientemente, otra especie de Taylorella, T. asinigenitalis, se ha aislado a partir de burros
machos y de caballos sementales en los EE.UU y de caballos sementales en Europa. No se ha
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asociado esta bacteria con ninguna enfermedad natural; se encuentra en el tracto genital de los
burros machos, y puede transmitirse a otros burros y a caballos durante la cépula.

Se puede emplear un anticuerpo frente a células muertas de T. equigenitalis y un sistema de
aglutinacién con bolas de latex empleando dichos anticuerpos. Es esencial confirmar la
especificidad frente al microorganismo y demostrar su incapacidad para reaccionar con otras
bacterias Gram-negativas, oxidasa positivas y catalasa positivas que podrian cultivarse a partir del
tracto urogenital de los caballos. Se han desarrollado anticuerpos monoclonales que pueden
emplearse con éxito para identificar a T. equigenitalis y distinguirla de las cepas de
T. asinigenitalis.

Pruebas serolégicas: Ninguna prueba serol6gica descrita hasta la fecha sirve por si misma para
detectar de forma fiable la infeccion con vistas a su diagnéstico y control. Sin embargo las pruebas
serologicas pueden utilizarse como ayuda al cultivo de T. equigenitalis en la identificacion de
yeguas que hayan copulado recientemente con un semental portador, pero no pueden utilizarse
como sustitutivo del cultivo del microorganismo.

Requisitos para las vacunas y el material de diagnostico: No existe todavia ninguna vacuna
disponible que proteja frente a la metritis equina contagiosa o prevenga la colonizacion por
T. equigenitalis.

A. INTRODUCCION

La metritis equina contagiosa se describié por primera vez en el Reino Unido (RU) en 1977 (12), y después se
diagnosticé en varios paises del mundo. Se presentd por primera vez como un brote de una enfermedad
caracterizada por un flujo vaginal mucopurulento causado por una inflamacién del endometrio y el cérvix, y que
provocaba una infertilidad temporal. La naturaleza compleja y el crecimiento lento de la bacteria causante,
Taylorella equigenitalis, generé dificultades durante los intentos iniciales para cultivarla (22), pero la enfermedad
se reprodujo mediante la infeccion experimental del clitoris con bacterias aisladas en el laboratorio (21, 23, 27).
Empleando las condiciones de cultivo adecuadas, T. equigenitalis puede aislarse a partir del flujo vaginal
infectante. Las yeguas pueden padecer mas de un episodio de la enfermedad en un corto espacio de tiempo
(32). Los anticuerpos permanecen en suero durante 3—7 semanas después de la infeccion, aunque a menudo no
es detectable en las yeguas a los 15-21 dias posteriores a la recuperacion de una infeccion aguda (14). La
mayoria de las yeguas se recuperan sin problemas, pero algunas pueden convertirse en portadoras de
T. equigenitalis durante muchos meses (21). La colonizacién por T. equigenitalis se demuestra de forma
consistente mediante el cultivo de frotis tomados de los recesos de las fosas y senos del clitoris, pero puede
tomarse en cultivo puro a partir del cérvix y el endometrio (21). El estado de portador no siempre afecta a la
concepcién (33), y en tales casos la gestacion puede evolucionar de tal manera que los potros nacen, se infectan
durante el paso por la vagina y se convierten en portadores asintomaticos y subclinicos de larga duracion (30).
Muchos de los casos de infeccidn primaria en la yegua son subclinicos, y un indicador frecuente de la infeccién
consiste en que la yegua padece un estro prematuro después de haber copulado con un semental portador.

Los sementales y las yeguas portadores actlan como reservorios de T. equigenitalis, aunque los sementales,
debido a que copulan con muchas yeguas, desempefian un papel mucho mas destacado en el contagio de la
bacteria. Las membranas urogenitales de los sementales se contaminan durante el coito, originando un estado
de portador que puede persistir durante muchos meses o afos (25). El examen no higiénico de las yeguas y el
lavado insalubre del pene del semental también pueden diseminar el microorganismo. No se conocen otros
organos del caballo que contengan T. equigenitalis. La mayoria de las yeguas portadoras de T. equigenitalis lo
son a nivel del clitoris. No es frecuente la persistencia a largo plazo del microorganismo en el Utero, aunque
puede ocurrir. Sin embargo, existen yeguas portadoras que albergan al microorganismo en el Utero. Para
detectar a estas portadoras de T. equigenitalis, deben recogerse rutinariamente frotis de muestras del cérvix o
del endometrio, ademéas de muestrear la zona del clitoris en todas las yeguas. T. equigenitalis puede provocar el
aborto en la yegua aunque se trata de un hecho poco frecuente. Para detectar tales portadores de
T. equigenitalis, deben tomarse de forma rutinaria muestras de frotis cervicales o del endométrio ademas de
muestras del area del clitoris de todas las yeguas. Taylorella equigenitalis puede ocasionar abortos en la yegua,
pero ocurre pocas veces.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

La infeccion y la vacunacion previas no protegen completamente (15), y la no persistencia de los anticuerpos han
significado que el control de la infeccién se ha basado por completo en la prevencion de la infeccién mediante la
deteccion de T. equigenitalis en frotis del aparato urogenital. A pesar de las dificultades para el cultivo de
T. equigenitalis, el examen de las yeguas y de los sementales durante su estancia en las caballerizas, ha
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erradicado con éxito la enfermedad a partir de caballos de pura sangre en paises que siguen voluntariamente
esta practica. Estos criterios estdn basados en el Manual de Préacticas del Consejo de Impuestos sobre Apuestas
de Carreras de Caballos del Reino Unido (16), el cual se revisa anualmente y se actualiza si es necesario; a
continuacioén se presentan las recomendaciones clave de este Manual.

Durante el comienzo de la temporada de cria, se toman frotis en los sementales, incluyendo a aquellos que se
encuentren en su primera temporada, en dos ocasiones separadas por no menos de siete dias, a partir de la
uretra, la fosa uretral y los senos, el prepucio y el fluido pre-eyaculatorio. Las yeguas se clasifican de acuerdo
con el grado de riesgo que presentan, y la frecuencia del muestreo se ajusta de manera adecuada. Las yeguas
de alto riesgo se definen como: (a) aquellas a partir de las cuales se haya aislado T. equigenitalis (el estado de
alto riesgo permanece hasta que se recogen tres conjuntos de frotis negativos en tres periodos diferentes de
estro en cada uno de los dos afios); b) yeguas que hayan permanecido en alguna de las instalaciones en las que
se ha aislado T. equigenitalis dentro de un periodo de 12 meses; c) yeguas procedentes de Canada, Francia,
Alemania, Irlanda, Italia, Reino Unido Bretafia y Estados Unidos que han sido montadas durante la dltima
estacion de cria por sementales residentes fuera de estos paises.; d) todas las yeguas que hayan estado en
otros paises a excepcion de Canada, Francia, Alemania, Irlanda, Italia, Reino Unido y Estados Unidos, dentro de
los dltimos 12 meses. Las yeguas de “bajo riesgo” son aquellas que no se definen como de “alto riesgo”.

Se definen como sementales de alto riesgo: (a) los sementales que no hayan sido utilizados previamente para
cria; (b) los sementales en los que se haya aislado T. equigenitalis (el estado de “riesgo alto” permanece hasta
que se ha realizado el tratamiento y los resultados de los frotis exigidos sean negativos); (c) los sementales que
hayan estado en cualquier instalacion donde se haya aislado T. equigenitalis a lo largo de los Ultimos 12 meses;
(d) los sementales que hayan montado una yegua cuyo frotis no ha sido negativo de acuerdo con el Cédigo de
Practicas. Los sementales de “bajo riesgo” son todos aquellos que no se definen como de “alto riesgo”. Existe un
serio problema con la metritis equina contagiosa en estos grupos de caballos, especialmente con los que no
pertenecen a razas de pura sangre.

Los resultados de las pruebas de laboratorio para T. equigenitalis, deberian registrarse mediante un certificado
aprobado oficialmente, que se enviara a los veterinarios y al personal que supervisa la cria. El certificado debe
reflejar el nombre del animal, los lugares y fecha de la recogida de los frotis, el nombre del veterinario que tomé
el frotis, la identidad del laboratorio donde se realizé la prueba, la fecha en que se recibieron y se cultivaron los
frotis por el laboratorio, si los frotis fueron positivos 0 negativos, o si el cultivo se colonizé por otras bacterias, de
manera que el laboratorio no pudo asegurarse de que se podia detectar un pequefio niumero de T. equigenitalis
Yy, por tanto, fue necesaria la recogida de otro grupo de frotis.

Las dificultades propias del cultivo de T. equigenitalis, requieren el empleo de un sistema de control de calidad
gue deberia aprobarse antes de que a un laboratorio se le permita realizar las pruebas oficiales para el
diagnostico de la metritis contagiosa aguda, y extender certificados con los resultados de las pruebas. La labor
del control de calidad deberia llevarse a cabo por un laboratorio de microbiologia experimentado, fiable e
imparcial, autorizado para tal fin, y que no se encuentre implicado en el diagndstico rutinario de la metritis
contagiosa equina. Con intervalos de 6 meses, se deben enviar a los laboratorios que deseen la licencia para
efectuar pruebas con esta bacteria frotis inoculados en cultivos mixtos designados para comprobar la capacidad
de un laboratorio para recuperar e identificar T. equigenitalis en presencia de contaminantes, asi como
protocolos para describir los resultados. Deberia publicarse una lista de aquellos laboratorios que superen
satisfactoriamente el control de calidad en una revista veterinaria que sea leida mayoritariamente por los
veterinarios del pais. Los veterinarios y el personal de las granjas de sementales de pura sangre que supervisan
la cria de yeguas y sementales deberian aceptar solamente los certificados firmados por los laboratorios
aprobados con ese fin.

Cualquier yegua que presente un exudado vaginal anormal, o que vuelva al estro prematuramente, deberia
investigarse y manipularse como si estuviera infectada con T. equigenitalis hasta que los resultados de las
pruebas de laboratorio demuestren lo contrario. Otras causas de endometritis pueden ser debidas a
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus zooepidemicus y cierto tipo de capsulas de Klebsiella pneumoniae. Los
frotis deberian examinarse para poner de manifiesto estas bacterias, y se deberia intentar cultivar e identificar
K. pneumoniae y P. aeruginosa para establecer un diagnostico diferencial.

Si se detectan los portadores de T. equigenitalis, el microorganismo puede eliminarse mediante el tratamiento
con antibidticos sistémicos combinados con lavados con desinfectantes de las membranas genitales expuestas
(). Deberia prestarse una atencion especial a la limpieza de las partes ocultas de los senos y la fosa del clitoris
de las yeguas, donde, frecuentemente, se observa la colonizacion por T. equigenitalis en los animales
portadores. La duracion del tratamiento puede ser de varias semanas y puede necesitarse su repeticion antes de
gue los frotis sean negativos a T. equigenitalis en los sementales y en las yeguas (13). Un numero significativo
de las yeguas portadoras puede ser resistente a varias tandas de tratamientos. Estos animales pueden necesitar
cirugia y ablacién de los senos del clitoris para eliminar el estado de portador.
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Las medidas de control en los paises considerados libres de la infeccion por T. equigenitalis deberian basarse en
el examen de los animales antes de su importacién y/o el periodo de la cuarentena tras la mportacion,
empleando programas de toma de frotis y pruebas basadas fundamentalmente en las que se describen
anteriormente para las poblaciones de cria.

1. ldentificacion del agente (prueba prescrita para el comercio internacional)

En las membranas urogenitales de los caballos pueden encontrarse presentes varias especies de bacterias
como comensales no perjudiciales y pueden interferir con el cultivo de T. equigenitalis. Algunas pueden
encontrarse inicialmente presentes en un ndmero bajo, pero se multiplican en el frotis antes de que este se
cultive. El crecimiento excesivo de estos microorganismos en los medios de cultivo puede enmascarar la
presencia de T. equigenitalis. Los frotis deben depositarse en un medio de transporte con carbon activado, como
el medio de Amies, para absorber los productos inhibidores del metabolismo secundario bacteriano (28). Con el
tiempo el numero de T. equigenitalis de los frotis disminuye, y este efecto es mas acusado a temperaturas
elevadas (24). Los frotis deben mantenerse frios durante el transporte y deben llegar al laboratorio no mas tarde
de 24-48 horas después de su recogida. Los resultados negativos de los frotis sembrados mas de 48 horas
después de haber sido recogidos no son fiables. El tratamiento con antibioticos, sea cual sea la causa, debe
cesar al menos 7 dias antes de la recogida del frotis. La presencia de antibiéticos puede dafiar a T. equigenitalis
de forma subletal, y aunque persiste en las membranas urogenitales, no puede crecer en los medios de
laboratorio.

Cada frotis debe inocularse sobre placas de agar (“chocolate”) al 5% (v/v) producidas mediante el calentamiento
a 70-80°C durante 12 minutos del medio liquido que contiene la sangre. Cuando se enfria a 45-50°C, se afiaden
al medio trimetropim (1 pg/ml), clindamicina (5 pg/ml), y anfotericina B (5 pug/ml), como describen Timoney et al.
(31). La timidina, que inactivara al trimetoprim, esta presente en los medios de cultivo que contiene peptona, por
lo tanto, es importante afiadir sangre de caballo lisada al 5% en esta etapa. La sangre de caballo lisada contiene
fosforilasa de timidina, que inactivara la timidina y por tanto, permitira que el primetoprim produzca su efecto
selectivo. Este es el medio preferido para aislar T. equigenitalis; se ha empleado con éxito para aislar los dos
biotipos de este patdégeno y para impedir el crecimiento de muchas bacterias comensales. Como los inhibidores
pueden prevenir el aislamiento de algunas cepas de T. equigenitalis, los frotis también deberian inocularse sobre
placas con agar (“chocolate”) al 5% con una base enriquecida de peptona suplementada con cisteina (0.83 mM),
sulfito sédico (1.59 mM) y un fungicida (5 pg/ml de anfotericina B). Taylorella equigenitalis crecera en el agar
sangre, pero puede tolerar unas condiciones inferiores a las 6ptimas cuando crece en agar sangre, COmo se
describié anteriormente. Algunos fabricantes! producen una base de agar con peptona cuya calidad se controla
por su capacidad para permitir el crecimiento de T. equigenitalis. La calidad del agar comercial deberia
confirmarse mediante pruebas de laboratorio. Una propiedad importante de todos los medios favorables para el
aislamiento de T. equigenitalis consiste en la ausencia de carbohidratos fermentables. Estos compuestos no
favorecen el crecimiento de T. equigenitalis, pero su fermentacion por otras bacterias inhibe su crecimiento (4,
15). A veces se utiliza un tercer medio que contiene sulfato de estreptomicina (200 pg/ml), ya que algunos
aislamientos de T. equigenitalis son resistentes frente a esta concentracion del antibiotico, lo que sirve para
reducir e nivel de crecimiento de otras bacterias que, por otra parte, podrian ocultar la presencia de pequefias
cantidades de T. equigenitalis (28). Sin embargo, actualmente la cepa aislada mas comun es un biotipo sensible
a la estreptomicina y no se detectara en este medio; consecuentemente, deberia utilizarse solamente junto con
un medio sin estreptomicina. Sin embargo, el crecimiento de otras bacterias, por ejemplo, Proteus mirabilis,
puede ser tan extenso que el laboratorio deberia indicar que no pueden emitir un resultado negativo para la
prueba. En este caso, deben requerirse mas frotis con la esperanza de que el problema no se repita.

Todos los medios de cultivo deben someterse a un control de calidad y deben mantener el crecimiento del
microorganismo sospechoso a partir de un inéculo pequefio antes de utilizarse en muestras sospechosas. La
cepa de referencia de T. equigenitalis también debe cultivarse en paralelo con las muestras de prueba para
asegurar que las condiciones del cultivo son éptimas para el aislamiento del microorganismo.

La naturaleza compleja de T. equigenitalis dificulta su aislamiento. Se han utilizado empleado pruebas realizadas
en manadas de sementales para aumentar la sensibilidad en la deteccion del estado portador como una ayuda
valiosa al examen de los cultivos. La cantidad de Taylorella transportada mecanicamente por los sementales
puede ser muy baja y puede perderse mediante los frotis de cultivo, pero puede ser detectada después de la
multiplicacion en las yeguas cuyas crias han sido examinadas. El uso de las pruebas de la manada como una
herramienta de diagnéstico puede ser especialmente importante en paises que estan considerados libres de la
metritis equina contagiosa.

Ocasionalmente, las membranas urogenitales de los sementales y las yeguas pueden ser colonizadas de
manera persistente por otra bacteria que interfiere con el diagndstico, y serd necesario eliminarla mediante un

1 Por ejemplo, Mast Diagnostics, Mast House, Cerby Road, Bootle, Merseyside L20 1EA, Reino Unido (UK), y Lab M,
Tonley House, Wash lane, Bury BL9 6AU, UK
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lavado y el tratamiento con antibiéticos. La recogida del frotis para el aislamiento de T. equigenitalis no debera
comenzar hasta al menos 7 dias después de que el tratamiento se ha detenido.

La utilizacion del medio Timoney (31), descrito anteriormente, podria superar esta dificultad en la mayoria de los
casos. Es importante resaltar que, junto a cada una de las pruebas diarias, las placas adicionales deben
inocularse con un cultivo de T. equigenitalis para comprobar que cada lote de medio permitira el crecimiento.

Las placas deben incubarse a 35-37°C en una atmésfera del 5-10% (v/v) de CO,, o mediante el uso de una

jarra de anaerobios. Normalmente, se necesitan al menos 72 horas antes de que las colonias de T. equigenitalis
se hagan visibles y, después de ese tiempo, es necesario realizar una inspeccion diaria. La deteccién visual de
las colonias puede llevar hasta 24 dias (35). Es aconsejable un periodo estandar de incubaciéon de 7 dias
después de las primeras 24 horas de incubacion. Las colonias de T. equigenitalis pueden ser de hasta 2-3 mm
de diametro, suaves, con el borde entero, brillantes y amarillo/grisaceas. Los laboratorios deberian estar
informados de que algunos paises requieren el periodo de incubacion prolongado como procedimiento estandar,
y deberian, por lo tanto, establecer, los requisitos concretos para la importacion y/o indicar el periodo de
incubacién en el que se basa la evidencia obtenida en los cultivos.

Taylorella equigenitalis es un bacilo o coco-bacilo Gram-negativo inmovil que a menudo es pleomorfico (hasta
6 um de largo) y puede presentar una tincion bipolar. Es catalasa positiva, fosfatasa positiva y oxidasa positiva
muy fuerte (ver la ref. 5 para encontrar los métodos para determinar las actividades catalasa, fosfatasa y
oxidasa). Por otra parte, es inerte en las pruebas de actividad bioquimica. Si se aisla un microorganismo de
crecimiento lento que cumple la descripcion en cuanto a la morfologia celular y que es oxidasa positivo fuerte,
deberia ensayarse para comprobar su reaccién con un antisuero especifico de T. equigenitalis.

Se han diseflado un numero de pruebas de serotipificacién que varian en cuanto a su complejidad desde la
aglutinacién en porta hasta la inmunofluorescencia indirecta. Cada método tiene sus ventajas e inconvenientes.
La desventaja de la prueba de aglutinacion en porta es que, ocasionalmente, tiene lugar la autoaglutinacion de
los aislamientos; el cultivo, en presencia de atmosfera de CO,, en contraposicion a la jarra de anaerobiosis,

puede reducir la autoaglutinacion (29). Se ha sugerido que la inmunofluorescencia puede emplearse para
identificar los aislados autoaglutinantes; algunos técnicos han descrito reacciones cruzadas con Mannheimia
haemolytica, pero son muy poco frecuentes. Si se sospecha la existencia de una reaccion cruzada, puede ser
necesario repetir la prueba empleando antisuero adsorbido (29). La prueba de inmunofluorescencia puede
mejorarse mediante el empleo de anticuerpos monoclonales, disponibles actualmente?.

El antisuero se produce mediante la vacunacion de conejos con células muertas de T. equigenitalis. Pueden
emplearse distintos regimenes de inmunizacion, oscilando entre aquellos que se utilizaron para producir
antisueros para la tipificacion de Escherichia coli (26), o la inmunizaciéon junto con un adyuvante, como el
adyuvante incompleto de Freund. Se encuentran disponibles comercialmente anticuerpos monoclonales que
permiten una forma muy especifica de deteccion de T. equigenitalis. Deberia utilizarse para la inmunizacion una
cepa estandar, como la NCTC11843. Sin embargo, la consideracién mas importante es la especificidad del
antisuero producido. Deberia aglutinar T. equigenitalis, pero no deberia hacerlo con otras bacterias que podrian
ser cultivadas a partir de las membranas urogenitales del caballo, incluso si su presencia es escasa.
Concretamente, no deberia aglutinar ningin bacilo Gram negativo y oxidasa positivo, como Mannheimia
haemolytica, Actinobacillus equuli, Bordetella bronchiseptica (con la que T. equigenitalis se encuentra
estrechamente relacionado, ver ref. 9), y Pseudomonas aeruginosa. Recientemente se ha aislado en los EE.UU
otra especie de Taylorella, T. asinigenitalis, (17) a partir de un caballo semental en Europa (6). Esta nueva
bacteria recientemente descrita, que no ha sido asociada con la enfermedad que ocurre de forma natural, se
encuentra en el tracto genital de los burros y puede contagias a los burros y a los caballos durante la cépula.
Ademas las colonias poseen una morfologia y unas caracteristicas de cultivo similares, sino idéntica, y los
mismos resultados en las pruebas bioquimicas que los utilizados para confirmar la identidad de T. equigenitalis.
Existe incluso una reaccion cruzada serolégica entre los dos microorganismos. En el National Veterinary
Services Laboratories (NVSL), Ames; lowa, USA%, y en Veterinary Laboratories Agency (VLA), Bury St Edmunds,
United Kingdom?, es posible la diferenciacion entre T. asinigenitalis y T. equigenitalis utilizando la reaccién en
cadena de la polimerasa. (PCR).

Puede adquirirse un sistema de aglutinacion con bolas de latex para la identificacion antigénica de
T. equigenitalis, y se basa en el empleo de anticuerpos policlonales que se preparan utilizando métodos similares
a los descritos anteriormente. Este método se utiliza ampliamente por los laboratorios de analisis rutinario para la
confirmacion de la identidad de las colonias que crecen en el medio selectivo, y que dan una reaccion bioquimica
consistente con T. equigenitalis. Como T.equigenitalis es relativamente diferente antigénicamente, y durante la

2 Institut Pourquier, 326 rue de la Galera, Parc Euromedicine, 34090 Montpelier, France. E-mail: info@institut-pourquier.fr

3 Se puede obtener de National Collection of Type Cultures, Colindale, London, UK.

4 Para mas informacion, contactese con NVSL en NVSL, P.O. Box 844, Ames, lowa 50010, USA. E-mail:
NVSL Concerns@aphis.usda.gov o VLA en VLA, Rougham Hill, Bury St Edmunds, IP33 2RX, UK. E-mail: bury-st-
edmunds@vla.defra.gsi.gov.uk
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produccién del reactivo se adsorben facilmente pequefias cantidades del anticuerpo de reaccion cruzada, la
prueba ha mostrado ser muy especifica y sensible. Deberia insistirse en que esta prueba no diferenciara
necesariamente las cepas de T. equigenitalis de las de T. asinigenitalis.

En Holanda y Japén se ha utilizado un método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar
T. equigenitalis, y se ha comparado con los métodos de cultivo (2, 7, 10). En los correspondientes estudios se
encontré un grado mucho mas alto de deteccion mediante la PCR que en cultivo, incluso entre los caballos
importados de un lugar sin evidencia previa de la infeccion o la enfermedad clinica por T. equigenitalis. Los
autores propusieron que la transferencia se encuentra mucho mas diseminada de lo que previamente se creia, y
que la variacién genética entre las cepas descubiertas recientemente (8, 18) puede relacionarse con las
diferencias de patogenicidad. La PCR también se ha utilizado en el reino Unido (11). Ha sido muy especifica y
capaz de detectar un numero muy pequefio de T. equigenitalis en presencia de un gran nimero de bacterias,
incluyendo la flora contaminante aislada en placas con medio de cultivo inoculadas con muestras del tracto
urogenital equino. Recientemente en Japén se ha evaluado la aplicacion de la técnica de la PCR en el campo
para la erradicacion de la metritis equina contagiosa. Se demostré que la PCR fue mucho mas sensible que el
cultivo para la deteccion en el campo de T. equigenitalis a partir de frotis genitales de caballos (2, 3, 19, 20). En
2004-2005 se desarrolld en el Reino Unido una PCR en tiempo real para utilizarla directamente en frotis
genitales, y se compar6 con los cultivos (34). No hubo una diferencia significativa entre la realizacion de la PCR
directa y el cultivo, pero la PCR tuvo la ventaja afadida de la rapidez del resultado y sirvié para diferenciar a
T. equinenitalis de T. asinigenitalis. Es necesario evaluar esta prometedora técnica de una forma mas amplia y
completa, especialmente para la deteccion del estado de portador en los sementales.

2. Pruebas seroldgicas
Ninguna prueba serolégica descrita hasta la fecha podra por si misma, detectar la infeccién de manera fiable con
vistas al diagnostico y el control. Sin embargo, la prueba de la fijacion del complemento se ha empleado con

éxito como ayuda al cultivo de T. equigenitalis para el andlisis de las yeguas entre los 21 y los 45 dias después
de ser cruzadas con un semental portador sospechoso.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS Y EL MATERIAL DE DIAGNOSTICO

No existen todavia vacunas disponibles que protejan frente a la metritis equina contagiosa o prevengan la
colonizacion por T. equigenitalis.
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CAPITULO 2.5.8.

MUERMO

RESUMEN

El muermo es una enfermedad contagiosa fatal de los caballos, burros y mulas, y es causada por
la infeccion con la bacteria Burkholderia mallei (este nombre ha sustituido recientemente al de
Pseudomonas mallei, y la bacteria se ha clasificado previamente como Pfeifferella, Loefflerella,
Malleomyces o Actinobacillus). La enfermedad provoca ndédulos y ulceraciones en el tracto
respiratorio superior y en los pulmones. También se presenta una forma de la enfermedad que
afecta a la piel y se conoce como “farcy”. El control del muermo requiere ensayos en los casos
clinicos sospechosos, el examen de los équidos aparentemente normales y la eliminacion de los
animales positivos. Se transmite a los humanos, por lo que todo el material infectado o
potencialmente infectado debe manejarse en un laboratorio que cumpla los requisitos para la
Contencidn de los Patégenos del Grupo 3.

Identificacién del agente: Los frotis obtenidos a partir de material fresco pueden revelar la
presencia de bacilos Gram-negativos, no esporulados y no encapsulados. Se ha demostrado la
existencia de una cubierta parecida a una capsula mediante microscopia electrénica. La bacteria
crece de forma aerodbica y prefiere los medios de cultivo que contienen glicerol. A diferencia de las
especies de Pseudomonas, Burkholderia mallei no es movil. Los cobayas son fuertemente
susceptibles, y los machos se utilizan para ensayar la presencia de material potencialmente
infectado. Se administran inyecciones intraperitoneales para intentar provocar la reaccion de
Strauss (orquitis).

Pruebas seroldgicas y de la maleina: La prueba de la maleina es un ensayo clinico sensible y
especifico para detectar el muermo. La maleina, una fraccién proteica del organismo, se inyecta
intradermopalpebralmente o se administra mediante gotas. En los animales infectados el parpado
se hincha de forma clara en 1-2 dias. Los ensayos serolégicos mas precisos y fiables para su
empleo en el diagnéstico son un ensayo de fijaciéon del complemento y un enzimoinmunoensayo.
Recientemente se ha desarrollado en Rusia un ensayo de aglutinacion con rosa de bengala que
sélamente se ha validado en este pais.

Requisitos para las vacunas y los materiales de diagnostico: No existen vacunas.
Actualmente, el derivado proteico purificado de maleina se encuentra disponible comercialmente
en institutos de los Paises Bajos y Rumania (ver nota al pie 1).

A. INTRODUCCION

El muermo es una enfermedad bacteriana con potencial zoonésico conocida desde tiempos antiguos, que afecta
a los perisodactilos o los ungulados con pezufia no partida, y que es causada por la infeccion con la bacteria
Burkholderia mallei (este nombre ha sustituido recientemente al de Pseudomonas mallei (25), y la bacteria se
clasifico previamente como Pfeifferella, Loefflerella, Malleomyces o Actinobacillus). Pueden aparecer brotes de
esta enfermedad en miembros de la familia de los gatos que viven de forma silvestre o en los parques
zoolégicos. Se ha demostrado la existencia de susceptibilidad al muermo en los camellos, 0sos, lobos y perros.
Los carnivoros pueden infectarse mediante ingestion de carne contaminada, pero el ganado vacuno, ovino y
porcino son resistentes (16). La forma aguda del muermo se da con mayor frecuencia en los burros y las mulas,
los cuales sufren de fiebre alta y presentan sintomas respiratorios (orificios nasales hinchados, disnea y
neumonia); la muerte se produce en pocos dias. En los caballos, el muermo sigue generalmente un curso
cronico y los animales pueden sobrevivir durante varios afios. Los casos crénicos y subclinicos “ocultos”
costituyen fuentes peligrosas de infeccion.
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En los orificios nasales de los caballos se desarrollan nédulos inflamados y Ulceras que dan lugar a una
secrecion amarilla pegajosa, acompafiada de un aumento del tamafio de los nddulos linfaticos submaxilares.
Después de la cicatrizacion de las Ulceras, aparecen cicatrices estrelladas. La formacién de abscesos nodulares
en los pulmones se presenta acompafiada de una debilidad progresiva, episodios de fiebre, tos y disnea.
También pueden aparecer diarrea y poliuria. En su forma epitelial (“farcy”), los nédulos linfaticos estan
agrandados y se desarrollan abscesos nodulares (“yemas”) de 0,5 a 2,5 cm, que se ulceran y liberan un pus
amarillo graso. Las secreciones del tracto respiratorio y la piel son infectivas, y, la transmision entre animales,
gue se ve facilitada por el contacto estrecho, tiene lugar mediante inhalacion, ingestion de material contaminado
(p. €. a partir de comederos con alimentos y agua contaminados), o0 mediante inoculacion (p. ej. por medio de un
arnés). El periodo de incubacion dura desde unos pocos dias hasta muchos meses (17).

El muermo es transmisible a los humanos por contacto directo con animales enfermos u objetos infectados. En la
enfermedad aguda sin tratar puede producirse un 95% de mortalidad en tres semanas. Sin embargo es posible la
supervivencia si la persona infectada se trata pronto y de manera agresiva con un terapia antibiética multiple y
sistémica (11, 19). También tiene lugar una forma crénica de la enfermedad con abcesos. Cuando se manejen
animales infectados sospechosos, conocidos, o fomites, deberian tomarse precauciones estrictas para prevenir
la autoinfeccién o la transmision de la bacteria a otros équidos. Las muestras de laboratorio deberian
almacenarse de manera segura, mantenerse frias y transportarse como se indica en el Capitulo 1.1.1. de este
Manual de animales terrestres. Todas las manipulaciones con material potencialmente infectado deben realizarse
en un laboratorio que cumpla los requisitos para la Contencion de los patégenos del Grupo 3, como se indica en
el Apéndice 1.1.6.1 del Capitulo 1.1.6 de este Manual de animales terrestres.

El muermo ha sido erradicado de muchos paises de manera legal, mediante la eliminacion de los animales
infectados y restricciones en la importacion. Persiste en algunos paises asiaticos, africanos y de América del Sur.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

1. Identificacion del agente

Los casos destinados a la investigacion especifica del muermo deberian distinguirse de otras infecciones
cronicas de la mucosa nasal o los senos nasales, y de la papera equina (infeccion con Streptococcus equi),
linfangitis ulcerosa (Corynebacterium pseudotuberculosis), pseudotuberculosis (Yersinia pseudotuberculosis) y
sporotricosis (Sporotrichium spp.) mediante pruebas clinicas. El muermo deberia descartarse definitivamente en
los casos sospechosos de linfangitis epizodtica (debida a Histoplasma farciminosum), con la que presenta
muchas similitudes. En concreto, en los seres humanos el muermo deberia distinguirse de la melioidiosis
(infeccion por B. pseudomallei), que es debida a un organismo con gran parecido a B. mallei (16).

a) Morfologia de Burkholderia mallei

Los organismos son bastante numerosos en los frotis de las lesiones frescas, aunque en las lesiones viejas
son escasos (22). Deberian tefiirse con azul de metileno o con la tincion de Gram. Los organismos son
bacilos Gram—negativos bastante claros, principalmente extracelulares y con los extremos redondeados, de
2-5 um de largo y 0,3-0,8 um de ancho y con inclusiones granulares de varios tamafios; a menudo se tifien
irregularmente y no tienen capsulas ni forman esporas. Mediante microscopia electrénica se ha establecido
la presencia de una cubierta similar a una capsula. Esta capsula estad compuesta por carbohidratos neutros
y sirve para proteger a la célula frente a factores ambientales desfavorables. A diferencia de otros
organismos del grupo Pseudomonas, Burkholderia mallei no tiene flagelos y por tanto no es movil (13). Los
organismos son dificiles de mostrar en secciones de tejido, donde pueden presentar una apariencia globular
(15). En los medios de cultivo varia su apariencia, que depende de la edad del cultivo y el tipo de medio. En
los cultivos viejos existe un pleomorfismo claro. Forman filamentos ramificados en la superficie de los
medios de cultivo.

b) Caracteristicas de cultivo

Es preferible intentar el aislamiento a partir de lesiones no abiertas y sin contaminar (15). El organismo es
aerobico y, opcionalmente, anaerobio solamente en presencia de nitrato (6, 13), creciendo de forma 6ptima
a 37°C (14). Crece bien aunque lentamente en medios de cultivo ordinarios y se recomienda la incubacion
de los cultivos durante 48 horas; el enriquecimiento con glicerol es particularmente Gtil. Después de unos
pocos dias en agar con glicerol se observa un crecimiento confluente con un color ligeramente cremoso, de
aspecto liso, himedo y viscoso. El cultivo se engrosa si la incubacion es prolongada, y se vuelve marrén
oscuro y duro. También crece bien en agar—glicerol-patata y en caldo con glicerol, en los que forma unas
bolitas viscosas. En agar nutritivo,el crecimiento es mucho menos exuberante, y, en gelatina, el crecimiento
es pobre (20).
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<)

d)

a)

Deberian utilizarse aislamientos frescos para las reacciones de identificacion porque pueden surgir
alteraciones en las propiedades de los cultivos in—vitro. B. mallei acidifica ligeramente la leche tornasolada,
y puede producir su coagulacion después de una incubacion larga. El organismo reduce los nitratos.
Aungue algunos investigadores han descrito que la glucosa es el Unico carbohidrato fermentable, otros han
mostrado que si se emplean un medio y un indicador adecuados, B. mallei fermenta consistentemente la
glucosa y otros carbohidratos como la arabinosa, fructosa, galactosa y manosa (5). B. mallei no produce
indol, no hemoliza la sangre de caballo y los cultivos no producen pigmentos difusibles (13). Puede
utilizarse un sistema de ensayo comercial de laboratorio (p. €j. API [Indice de Perfil Analitico]: Analytab
Products, BioMerieux o Biolog [Hayward, California]) para realizar una confirmacién sencilla de que el
organismo pertenece al grupo Pseudomonas. La falta de movilidad tienen entonces una relevancia especial.
Existe un bacteriofago especifico disponible para fagotipar B. mallei (23).

Todos los medios de cultivo preparados deberian someterse a un control de calidad y favorecer el
crecimiento del organismo a partir de un indculo pequefio. La cepa de referencia deberia sembrarse en
paralelo con las muestras sospechosas para asegurar que los ensayos estan funcionando correctamente.

El suplemento de los medios con sustancias que inhiben el crecimiento de organismos Gram positivos
(p. €j. cristal violeta, proflavina) ha resultado ser Gtil en las muestras contaminadas, al igual que el
pretratamiento con penicilina (1.000 unidades/ml durante 3 horas a 37°C) (22). Se ha desarrollado un medio
selectivo (24) compuesto por polimixina E (1.000 unidades), bacitracina (250 unidades) y actidiona (0,25mg)
incorporadas en agar triptona (0,1%), o en agar nutritivo (100 ml), que contiene glicerina (4%), suero de
burro o caballo (10%) y hemoglobina ovina.

Fuera del cuerpo, el organismo presenta poca resistencia frente a la desecacion, el calor, la luz o los
reactivos quimicos, de manera que es poco probable su supervivencia después de dos semanas. Sin
embargo, probablemente puede sobrevivir unos pocos meses en condiciones favorables. Burkholderia
mallei puede permanecer viable en el agua corriente durante al menos 1 mes (20). El cloruro de
benzalconio o “roccal” (1/2.000), hipoclorito sédico (500 ppm como cloro disponible), yodo, cloruro
mercurico en alcohol y el permanganato potasico han demostrado ser muy efectivos para la desinfeccion de
B. mallei (14). Los desinfectantes fendlicos son menos efectivos.

Inoculaciéon en animales de laboratorio

Cuando ha sido necesario se han utilizado cobayas, hamsters y gatos para el diagnostico. Si se considera
inevitable el aislamiento en un animal de laboratorio, el material sospechoso se inocula intraperitonealmente
en un cobaya macho. El material positivo provocara peritonitis severa localizada y orquitis (la reaccién de
Strauss). El nimero de organismos y su virulencia determina la gravedad de las lesiones. Cuando la
muestra de prueba se encuentra fuertemente contaminada, se emplean pasos adicionales (7). La reaccion
de Strauss no es especifica del muermo ya que otros organismos pueden provocarla. El examen
bacteriolégico de los testiculos infectados, deberia confirmar la especificidad de la respuesta obtenida.

Otros métodos

Se han producido avances recientes en la aplicacion de las técnicas de biologia molecular para la deteccion
del muermo. Se ha desarrollado una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion
especifica del ADN de B. mallei (2), y que permite la diferenciacion entre B. mallei y B. pseudomalleil. La
técnica todavia no ha sido validada por completo ni ha conseguido una aceptacion amplia. Sin embargo, la
PCR presenta el potencial de ser un método rapido y seguro para confirmar la infeccion. Los métodos para
distinguir entre B. mallei y B. pseudomallei son muy importantes, ya que dicha distincion no puede
conseguirse con precision con las pruebas seroldgicas actuales.

Pruebas seroldgicas y de la maleina

Prueba de la maleina (prueba prescrita para el comercio internacional)

El derivado proteico purificado (DPP) de la maleina, que se encuentra disponible comercialmente, consiste
en una solucion de fracciones proteicas solubles en agua de B. mallei tratadas con calor. El ensayo
depende de que los caballos infectados sean hipersensibles a la maleina. Los casos clinicos avanzados en
caballos y los casos agudos en los burros y las mulas pueden proporcionar resultados no concluyentes que
necesiten el empleo de métodos adicionales de diagndstico (1).

e  El ensayo intradermoparpebral

Es el ensayo méas sensible, fiable y especifico para detectar perisodactilos o ungulados de pezufia no
partida infectados, y ha desplazado mayoritariamente a los ensayos oftalmico y subcutaneo (3): se inyectan
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b)

intradérmicamente en el parpado inferior 0,1 ml de concentrado DPP de maleina, y la prueba se lee a las
24y 48 horas. La reaccion positiva se caracteriza por una hinchazén edematosa marcada del parpado, y
puede presentarse una secrecion purulenta desde el canthus interno o la conjuntiva. Normalmente, ello
viene acompafiado por un aumento en la temperatura. Normalmente, en una respuesta negativa no existe
reaccion, o solo se observa una ligera hinchazén del parpado inferior.

e  El ensayo oftalmico

Es menos fiable que el ensayo intradermoparpebral. Se depositan unas gotas de maleina sobre el ojo en el
canthus. En un animal infectado se hinchan los parpados y, a veces, un lado de la cara, y puede
presentarse una pequefia secreccion en el ojo. La reaccion puede ocurrir también en el ojo opuesto, aunque
en menor proporcion.

e  El ensayo subcutianeo

Esta prueba interfiere con diagndsticos seroldgicos posteriores, por lo que son preferibles los otros dos
ensayos de la maleina. Ademas, puede que este ensayo no sea aceptable en algunos paises. La
temperatura de los caballos debe encontrarse por debajo de los 38.8°C (104°F) el dia anterior al ensayo, en
el momento de la inyeccion, y 9, 12 y 15 horas después de la inyeccion. Se trasquila un pedazo de piel de
10 cm cuadrados del medio del cuello y se desinfecta; se inyectan subcutaneamente en el centro de la piel
2,5 ml de maleina diluida. En un ensayo positivo, el caballo desarrolla una pirexia de 40°C (120°F) o mas
elevada durante las primeras 15 horas, y, en 24 horas, se desarrolla una hinchazén dolorosa con los bordes
elevados en el sitio de la inyeccién. En los caballos que no padecen muermo la hinchazén local transitoria
no existe o es minima. Los animales dudosos pueden reensayarse después de 14 dias empleando una
dosis doble de maleina.

Prueba de fijacion de complemento (FC) (prueba prescrita para el comercio internacional)

Aunque nos es tan sensible como la prueba de la maleina, la prueba FC constituye un ensayo serol6gico
preciso que se ha empleado durante muchos afios pare el diagnéstico del muermo (3). Se ha descrito que
posee un 90-95% de exactitud, y los sueros son positivos dentro de la primera semana posterior a la
infeccion y siguen siéndolo en caso de exacerbarse el proceso crénico (20).

e  Preparacion del antigeno (10)

i) Se inoculan frascos que contienen infusién de carne mas un 3% de glicerol con un cultivo en fase
exponencial de B. mallei, y se incuban a 37°C durante 8-12 semanas.

ii)  Los cultivos se inactivan exponiendo los frascos a corriente de vapor (100°C) durante 60 minutos.

iii)  El sobrenadante se decanta y se filtra. El filtrado se calienta otra vez mediante exposicion a corriente
de vapor durante 75 minutos en tres dias consecutivos, y se clarifica mediante centrifugacion.

iv)  El producto clarificado se concentra a un décimo de su volumen original mediante evaporacion en un
bafio de agua o vapor.

v)  El antigeno concentrado se envasa en botellas opacas para protegerlo de la luz y se almacena a 4°C.
Se ha demostrado que el antigeno es estable durante al menos 10 afios en forma concentrada.

vi) Se preparan lotes de antigeno diluyendo el antigeno concentrado 1/20 con tampdn salino estéril mas
fenol al 0,5%. El antigeno diluido se dispensa en viales de vidrio opaco y se almacena a 4°C. La
dilucién final de trabajo se determina mediante tiulacion en serie. La dilucion final de trabajo para su
empleo en la prueba de FC se prepara en el momento en que se realiza el ensayo.

El antigeno resultante contiene fundamentalmente lipopolisacarido. Un procedimiento alternativo consiste
en emplear cultivos jovenes, creciendo el organismo en tubos inclinados con agar—glicerol y lavandolos con
suero salino. Se calienta una suspension del cultivo durante 1 hora a 70°C y la suspension bacteriana
tratada con calor se emplea como antigeno. La desventaja de este método de preparacion de antigeno es
que contiene todos los componentes de la célula bacteriana. Deberia comprobarse la inocuidad del
antigeno inoculando placas de agar—sangre.

e  Procedimiento del ensayo (18)

i) El suero se diluye 1/5 en tampdn salino con veronal (acido barbitirico) que contiene gelatina al 0,1%
(VBSG) o DFC (diluyente para fijacion de complemento—disponible en forma de tabletas) sin gelatina.

i) El suero diluido se inactiva durante 30 minutos a 56°C. (El suero de otros équidos distintos al caballo
deberia inactivarse a 63°C durante 30 minutos.)
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c)

d)

i)  Se preparan diluciones medias de los sueros en placas de microtitulacién con fondo redondo.

iv) El complemento del cobaya se diluye en el tampdn escogido (elegido) y se emplean 5 (u
opcionalmente 4) unidades hemoliticas-50% de complemento (HCy).

v) Los sueros, el complemento y el antigeno se mezclan en las placas y se incuban 1 hora a 37°C. (Un
procedimiento aceptable es la incubacion durante toda la noche a 4°C.)

vi) Se afiade una suspensioén al 2% de células rojas de oveja sensibilizadas y lavadas.

vii) Las placas se incuban durante 45 minutos a 37°C, y a continuacion se centrifugan durante 5 minutos a
600 g.

Una muestra que produce un 100% de hemdlisis a la dilucion 1/5 es negativa, 25-75% de hemdlisis es
sospechosa, y la ausencia de hemdlisis (100% de fijacion) es positiva. Desafortunadamente, pueden
producirse falsos positivos, y B. mallei y B. pseudomallei presentan reaccion cruzada y no pueden
diferenciarse mediante serologia (3). Ademas, los caballos sanos pueden dar una reaccién FC de falso
positivo durante un tiempo variable después de un ensayo intradérmico de maleina.

Enzimoinmunoensayos

Se han descrito enzimoinmunoensayos (ELISAs) tanto en placa como en membrana (“blot”) para el
serodiagndstico del muermo, pero ninguno de estos protocolos ha podido diferenciar serolégicamente entre
B. mallei y B. pseudomallei. La aproximacion mediante transferencia (“blotting”) ha supuesto el empleo de
métodos de transferencia tipo “Western” en linea y a partir de muestras separadas
electroforéticamente (8, 21). También se ha desarrollado un ELISA competitivo que utiliza un anticuerpo
monoclonal anti—lipopolisacarido y ha mostrado un rendimiento similar al de la prueba de FC (9). El
desarrollo de anticuerpos monoclonales especificos frente a componentes antigénicos de B. mallei ofrece el
potencial para la consecucion futura de ELISAs mas especificos que ayudaran a resolver resultados
cuestionables en caballos importados sometidos a cuarentena (4, 12). De momento, no se ha validado
ninguna de estas pruebas.

Otras pruebas seroldgicas

Se ha descrito un ELISA de transferencia con avidina—biotina (21), pero todavia no se ha utilizado
extensamente ni se ha validado. El antigeno consiste en un cultivo bacteriano inactivado por calor que ha
sido concentrado y purificado. Se deposita una gota de este antigeno en una tira de nitrocelulosa que se
emplea para detectar anticuerpo frente a B. mallei en el suero equino. Empleando tiras con antigeno y
preblogueadas el ensayo se puede completar en aproximadamente 1 hora. Pueden emplearse suero o
sangre entera para realizar el ensayo, y la hemdlisis parcial no produce ningun color de fondo en la zona
cargada con el antigeno sobre la nitrocelulosa.

Se ha descrito un ensayo de aglutinacion en placa con rosa bengala (RBT) para el diagnéstico del muermo
en caballos y otros animales susceptibles; dicho ensayo sélo ha sido validado en Rusia. El antigeno
consiste en una suspension bacteriana coloreada con rosa de bengala y se emplea en un ensayo de
aglutinacion en placa.

La precision de los ensayos de aglutinacion y precipitina no es adecuada para su empleo en programas de
control. Los caballos con muermo crénico y los de salud debilitada dan lugar a resultados negativos 0 no
concluyentes.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS Y LOS MATERIALES DE DIAGNOSTICO

No existen vacunas disponibles.

El DPP de maleina que se utliza en los ensayos intradermoparpebral y oftalmico es producido
comercialmente por dos institutos?.

El ID-Lelystad ha proporcionado la siguiente informacion sobre los requerimientos para el DPP de maleina.

Institute for Animal Science and Health (ID-Lelystad), Edelhertweg 15, 8219 PH, Lelystad, Paises Bajos, y Min Agr Si
Industr. Institut Die Cercertari Si Biopreparate “Pasteur”, R—7000—-Bucuresti, 77.826 SOS Giulesti Nr 333, Rumania.
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1. Control del inéculo

Se emplean tres cepas de Burkholderia mallei para la produccion de DPP de maleina, la cepa Bogor (originaria
de Indonesia), la cepa Mukteswar (India) y la cepa Zagreb (Yugoslavia). ElI material del in6culo se mantiene
como un concentrado de cultivos congelados. Las cepas se cultivan en agar glicerol a 37°C durante 1-2 dias.
Las cepas pueden pasarse por cobayas para mantener la virulencia y antigenicidad.

2. Método de fabricacion

El medio de Dorset—Henley enriquecido con la adicion de elementos traza se utiliza para la produccion del DPP
de maleina. El medio liquido se inocula con una suspension salina densa de B. mallei crecido en agar glicerol. El
medio de produccién se incuba a 37°C durante aproximadamente 10 semanas. Las bacterias se matan por
corriente de vapor durante 3 horas en un autoclave. El fluido se pasa a través de una capa de algodon para
quitar los grumos de bacterias. El fluido turbio resultante se clarifica mediante filtracion a través de membrana, y
a nueve partes de filtrado se les afiade inmediatamente una parte de acido tricloroacético al 40%. La mezcla se
deja en reposo durante la noche, depositdndose un precipitado parduzco a grisaceo.

El liquido sobrenadante se pipetea y se desecha. El precipitado se centrifuga durante 15 minutos a 2.500 g y la
capa de precipitado se lava tres 0 mas veces en una solucion de NaCl al 5% pH 3, hasta que el pH es de 2,7. El
precipitado lavado se disuelve agitando con un volumen minimo de un solvente alcalino. El fluido es marron
oscuro y deberia conseguirse un pH final de 6,7. El precipitado de maleina tiene que centrifugarse
cuidadosamente y el sobrenadante se diluye con un volumen igual de un tampén glucosado. El contenido en
proteina de este producto se estima mediante el método de Kjeldahl, y se liofiliza una vez dispensado en
ampollas.

3. Control del proceso

Durante el periodo de incubacion se inspeccionan los frascos con frecuencia para observar cualquier signo de
contaminacion, y se desechan los frascos sospechosos. Un crecimiento tipico de cultivos de B. mallei muestra
turbidez, sedimentacion, algun crecimiento en superficie con tendencia al hundimiento, y la formacién de un anillo
llamativo de color ligeramente anaranjado a lo largo del margen sobre la superficie del medio.

4. Control del lote

Cada lote de DPP de maleina se ensaya en cuanto a su esterilidad, inocuidad, presencia de conservantes,
contenido en proteina y potencia.

El ensayo de esterilidad se realiza de acuerdo con las instrucciones de la Farmacopea Europea.

El examen de la inocuidad se lleva a cabo en 5-10 caballos normales y sanos, realizando el ensayo intradermo-
parpebral. La hinchazén resultante deberia ser, apenas detectable y transitoria, sin signo alguno de flujo
conjuntival.

Los preparados que contienen fenol como conservante no deberian contener mas de un 0,5% (w/v) de fenol. El
contenido en proteina no deberia ser menor de 0,95 mg/ml ni mayor de 1,05 mg/ml.

El ensayo de potencia se realiza en cobayas y caballos. Los animales se sensibilizan mediante inoculacion
subcutanea con una suspension concentrada de B. mallei en aceite de parafina o adyuvante de Freund
incompleto e inactivada por calor. En lugar de los caballos también puede utilizarse el ganado vacuno. El lote de
produccién se ensaya in vivo frente a un DPP de maleina estdndar mediante inyeccion intradérmica de dosis de
0,1 ml, de manera completamente aleatoria.

Se miden las distintas superficies con eritema en los cobayas después de 24 horas, y el aumento en el grosor de
la piel en los caballos se mide mediante calibradores. Los resultados se valoran estadisticamente, empleando
métodos estadisticos estandar para ensayos en paralelo.
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CAPITULO 2.5.6.

PIROPLASMOSIS EQUINA

RESUMEN

La piroplasmosis equina o babesiosis es una enfermedad de caballos, mulas, asnos y cebras,
producida por protozoos y transmitida por garrapatas. Los agentes etiolégicos son parasitos de la
sangre llamados Theileria equi y Babesia caballi. Anteriormente Theileria equi se designaba como
Babesia equi. Los animales infectados pueden ser portadores de estos parasitos por mucho tiempo
y actuar como fuentes de infeccion para las garrapatas, que actlian como vectores de transmision.
Los parasitos se localizan dentro de los eritrocitos de los animales infectados.

La introduccién de animales portadores en areas con prevalencia de garrapatas vectoras puede
conducir a una distribucion epizodtica de la enfermedad.

Identificacién del agente: Los caballos infectados se pueden identificar por demostracion de los
parasitos en sangre tefiida o en frotis de 6érganos. Los métodos de tincion tipo Romanovsky, como
el de Giemsa, dan los mejores resultados. El bajo nivel de parasitemia en animales portadores
hace muy dificil la deteccion de parasitos, especialmente en el caso de infecciones por B. caballi,
aunque a veces se pueda demostrar su presencia utilizando una técnica de frotis fuertes de
sangre.

Una caracteristica diagnéstica de la infeccion por B. caballi es la presencia de parejas de
merozoitos unidos por su extremo posterior. Los merozoitos de T. equi presentan una longitud
inferior a 2-3 um, y son redondos o de forma ameboide. Una caracteristica de T. equi es la
disposicién de cuatro parasitos formando una tétrada o “Cruz de Malta”.

Cuando las pruebas seroldgicas proporcionan resultados equivocos, la inoculaciéon de una gran
cantidad de sangre completa por transfusién a un caballo susceptible y esplenectomizado puede
ayudar en el diagnostico. El caballo receptor se observa en cuanto a la aparicién de sintomas
clinicos de la enfermedad y se examinan sus eritrocitos para investigar la presencia de parasitos.
Alternativamente, se deja alimentar una garrapata especifica, que actie como vector, sobre un
animal sospechoso y luego se puede identificar Babesia/Theileria en el vector o mediante la
transmisién por el vector a otro animal susceptible.

Pruebas seroldgicas: La mejor manera de demostrar la infeccibn en animales portadores es
estudiar sus sueros para analizar la presencia de anticuerpos especificos.

En la actualidad, la prueba de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpo (IFI) y los
enzimoinmunoensayos (ELISAs) son las pruebas prescritas para el comercio internacional. La
prueba IFI puede utilizarse para distinguir entre infecciones por T. equi y B. caballi. Los ensayos de
tipo ELISA pueden usarse para detectar anticuerpos frente a ambas especies en caballos
infectados, pero existen reacciones cruzadas entre T. equi y B. caballi, de modo que esta prueba
no puede recomendarse alun como prueba diagnoéstica diferencial. No obstante, parecen ser muy
prometedores los avances recientes con pruebas ELISA de inhibicidn competitiva, utilizando
proteinas recombinantes de los merozoitos de T. equi y B. caballi y anticuerpos monoclonales
contra estas proteinas. La prueba ELISA competitiva puede ser superior a las pruebas de tipo FC,
en especial para detectar animales infectados por largo tiempo donde el titulo de FC ha disminuido
aunque aun son seropositivos por IFI.

Requisitos para las vacunas y los materiales de diagnéstico: No existen productos biolégicos
disponibles.
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A. INTRODUCCION

La piroplasmosis equina o babesiosis es una enfermedad de caballos, mulas, asnos y cebras producida por
protozoos y transmitida por garrapatas. Los agentes etiologicos de la piroplasmosis equina son Theileria equi y
Babesia caballi. Se han identificado 12 especies de garrapatas de tipo ixddico en los géneros Dermacentor,
Rhipicephalus y Hyalomma como vectores horizontales de B. caballi y T. equi, aunque ocho de estas especies
fueron también capaces de transmitir las infecciones por B. caballi transovaricamente (4, 28, 35, 36). Los
animales infectados pueden permanecer como transportadores de estos parasitos sanguineos por largos
periodos de tiempo y actuar como fuentes de la infeccién para las garrapatas que actan como vector.

Estos parasitos se presentan en el sur de Europa, Asia, paises de la Unién de Estados Independientes
(Commonwealth), Africa, Cuba, Sudamérica y América Central, y ciertas partes del sur de los Estados Unidos de
Ameérica. Theileria equi se ha descrito también en Australia (aunque en apariencia nunca se ha establecido en
esta regidn) y se piensa que tiene una distribucion general mas amplia que B. caballi.

Durante el ciclo de vida de Babesia, los merozoitos invaden los eritrocitos (RBCs) y se transforman alli en
trofozoitos (7,29). En esta situacion los trofozoitos crecen y se dividen en dos merozoitos redondos, ovales o
piriformes. Los merozoitos maduros son capaces entonces de infectar nuevos eritrocitos y luego, el proceso de
divisién se repite.

Babesia caballi: en los eritrocitos los merozoitos son piriformes, de 2-5 um de longitud y 1.3-3.0 um de diametro
(20). Los pares de merozoitos unidos por sus extremos terminales son una caracteristica diagnostica propia de la
infeccién por B. caballi (25).

Theileria equi: los merozoitos de este microorganismo son relativamente pequefios, con una longitud menor de
2-3 um, y de forma redonda o ameboide. Se suelen encontrar juntos cuatro parasitos dispuestos en forma de
una tétrada o la llamada “Cruz de Malta”. Esta es una caracteristica propia de T. equi (10).

Se ha demostrado que los esporozoitos inoculados en caballos a través de picadura de garrapata invaden los
linfocitos (32). Los esporozoitos se desarrollan en el citoplasma de estos linfocitos y eventualmente forman
esquizontes semejantes a Theileria. Los merozoitos liberados de estos esquizontes penetran en los eritrocitos.
La posicion taxondmica de T. equi ha sido polémica y tan solo recientemente se ha re-descrito y admitido como
una Theileria (26). Mas evidencia para apoyar una estrecha relacion con especies de Theileria deriva de la
homologia encontrada entre las proteinas de superficie de 30 y 34 kDa de T. equi y las proteinas de tamafo
similar de otras especies de Theileria (15,17). Sin embargo, la comparacion de los genes para el ARN de la
subunidad pequefa ribosomal en varios parasitos de los géneros Babesia, Theileria y Cytauxzoon indica que
T. equi se encuentra en un grupo distinto diferente a los grupos de Babesia y de Theileria (1).

Habitualmente los sintomas clinicos de la piroplasmosis equina no son especificos, y la enfermedad se puede
confundir facilmente con otras enfermedades.

La piroplasmosis se puede presentar en forma hiperaguda, aguda o cronica. Los casos agudos son los mas
comunes, y se caracterizan por fiebre que suele superar los 40°C, apetito reducido y malestar, elevacion del
pulso y de la actividad respiratoria, congestion de las membranas mucosas, y deposiciones fecales mas
pequefias y secas de lo normal.

En los casos subagudos los signos clinicos son similares. Ademas, los animales afectados muestran pérdida de
peso, y la fiebre es a veces intermitente. Las membranas mucosas varian de color rosa palido a rosa, o de
amarillo palido a amarillo fuerte. En las membranas mucosas también se puede apreciar petequias (pequefias
hemorragias superficiales) y/o equimosis (extravasacion sanguinea bajo la mucosa). Los movimientos normales
del intestino pueden estar ligeramente reducidos y los animales pueden mostrar sintomas de un cdlico ligero. A
veces se presenta un ligero hinchamiento edematoso del extremo distal de las patas.

Los casos cronicos presentan sintomas clinicos inespecificos como inapetencia ligera, pobre comportamiento y
un descenso de masa corporal. Por examen rectal el bazo se detecta normalmente agrandado.

Se ha descrito una forma hiperaguda rara en la que los caballos aparecen muertos o moribundos (21).

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

1. Identificacion del agente

Los caballos ya infectados pueden identificarse demostrando los parasitos en frotis teflidos de sangre o de
organos. Los métodos de tincién de tipo Romanovsky, como el de Giemsa, normalmente proporcionan los
mejores resultados (34).
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Los bajos niveles de parasitemia en los animales portadores hacen extremadamente dificil la deteccion de los
parasitos en los frotis, especialmente en el caso de infecciones con B. caballi. Cuando se presentan niveles tan
bajos, los analistas con experiencia pueden a veces detectarlos utilizando una técnica de frotis gruesos de
sangre (23). Se preparan extensiones densas colocando una pequefia gota de sangre (aproximadamente 50 pl)
sobre un porta de vidrio limpio. Esta gota se seca al aire, se fija a 80°C durante 5 minutos, y se tifie con Giemsa
al 5% por 20-30 minutos. A veces es deseable una identificacion precisa de la especie, ya que con frecuencia se
presentan infecciones mixtas de T. equi y de B. caballi.

Como resulta dificil diagnosticar en animales portadores la piroplasmosis equina por deteccion de los parasitos
en sangre, son preferibles los métodos seroldgicos (ver mas adelante). Sin embargo, se pueden encontrar
reacciones falsas negativas o positivas en el desarrollo de las pruebas serolégicas (5, 6, 38). En tales casos,
aunque constituye un ejercicio incobmodo y costoso, la transfusién de sangre completa es una técnica muy Util
para determinar la verdadera situacién. Se transfieren a un caballo susceptible, preferentemente
esplenectomizado, grandes cantidades de sangre completa (500 ml). Este animal se mantiene luego bajo
observacion estrecha para detectar sintomas clinicos de la enfermedad. El diagnéstico se confirma por la
presencia de parasitos en sus eritrocitos.

En una técnica adicional, se deja alimentar sobre un animal sospechoso una garrapata especifica aislada, y la
presencia del microorganismo puede identificarse en la garrapata misma, o mediante la transmision del
microorganismo a otro animal susceptible por medio de la garrapata vector.

Para identificar a los portadores de los parasitos, una alternativa que complementa los métodos anteriores puede
ser el lograr establecer in vitro cultivos duraderos de T. equi y de B. caballi (11, 12, 42, 43). Se han logrado
cultivar parasitos de Babesia caballi de la sangre de dos caballos que dieron negativa la prueba de fijaciéon de
complemento (FC) (12). De modo anélogo, se ha podido cultivar T. equi a partir de caballos que no mostraban
ninguna parasitemia patente al tiempo de iniciacion de los cultivos (42,43).

Se han descrito técnicas moleculares para la deteccién de T. equi y B. caballi (2) que incluyen el uso de una
sonda de ADN marcada con biotina en una prueba basada en la reaccién en cadena de la polimerasa para
detectar T. equi (31).

2. Pruebas seroldgicas

Resulta muy dificil diagnosticar la presencia de los microorganismos en animales portadores por examen
microscopico de los frotis de sangre. Ademas, este sistema no es practico a gran escala. Por consiguiente, se
recomienda el andlisis serologico de los animales como el método preferido de diagnoéstico, en especial cuando
los caballos se destinan a importacion a paises donde no se presenta la enfermedad, pero que esta presente el
vector.

Los sueros se deben recoger y enviar a los laboratorios de diagnéstico siguiendo las especificaciones de dichos
laboratorios. Los caballos para exportacion que hayan sido sometidos a pruebas serolégicas y que estén libres
de la infeccién deben ser mantenidos en ausencia de garrapatas para evitar infecciones accidentales.

En el diagnostico de la piroplasmosis se han utilizado varias técnicas serolégicas, como la prueba de
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpo (IF1), el enzimoinmunoensayo (ELISA) y la prueba FC.

a) Prueba de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpo (prueba ordenada para el mercado
internacional)

La prueba IFI se ha aplicado con éxito en el diagnodstico diferencial de infecciones por T. equi y B. caballi
(22). Los animales portadores no son adecuados para la produccion de antigeno puesto que ya han
producido anticuerpos. Se recoge sangre (unos 15 ml) en 235 ml de solucion salina tamponada con fosfato
(PBS), pH 7,2. Los eritrocitos se lavan tres veces con PBS frio (1.000 g durante 10 minutos a 4°C). El
sobrenadante y la capa celular blanca de leucocitos se eliminan después de cada lavado. Después del
ultimo lavado, los eritrocitos empaquetados en el precipitado después de la centrifugacion se reconstituyen
al volumen normal con una solucién al 4% de la fraccion V de seroalbimina bovina preparada en PBS, es
decir, el volumen de células empaquetadas se considera un 30% del original, de modo que alrededor de un
tercio sean eritrocitos. Si el volumen original era 15 ml, entonces 5 ml de eritrocitos empaquetados + 10 ml
de seroalbumina bovina al 4% en PBS constituyen el antigeno. Después de mezclar bien, el antigeno se
coloca en pocillos preparados sobre un porta excavado mediante una plantila o una jeringa (27).
Alternativamente, las células se pueden extender cuidadosamente sobre portas para microscopio,
cubriendo por completo el porta con una capa uniforme y moderadamente gruesa. Estos portas se dejan
secar, se envuelven en papel suave y se sellan en bolsas de plastico o se envuelven en papel de aluminio,
guardandose a —20°C hasta por 1 afio.
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b)

e  Procedimiento de la prueba
i) Cada muestra de suero se ensaya frente a antigeno de B. caballi y de T. equi,

i)  Antes de uso, los frotis de antigeno se retiran de su lugar de mantenimiento a —20°C y se incuban a
37°C durante 10 minutos.

iii) Los frotis de antigeno se sacan luego de su cubierta protectora y se fijan en acetona con hielo seco
(-20°C) durante 1 minuto. Existen portas comerciales disponibles que estan prefijados.

iv) Si se trata de frotis, se forman cuadriculas sobre el frotis de antigeno con esmalte para ufias o un
medio de montaje de secado rapido (como Cytoseal) (se dibujan 14-21 cuadriculas en total, es decir
2-3 filas de 7 en cada una.

v)  Se diluyen de 1/80 a 1/1280 con PBS los sueros a ensayar y los sueros de control positivo y negativo.
Los sueros de control negativo y positivo se incluyen en cada prueba.

vi) Se aplican los sueros (10 pl de cada uno) a las diluciones apropiadas en los diferentes pocillos o
cuadriculas sobre el frotis de antigeno, se incuba 30 minutos a 37°C, y se lava varias veces con PBS y
una vez con agua.

vi) Se diluye en PBS una inmunoglobulina anti-caballo preparada en conejos y conjugada con
isotiocianato de fluoresceina (este conjugado esta disponible comercialmente) y se aplica al frotis, que
se incuba y se lava luego como antes.

viii) Después de el lavado final, se colocan en cada frotis dos gotas de una solucidon que contiene glicerina
y PBS a partes iguales, y monta con un cubre para observacion microscopica.

ix) Los frotis se examinan luego al microscopio para observar parasitos fluorescentes. Los sueros diluidos
1/80 o mas, que den fluorescencia fuerte, se consideran por lo general positivos, aunque hay que
tener también en cuenta el tipo de fluorescencia que presentan los controles positivos y negativos.

Enzimoinmunoensayo (prueba ordenada para el mercado internacional)

Se ha descrito la produccion de antigenos recombinantes para uso en técnicas ELISA. En Escherichia coli
se ha producido la proteina recombinante (EMA-1) del merozoito de T. equi (18), y también en células de
insectos mediante baculovirus (41). También se ha producido en E. coli como antigeno el producto
recombinante del gen Be 82 de T. equi fusionado con la proteina de la glutation-S-transferasa (9).
Igualmente, en E. coli se ha logrado producir un antigeno de B. caballi relacionado con la proteina del
organulo secretor de estos parasitos (rhoptry) (13,14). Los antigenos recombinantes producidos en E. coli o
por baculovirus presentan la ventaja obvia de eliminar la necesidad de infectar caballos para la produccion
de antigenos, y suponen una fuente légica de antigeno para su distribucion y estandarizacion a nivel
internacional. Estos antigenos recombinantes se han utilizado en métodos ELISA indirectos (13) y en
métodos ELISA de inhibicion competitiva (C-ELISA) (40).

El antigeno EMA-1, y un anticuerpo monoclonal especifico (Mab) que define el epitopo de esta proteina
superficial del merozoito, se han utilizado en ensayos C-ELISA para T. equi (18). Este método evita el
problema de la pureza del antigeno, ya que la especificidad de esta prueba depende solo del Mab
empleado. En la deteccion de anticuerpos frente a T. equi se observé una correlacion del 94% entre las
pruebas C-ELISA y FC. Los sueros que dieron resultados discrepantes se ensayaron en cuanto a su
capacidad para inmunoprecipitar los productos de la traduccién in vitro del ARN mensajero del merozoito de
T. equi marcados radiactivamente con 35S-metionina. Sin embargo, los resultados de la
inmunoprecipitacién con las muestras de suero que fueron negativos en C-ELISA y positivos en FC no
fueron concluyentes. Los datos limitados hasta la fecha parecen sugerir que la prueba C-ELISA es
especifica para T. equi (19). Esta prueba C-ELISA fue también recientemente validada para T. equi en
Marruecos y en Israel, presentando una similitud del 91% y del 95,7%, respectivamente, con la prueba IFI
(30, 33).

Un método C-ELISA similar se ha desarrollado utilizando la proteinal recombinante (RAP-1) de B. caballi,
gue es un componente asociado al organulo secretor (rhoptry), y un Mab que reacciona con un péptido del
epitopo del antigeno de 60 kDa de B. caballi (14). Los resultados de 302 muestras de suero ensayados por
C-ELISA y FC mostraron un 73% de concordancia. De las 72 muestras que fueron FC negativas y C-ELISA
positivas, 49 (el 67%) fueron IFI positivas, mientras que cuatro de cinco muestras que fueron FC positivas y
C-ELISA negativas fueron positivas en la prueba IFI (14).

Se ha descrito un procedimiento para C-ELISA en la piroplasmosis equina y se ha utilizado en estudios
adicionales de validacion (16,20). La aparente especificidad de los ensayos C-ELISA para T. equi y
B. caballi cae dentro del 92,2%-99,5% cuando se utilizan sueros de 1000 caballos que se suponen libres de
piroplasmosis. La sensibilidad diagnostica aparente de ambas pruebas aplicadas a mas de 1.000 caballos
de origen extranjero y de estado infeccioso desconocido originé la deteccion neta de un 1,1% (T. equi) y un
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1,3% (B. caballi) mas de animales seropositivos que por la prueba FC, segun lo confirmado mediante la
prueba IFI por dos observadores independientes. Ocho caballos infectados experimentalmente (cuatro con
T. equi y cuatro con B. caballi) se ensayaron de modo seriado de los 4 a los 90 dias después de la
exposicion. Para la deteccién de los animales infectados, se aprecié de nuevo que ambos ensayos C-
ELISA fueron mas sensibles que la prueba FC; estos resultados se confirmaron por la prueba IFIl. La
seroconversion se detect6 por la prueba C-ELISA tan pronto como por la prueba FC o mas pronto. Ambas
pruebas fueron muy reproducibles pocillo a pocillo, placa a placa y dia a dia, con variaciones globales de
+1,2% vy + 1,6%, para las pruebas de T.equi y B.caballi, respectivamente.

Un ejemplo de procedimiento para C-ELISA se presenta a continuacion.

° Soluciones

Tampoén de revestimiento de antigeno: preparar el volumen necesario de tampdn de revestimiento de
antigeno usando las siguientes cantidades de ingredientes para cada litro: 2.93 g de bicarbonato sodico;
1.59 g de carbonato sddico; suficiente agua ultrapura para disolver lo anterior, y llevar a un volumen de
1 litro con agua ultrapura. Ajustar el pH a 9.6.

Solucién de lavado para C-ELISA (diluyente de alta salinidad): preparar el volumen necesario de solucion
de lavado para C-ELISA usando las siguientes cantidades de ingredientes para cada litro: 29.5 g de cloruro
sédico; 0,22 g de fosfato sodico monobasico; 1,19 g de fosfato sédico dibasico; 2 ml de Tween 20;
suficiente agua ultrapura para disolver lo anterior, y llevar a un volumen de 1 litro con agua ultrapura.
Mezclar bien. Ajustar el pH a 7,4. Esterilizar en autoclave a 121°C.

e  Produccion de antigeno

Un cultivo congelado de células transformadas de E. coli se inocula a una dilucién 1/10,000 en cualquier
medio liquido no selectivo estandar para permitir el crecimiento bacteriano (por ejemplo, caldo de Luria) y
que contenga carbenicilina (100 pg/ml) e isopropil-tiogalactésido (IPTG, 1 mM). Los cutivos se incuban en
un agitador orbital a 200 rpm a 37°C toda la noche. Las células crecidas después de ese periodo se
recogen por centrifugacion (5.000 g por 10 minutos), se lavan con tampoén Tris-HCI 50 mM y acido etilén
diamino tetra-acético (EDTA), pH 8.0, y se colectan de nuevo como antes. (El antigeno esté disponible en
los National Veterinary Services Laboratories, P.O. Box 844, Ames, lowa 50010, USA).

Las células se resuspenden al 10% de su volumen original en el tampén Tris-CIH, al que se afiade 1 mg/ml
de lisozima, y se mantienen en hielo 20 minutos. Luego se afiade el detergente Nonidet P-40 (NP-40) a una
concentracion final del 1% (v/v), se agita con vortex, y se deja la muestra en hielo 10 minutos. El material se
sonica a continuacion con cuatro ciclos de 4 segundos a 100 vatios, en hielo, con intervalos de 2 minutos
entre cada ciclo de sonicacion para evitar el calentamiento de la muestra. El sonicado se centrifuga a
10,000 g por 20 minutos. El sobrenadante que resulta se distribuye en tubos de microcentrifuga en
alicuotas de 0,5 ml y puede conservarse durante afios a —=70°C.

e  Procedimiento de la prueba

i) Se preparan placas de microtitulacion revistiendo los pocillos con 50 pl de antigeno de T.equi o de
B. caballi diluido en tamp6n de revestimiento de antigeno, Se determina la dilucién usada por técnicas
estandar de titulacion seroldgica. La placa se sella con su tapadera, se guarda durante la noche a 4°C
y se congela a —70°C.

ii) La IgG anti-ratdbn marcada con biotina se diluye con agua estéril siguiendo las indicaciones del
fabricante, se guarda a 4°C, y, al tiempo de ser usada, se diluye de nuevo hasta 1/200 con solucion de
lavado para C-ELISA a la que se afade 2% (v/v) de suero equino normal. El conjugado enzimatico
avidina-fosfatasa alcalina se diluye al 1/43 (v/v) en solucion de lavado para C-ELISA, y el substrato
cromogénico para el enzima se mezcla siguiendo las instrucciones del fabricante.

iii) Las placas se descongelan a temperatura ambiente, se decanta la solucion de revestimiento, y se
lavan dos veces con solucion de lavado para C-ELISA.

iv) Se afiade a los pocillos suero de caballo sin diluir (50ul/pocillo). El suero no deberia ser precalentado.
Cada suero se ensaya en pocillos duplicados. Las placas se incuban a 37°C durante 40 minutos en
una cadmara humeda.

v) A continuacion todos los pocillos reciben 50ul/pocillo de liquido peritoneal murino (ascitis) monoclonal
anti-T.equi o anti-B. caballi (Mab se puede obtener de los National Veterinary Services Laboratories,
P.O. Box 844, Ames, lowa 50010, USA). Las placas se incuban 30 minutos a 37°C en una camara
himeda, y luego se lavan 4 veces con solucion de lavado para C-ELISA.
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c)

vi) Se afiade a los pocillos una dilucion de IgG anti-ratbn marcada con biotina (50 pl/pocillo). Las placas
se incuban 20 minutos a 37°C en una cdmara himeda y luego se lavan cuatro veces con solucion de
lavado para C-ELISA.

vii) A todos los pocillos se afiade el conjugado avidina-fosfatasa alcalina (50ul/pocillo). Las placas se
incuban cubiertas durante 15 minutos a temperatura ambiente y luego se lavan cuatro veces con
solucion de lavado para C-ELISA.

viii) Se afade a los pocillos el substrato cromogénico para el enzima (50pl/pocillo), y las placas se incuban
a temperatura ambiente con agitacion durante la aparicion del color.

ix) El desarrollo del color se detiene afiadiendo a todos los pocillos 50ul de solucién de parada con EDTA
(2,5% [p/v] de una solucién de EDTA en agua ultrapura) cuando los pocillos del control de suero
negativo tengan una densidad oOptica de 0,2-0,7 a una longitud de onda de 590 nm (ODgg,).

X)  Las placas se leen a 590 nm. Se calcula la ODg4, media del par de pocillos para cada uno de todos
los sueros. Para que un ensayo sea valido. La ODgq, media del control positivo no debe exceder el
30% de la ODgq, media del control de suero negativo, y los coeficientes de variacion de los sueros
control negativos y positivos no debe superar el 10%.

xi)  Sila ODgq, media de las muestras es menor o igual que la ODgq, del control positivo, el problema se
considera positivo. Si la ODgq, media de las muestras es mayor que la ODgg, del control positivo, el
problema se considera negativo. Si la ODgq, promedio de las muestras esta muy proxima a la del
control positivo, las muestras se pueden catalogar como indeterminadas o sospechosas.

Fijacion de complemento

La prueba de FC es la principalmente utilizada en algunos paises para certificar caballos de importacién
(37). Se dispone de una detallada descripcion de la produccion del antigeno y del procedimiento de la
prueba, como la ofrecida por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) (3, 6, 39).
Debido a que puede que la prueba FC no identifique a todos los animales infectados, especialmente si han
sido tratados, y debido a las reacciones anti-complementarias de algunos sueros, y a la incapacidad para
fijar complemento de la IgG (T) (el principal isotipo de las inmunoglobulinas de los équidos), también se
acepta el uso de la prueba IFI como ensayo de diagnéstico en el mercado internacional. Un ejemplo de
procedimiento para la prueba FC se presenta a continuacion.

) Soluciones

Solucién de Alsever: se prepara 1 litro de solucion de Alsever disolviendo 20,5 g de glucosa; 8,0 g de citrato
sédico; y 4,2 g de cloruro sédico en suficiente cantidad de agua. Se ajusta el pH a 6,1 utilizando &cido
citrico y se ajusta hasta 1 litro con agua destilada. Se esteriliza por filtracion.

Stock de tampdn veronal (5 x): disolver los siguientes componentes en 1 litro de agua destilada: 85,0 g de
glucosa; 3,75 g de 5,5 dietil barbiturato sédico; 1,68 g de cloruro magnésico (MgCl,.6H,0); y 0,28 g de
cloruro calcico. Disolver 5,75 g de acido 5,5 dietil barbitirico en 0,5 litros de agua destilada caliente (casi
hirviendo). Enfriar esta solucién de acido y afadirla a la anterior solucién de sales. Llevar el volumen a
2 litros con agua destilada y guardar a 4°C. Para preparar una solucion de trabajo, afiadir una parte de
solucién stock a cuatro partes de agua destilada. El pH final debe estar entre 7,4y 7,6.

e  Produccién de antigeno

La sangre se obtiene de caballos con alta parasitemia (por ejemplo, 3-7% para B. caballi y 60-85% para
T. equi), y se mezcla con un volumen idéntico de solucion de Alsever como anticoagulante. Cuando los
eritrocitos se han decantado al fondo del recipiente, se retira el sobrenadante que contiene el plasma vy la
solucién de Alsever, y la capa de leucocitos. Los eritrocitos se lavan varias veces con tampon veronal frio y
luego se lisan. El antigeno se recoge del lisado por centrifugacién a 30.900 g durante 30 minutos.

El antigeno recuperado se lava varias veces en tampén veronal frio mediante centrifugacién a 20.000 g por
15 minutos. Se afiade como estabilizador polivinil pirrolidona 40.000 (1-5%[p/v]) y la preparacion se mezcla
bien en un agitador magnético por 30 minutos, se tamiza a través de una doble capa de gasa estéril, se
distribuye en volimenes de 2 ml y se liofiliza. El antigeno se puede conservar a continuacion por debajo de
—50°C durante varios afos.

e  Procedimiento de la prueba

i) Debe comprobarse la especificidad y potencia de cada lote de antigeno frente a antisueros estandar
de especificidad y potencia conocida. Se determinan también las diluciones éptimas del antigeno en
una titulacion primaria por el sistema de tablero de ajedrez o tabla de doble entrada.
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ii)  Los sueros de ensayo se inactivan 30 minutos a 56°C (los sueros de asnhos y mulas se inactivan a
62,5°C durante 35 minutos) y se prueban a diluciones de 1/5 a 1/5120. Para todas las diluciones se
utiliza tampon veronal.

iii) El complemento se prepara y se titula espectrofotométricamente para determinar la dosis hemolitica
media (C"Hg;) (36) y se utiliza en la prueba a valores de 5 veces C'Hy,. El sistema hemolitico consta
de partes iguales de una suspension al 2% de eritrocitos de oveja (RBC) y de tampdn veronal con
5 dosis hemoliticas minimas (MDHSs) de hemolisina (amboceptor) (40). Algunos laboratorios utilizan el
100% de la dosis hemolitica, que da una sensibilidad equivalente.

iv) La prueba se ha adaptado a placas de microtitulacion (8). El volumen total del ensayo es 0,125 ml,
formado por fracciones iguales (0,025 ml) de antigeno, complemento (cinco veces C'Hgj) y suero

diluido. La incubacion se realiza a 37°C por 1 hora.

v) Se afiade una fraccion doble (0,05 ml) del sistema hemolitico y se incuban las placas por otros
45 minutos a 37°C con agitacion después de 20 minutos.

vi) Las placas se centrifugan a 200 g durante 1 minuto antes de proceder a la lectura sobre un espejo.

vii) Se considera como resultado positivo una lisis del 50%, y el titulo es la dilucion mayor de suero que
produce un 50% de lisis. Un titulo de 1/5 se considera como suero positivo. En cada ensayo se debe
incluir un juego completo de controles (sueros positivos y negativos) asi como un control de antigeno
preparado de eritrocitos (RBCs) de un caballo normal (no infectado).

Las muestras que no dan la reaccion del complemento se examinan por la prueba IFl. Los sueros de asno
son frecuentemente negativos para la reaccién del complemento.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS Y LOS MATERIALES DE DIAGNOSTICO

En la actualidad no existen productos bioldgicos disponibles.
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CAPITULO 2.5.7.

RINONEUMONITIS EQUINA

RESUMEN

La rinoneumonitis equina RE es un término colectivo que designa cualquiera de las enfermedades
clinicas agudas y muy infecciosas que pueden ocurrir a consecuencia de la infeccion por uno de
los dos herpesvirus que estan estrechamente relacionados, los herpesvirus equinos 1y 4 (EHV-1
y EHV-4).

La infeccion por EHV-1 o por EHV—-4 se caracteriza por producir una enfermedad primaria del
tracto respiratorio, de gravedad variable, que depende de la edad y del estado inmunolégico del
animal infectado. Las infecciones por EHV-1, en particular, son capaces de progresar mas alla de
la mucosa respiratoria y originar las manifestaciones mas serias de la enfermedad en forma de
aborto, muerte perinatal de los potros, o disfuncién neuroldgica.

Identificacién del agente: El método estandar de identificacién de los herpesvirus causantes de
RE continGa siendo el aislamiento de los virus en el laboratorio a partir de material clinico
adecuado o de necropsias, seguido por la confirmacién seroldgica de su identidad. Los virus se
pueden aislar facilmente en cultivos celulares equinos de muestras nasofaringeas de caballos
tomadas durante el estado febril de la infeccion del tracto respiratorio,de higado, pulmén, bazo, o
timo de fetos abortados y de potros muertos prematuramente, y de la fraccion de leucocitos de la
sangre de animales con enfermedad aguda por EHV-1. La identificacién positiva de aislamientos
virales como EHV-1 o EHV-4 se puede lograr por inmunofluorescencia con anticuerpos
monoclonales especificos para cada tipo.

Se puede hacer un diagnéstico rapido y preliminar del aborto debido a rinoneumonitis por
deteccién del antigeno viral mediante inmunofluorescencia directa en secciones de tejidos
congelados de fetos abortados utilizando un antisuero policlonal conjugado.

Recientemente se han desarrollado métodos sensibles y fiables para la deteccion de EHV-1/4 por
la reaccion en cadena de la polimerasa o por tincion con inmunoperoxidasa, que se pueden usar
como complemento a las técnicas estandar de cultivo de los virus para el diagnostico de la RE.

La demostraciéon post—mortem de las lesiones histopatolégicas caracteristicas de EHV-1 en tejidos
de fetos abortados, en casos de muerte perinatal de potros o en el sistema nervioso central de
animales con afecciones neuroldgicas complementa el diagnéstico de laboratorio de la ER RE.

Pruebas seroldgicas: Debido a que muchos caballos poseen algin nivel de anticuerpos contra
EHV-1/4, la deteccién de la presencia de anticuerpos especificos en el suero procedente de una
muestra Unica de sangre no es suficiente para diagnosticar positivamente un caso reciente y activo
de RE. Para detectar un aumento notable en el titulo de anticuerpos especifico contra los virus, se
deben analizar en paralelo sueros tanto de la forma aguda como de la convaleciente de animales
sospechosos de estar infectados con HEV-1 o HEV—4 mediante fijacion de complemento (FC),
neutralizacion virica o enzimoinmunoensayo.Si so6lo se dispone de sueros de animales
convalecientes, la FC sera la prueba que proporcione mas informacion.

Requisitos para las vacunas y los materiales de diagnostico: Hay tanto vacunas virales vivas
atenuadas como vacunas virales inactivadas comercialmente disponibles que pueden utilizarse
para favorecer el control de la ER. Aunque la vacunacion resulta Util para reducir la incidencia de
abortos en yeguas y para mejorar la gravedad de los sintomas clinicos de la infeccion respiratoria
en caballos jovenes, no deberia considerarse como una practica sustitutiva del cumplimiento
estricto de los principios bien establecidos en las practicas de produccién, que se ha demostrado,
reducen el riesgo de rinoneumonitis. Se recomienda una revacunacion a intervalos frecuentes
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independientemente del tipo de vacuna utilizada, ya que la duracién de la inmunidad inducida por
las vacunas actualmente disponibles es relativamente corta.

Los estandares para la produccion y licencia de las vacunas atenuadas e inactivadas que
contienen EHV se establecen por las pertinentes agencias veterinarias reguladoras en los paises
de produccién y uso de las vacunas. No existe un Unico sistema de estandares para vacunas
contra RE reconocido internacionalmente. Sin embargo, en cada caso, la produccién de la vacuna
se basa en el sistema de un detallado esquema de produccién que emplea una linea celular bien
caracterizada y un lote de inéculo original de virus vacunal que ha sido validado en cuanto a
identidad virica, inocuidad, pureza virica, inmunogenicidad, y ausencia de agentes microbianos
indeseables.

A. INTRODUCCION

La rinoneumonitis equina RE es un término que histéricamente describe una constelacion de distintas
enfermedades en caballos que pueden incluir enfermedades respiratorias, aborto, neumonitis neonatal de los
potros, o mieloencefalopatia (1, 2, 5, 7). Desde hace mas de 60 afios se considera que la enfermedad es un reto
a la industria equina internacional, y esté causada por cualquiera de dos miembros de la familia Herpesviridae,
los herpesvirus 1y 4 (EHV-1 y EHV-4). EHV-1 y EHV-4 son alfaherpesvirus equinos muy préximos con una
identidad en la secuencia nucleotidica de genes homologos individuales del 55% al 84%, e identidad en la
secuencia de aminoacidos entre el 55% y el 96% (13, 14). En todos los paises en los que se mantienen grandes
poblaciones de caballos como parte de la tradicion cultural o de la economia agricola, los dos herpesvirus son
enzooticos. No se ha descrito evidencia alguna de que los dos herpesvirus de la RE supongan riesgos para la
salud humana en personas que trabajan con tales agentes.

Entre caballos susceptibles, la RE es muy contagiosa, con transmision virica entre animales mediante inhalacion
de aerosoles de secreciones respiratorias con virus. El uso extensivo de las vacunas no la ha eliminado las
infecciones por EHV, y las pérdidas econdmicas anuales a nivel mundial a causa de estos patdgenos equinos
son inmensas.

En caballos menores de 3 afios, la ER clinica toma la forma de una enfermedad respiratoria aguda y febril que se
extiende rapidamente a todo el grupo de animales. Los virus infectan y se multiplican en las células epiteliales de
la mucosa respiratoria. Los sintomas de la infeccidon aparecen 2—8 dias después de la exposicion al virus y se
caracterizan por fiebre, inapetencia, depresion y descarga nasal. La gravedad de la enfermedad respiratoria varia
con la edad del caballo y el nivel de inmunidad que resulta de la vacunacién previa o de la exposicion natural.
Son corrientes las infecciones subclinicas con EHV-1/4, incluso en animales jovenes. Aunque la mortalidad es
rara en la RE sin complicaciones y lo normal es la recuperacion completa después de 1-2 semanas, la infeccion
respiratoria es una causa muy frecuente e importante en la interrupcion de las actividades de caballos
mantenidos para aprendizaje, carreras 0 acontecimientos ecuestres competitivos. La inmunidad protectora que
provoca la infeccién es de corta duracion, y los animales convalecientes son susceptibles a la reinfeccion por
EHV-1/4 después de varios meses. Aunque las reinfecciones por los dos herpesvirus causan enfermedades
respiratorias menos graves o clinicamente poco aparentes, los riesgos de aborto y/o de enfermedad del sistema
nervioso central (CNS) no estan eliminados. Los mayores riesgos clinicos planteados por la RE en caballos de
cria, de carreras o de recreo, son las secuelas potenciales de aborto y de trastornos neuronales después de la
infeccion respiratoria por HEV-1.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

1. ldentificacion del agente (3)

Los métodos de diagndstico rapido son importantes debido a que la ER es una enfermedad muy contagiosa y
con potencial para generar brotes 3.explosivos con alta mortalidad y secuelas de aborto y neuroldgicas. Aunque
recientemente se han descrito varias técnicas diagnosticas nuevas Yy rapidas, basadas en el
enzimoinmunoensayo (ELISA), reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), tincion inmunohistolégica con
peroxidasa, o sondas de hibridacion con &cidos nucleicos, su uso suele estar limitado a laboratorios
especializados de referencia, y el método elegido para el diagnéstico de ER en laboratorios diagndsticos de
virologia que manejan continuamente muchas muestras continda siendo la metodologia tradicional del
aislamiento en cultivo celular seguido por la identificacién de los virus aislados. El lograr el aislamiento de EHV—
1/4 en el laboratorio depende del seguimiento estricto de ciertos métodos relativos a la toma de muestras y a su
procesamiento en el laboratorio.
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Toma de muestras

Las mejores muestras para el aislamiento del virus son los exudados nasofaringeos de los caballos en los
estados febriles mas tempranos de la enfermedad respiratoria, y se toman por via nasal mediante frotis del
area nasofaringea con una gasa absorbente de 5 x 5 cm fijada al extremo de un alambre flexible de acero
inoxidable de 50 cm de longitud que esta protegido por un tubo de goma de latex. También se puede utilizar
un dispositivo similar a los escobillones de algoddn con funda usados en los frotis uterinos. Después de la
toma del frotis, la gasa absorbente se separa del alambre y se transporta inmediatamente al laboratorio de
virologia en 3 ml de medio liquido muy frio (pero no helado) (MEM [medio minimo esencial] libre de suero y
con antibiéticos). La infectividad de los virus se puede prolongar por adicién de seroalbimina bovina o
gelatina al 0,1% (p/v),

El examen virologico de tejidos fetales en el caso de aborto sospechoso por EHV tiene mayor eficacia
diagnéstica cuando se lleva a cabo en muestras tomadas asépticamente del higado, los pulmones, el timo y
el bazo. Las muestras tisulares deben transportarse al laboratorio y mantenerse a 4°C hasta su inoculacion
en cultivos de tejidos. Las muestras que no puedan procesarse en unas horas deben guardarse a —70°C.
En los casos ante—-mortem de enfermedad neuroldgica por EHV-1, el virus puede aislarse a menudo de la
fraccion de leucocitos de la sangre de caballos con infeccion aguda o, con menor frecuencia, de la
nasofaringe del animal afectado o animales de compafiia. Para intentar aislar el virus de los leucocitos de la
sangre, se deben transportar de inmediato al laboratorio 20 ml de sangre estéril recogida en citrato, EDTA
(4cido etilén diamino tetra—acético), o heparina como anticoagulante, en hielo pero no congelada. Aunque
ocasionalmente el virus se ha aislado post-mortem en casos de enfermedad neurolégica por EHV-1,
mediante el cultivo de muestras de cerebro y médula espinal, tales intentos de aislamiento suelen ser
infructuosos.

Aislamiento de virus

Para un aislamiento primario eficaz de EHV-1/4 de caballos con enfermedad respiratoria, se deben utilizar
cultivos celulares de origen equino. Tanto EHV-1 como EHV-4 se pueden aislar de muestras
nasofaringeas utilizando células primarias de rifion equino fetal o lineas celulares de fibroblastos equinos
derivados de tejido dérmico (E-Derm) o pulmonar. Como se indicar4 después, EHV-1 también puede
aislarse en otros tipos celulares. El frotis nasofaringeo y sus 3 ml de medio para el transporte se pasan al
cuerpo de una jeringa estéril de 10 ml. Utilizando el émbolo de la jeringa, el liquido se pasa del frotis a un
tubo estéril. Una parte del liquido se filtra luego a través de una unidad de filtracibn compuesta por una
jeringa estéril con un filtro de 0,45 pm y se recoge en un segundo tubo estéril. La filtracion disminuye la
contaminacion bacteriana pero también decrece el titulo del virus. En recipientes para cultivos de tejidos de
25 cm2, se inoculan monocapas celulares de preparacion reciente con 0,5 ml del extracto de frotis
nasofaringeo filtrado, asi como del no filtrado. También pueden utilizarse placas con varios pocillos.
Mediante incubacién a 37°C en una plataforma circular durante 1,5-2 horas, se permite que el virus se una
a la monocapa inoculada. Se deben incubar en paralelo monocapas de células control no inoculadas que
contengan solo medio de transporte estéril.

Al final del periodo de unién, se retira el exceso de inéculo y las monocapas de lavan dos veces con
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) para eliminar el anticuerpo neutralizante que pueda estar
presente en las secreciones nasofaringeas. Los recipientes se incuban a 37°C después de afiadir 5 ml de
medio de mantenimiento suplementado (MEM que contiene 2% se suero fetal bovino [FCS] y el doble de la
concentracion estandar de antibidticos [peniclina, estreptomicina, gentamicina y anfotericina B]). El uso de
muestras como control positivo del virus para validar el procedimiento del aislamiento corre el riesgo de
provocar una eventual contaminacion de las muestras a diagnosticar. El riesgo se puede reducir utilizando
precauciones rutinarias y buenas técnicas de laboratorio, incluyendo el uso de cabinas de bioseguridad,
inoculando los controles positivos después de las muestras a diagnosticar, descontaminando las superficies
de la cabina durante la adsorcion del in6culo y utilizando un control positivo de titulo relativamente bajo. Los
recipientes inoculados deben examinarse a diario en el microscopio para observar la aparicion del efecto
citopatico (ECP) caracteristico de los herpesvirus (redondeamiento focalizado, aumento de la
refractabilidad, y separacion de las células). Los cultivos que después de 1 semana no muestren evidencia
de ECP deben ser pasados a nuevas monocapas celulares recién preparadas utilizando como in6culo
pequefias alicuotas tanto del medio como de las células. Los pases posteriores no suelen ser productivos.

Para el aislamiento de HEV-1 de tejidos de fetos abortados o de casos post-mortem de enfermedad
neurolégica se pueden utilizar varios tipos celulares (por ejemplo, rifion de conejo [RK-13], rifién de
hamster neonato [BHK-21], rifién bovino de Madin—Darby [MDBK], rifidn de cerdo [PK-15], etc.), pero los
cultivos de células de origen equino son més sensibles y deben utilizarse si se desean detectar los casos
infrecuentes de aborto por EHV-4. Para el aislamiento de del virus se utiliza en torno al 10% (p/v) de los
homogenados tisulares del higado, pulmén, timo y bazo (de fetos abortados) o de tejido del CNS (en casos
de enfermedad neuroldgica). Estos se preparan cortando primero, con tijeras de diseccion estériles,
pequefios fragmentos del tejido en cubos de 1 mm en una placa Petri estéril, y macerando luego los trozos
de tejido en medio de cultivo sin suero y con antibiéticos por medio de un triturador mecanico de tejidos (por
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ejemplo, Ten—Broeck o Stomacher). Después de centrifugar a 1.200 g durante 10 minutos, se extrae el
sobrenadante y se inoculan por duplicado 0,5 ml en monocapas celulares contenidas en recipientes de 25
cm?. Después de incubar las células inoculadas a 37°C durante 1.5-2 horas, se eliminan los indculos y se
lavan las monocapas dos veces con PBS. Después de afiadir 5 ml de medio de mantenimiento
suplementado, los recipientes se incuban a 37°C durante 1 semana o hasta que se observe ECP.

El cultivo de leucocitos sanguineos periféricos para detectar la presencia de EHV-1 tiene con frecuencia
éxito en caballos en la fase inicial de los cuadros clinicos que cursan con paralisis. Al llegar al laboratorio de
diagnostico, el tubo con la sangre enfriada, con citrato o heparina como anticoagulante, se mezcla por
inversion y se deja estar 1 hora a temperatura ambiente. Se extrae la capa superior del plasma, rica en
leucocitos, y se centrifuga a 600 g durante 15 minutos. Se decanta el sobrenadante y el precipitado de
leucocitos se resuspende en un pequefio volumen de sobrenadante residual poniendo un instante el tubo
en un vortex. Las células resuspendidas se lavan a continuaciéon dos veces con 10 ml de PBS estéril por
centrifugacién (300 g durante 10 minutos) y resuspension. Después de la ultima centrifugacion, el
precipitado de los leucocitos se resuspende en 1 ml de MEM que contiene 2% de FCS. Luego, se afiaden
por duplicado 0,5 ml de la suspension celular a monocapas de fibroblastos equinos, células equinas fetales
o células RK-3 en recipientes de 25 cm? con 8-10 ml de medio fresco de mantenimiento afiadido. Los
recipientes se incuban a 37°C durante 1 semana; el in6culo no se elimina. Como puede ser dificil detectar
el ECP en presencia del in6culo masivo de leucocitos, cada recipiente con células se congela y descongela
después de 7 dias de incubacion. Finalmente, se transfieren 0,5 ml del extracto acelular del medio de
cultivo de cada recipiente a monocapas celulares recientes. Estas se incuban y observan para ECP durante
al menos 5-6 dias antes de eliminarlas como negativas.

Seroconfirmacion de la identidad del virus

La base para la identificacion de cualquier herpesvirus aislado de muestras de casos sospechosos de ER
es su inmunoreactividad con antisueros especificos. Se puede hacer de forma rapida y simple la
identificacion especifica de un aislamiento como EHV-1 o EHV—4 por deteccién inmunofluorescente del
antigeno virico en los cultivos celulares infectados mediante el uso de anticuerpos monoclonales
especificos de tipo (MAbs), que estan disponibles en los Laboratorios de Referencia de la OIE para
rinoneumonitis. La prueba, que es especifica de tipo y fiable, se puede realizar en una pequefia alicuota de
células infectadas del mismo recipiente inoculado con material clinico o recogido post-mortem. En un
laboratorio que carezca de MAbs se puede confirmar un aislamiento como EHV-1/4 utilizando un antisuero
policlonal especifico de tipo o por PCR (ver seccién B.1.1).

Las monocapas infectadas con el aislamiento se recogen por raspado de los recipientes cuando se
evidencia al menos un 75% de ECP. Las células se sedimentan del medio de cultivo y se resuspenden en
0,5 ml de PBS. Se colocan 50 pl de la suspension celular en dos pocillos de un porta excavado para
microscopia con varios pocillos, se deja secar al aire y se fija con acetona al 100% durante 10 minutos. En
pocillos del mismo porta también se depositan por duplicado suspensiones celulares control (no infectadas,
e infectadas por EHV-1 o por EHV-4). Las células control se pueden preparar de antemano y mantenerse
congeladas en pequefias alicuotas. A un pocillo de cada par se afiade una gota de una dilucién apropiada
de MAb especifico para EHV-1 y al otro de cada par se afiade otra gota de MAb especifico para EHV-4.
Después de 30 minutos de incubacion a 37°C en una camara humeda, se elimina el anticuerpo que no ha
reaccionado con dos lavados de 10 minutos con PBS. Los MAbs unidos al antigeno del virus pueden
detectarse con Ig anti-raton obtenida en cabra conjugada con isotiocianato de fluoresceina (FITC). A cada
pocillo se afiade una gota de conjugado diluido y, después de 30 minutos a 37°C, los pocillos se lavan de
nuevo dos veces con PBS. Las células se examinan en un microscopio de fluorescencia, y la fluorescencia
positiva con el anticuerpo de especificidad apropiada indica el tipo de virus.

Deteccion de virus por inmunofluorescencia directa

La deteccion de antigenos de EHV-1 por inmunofluorescencia directa en muestras de tejido post-mortem
de fetos equinos abortados supone un método indispensable en el laboratorio de diagndstico veterinario
para hacer un rapido diagnéstico preliminar de aborto por herpesvirus (9). Las comparaciones en paralelo
de las técnicas de inmunofluorescencia y de aislamiento en cultivo celular en mas de 100 casos de aborto
equino proporcionan evidencia de que la fiabilidad diagnéstica de la tincion por inmunofluorescencia directa
de tejidos fetales obtenidos en necropsias se aproxima a la del aislamiento de los virus en los mismos
tejidos. En los Estados Unidos de América (EE.UU.), se suministra con este fin a los laboratorios de
diagnostico veterinario un antisuero policlonal especifico y potente contra EHV-1, preparado en cerdo y
conjugado con FITC, a través de los Laboratorios Nacionales de Servicios Veterinarios del Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (USDA). El antisuero presenta reacciones cruzadas con EHV—-4 y por
tanto no es util para el serotipado. Las muestras de reciente diseccién de tejido fetal (en piezas de 5 x 5mm)
(pulmén, higado, timo y bazo) se congelan, se seccionan en un criostato a —20°C, se montan en portas para
microscopia y se fijan con acetona al 100%. Después de secar, las secciones se incuban a 37°C durante 30
minutos en una atmdsfera himeda con una dilucién apropiada de anticuerpo de cerdo conjugado frente a
EHV-1. El exceso de anticuerpo no reaccionante se elimina con dos lavados en PBS vy, a continuacion, las
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e)

secciones de tejido se cubren con un medio de montaje acuoso y un cubreobjetos, y se observa para la
presencia de células fluorescentes que indican la presencia de antigeno de EHV. Cada prueba debe incluir
un control positivo y negativo con secciones de tejidos fetales que se sepa que estan infectados o no
infectados por EHV-1.

Deteccién de virus por tincién con inmunoperoxidasa

Los métodos inmunohistoquimicos de tincion enzimatica (IH) (por ejemplo, con peroxidasa) se han
desarrollado recientemente como procedimientos para detectar antigeno de EHV-1 en tejidos incluidos en
parafina de fetos equinos abortados o de caballos con afeccion neurolégica (12, 19). Tales técnicas
auxiliares de IH para detectar antigeno puede facilitar la identificacién del virus en muestras tisulares
archivadas 0 en casos clinicos en que los métodos tradicionales de laboratorio de deteccién de EHV-1 no
han tenido éxito. La tincion inmunoenziméatica de EHV-1 es particularmente (til para la evaluaciéon
simultdnea de lesiones morfolégicas y la identificacion del agente infeccioso. En cada prueba de
inmunoperoxidasa deben incluirse controles adecuados para considerar tanto la especificidad del método
como la especificidad del anticuerpo.

Deteccién del virus por la reaccién en cadena de la polimerasa

La PCR se puede utilizar para una rapida amplificacion y deteccién diagndstica de los acidos nucleicos del
EHV-1 y 4 en muestras clinicas, tejidos conservados incluidos en parafina o cultivos celulares inoculados
(4, 10, 11, 16,17). Se han disefiado una variedad de cebadores especificos de cada tipo para distinguir
entre la presencia de EHV-1 y EHV—4. La correlacion entre PCR y las técnicas de aislamiento de virus para
el diagnostico de EHV-1 y EHV—4 es elevada (16). El diagndstico de RE por PCR es rapido, sensible, y no
depende de la presencia de virus infecciosos en la muestra clinica. Constituye ahora una parte integral de
la bateria de pruebas diagnésticas para RE disponibles actualmente, cada una con sus propias ventajas y
limitaciones.

Para el diagnostico de infecciones activas por EHV, los métodos de PCR son mas fiables con muestras de
fetos abortados o con frotis nasofaringeos de potros y caballos de un afio; son mas utiles en epizootias
explosivas de abortos o enfermedades del tracto respiratorio en las que una rapida identificacion del virus
puede ser un factor critico para emplear estrategias de control. La interpretacion de la amplificacién de
fragmentos genémicos de EHV-1 o EHV—4 por PCR en tejidos de caballo adulto (nddulos linfaticos,
leucocitos de sangre periférica 0 CNS) se complica por la elevada frecuencia de ADN de EHV-1 y EHV—4
latentes en los linfocitos circulantes y en el ganglio trigémino de dichos animales (18).

Se ha descrito un simple ensayo mdltiple de PCR para la deteccion simultdnea de EHV-1 y EHV—4 (17).
Un protocolo mas sensible para la deteccion de EHV-1 o EHV-4 por PCR semi-secuencial en muestras
clinicas o patolédgicas (secreciones nasales, leucocitos sanguineos, tejidos fetales, etc.) es como sigue (16):

i) Preparacion del ADN molde de las muestras de ensayo: Después de la homogenizacion de las
muestras y la lisis de las células (y de los viriones) en presencia de una sal caotrépica, los acidos
nucleicos se unen selectivamente a gel de silice o resinas catidnicas. Los acidos nucleicos unidos a
estos substratos se purifican por una serie de pasos de lavados rapidos seguidos por su recuperacion
mediante elucion a baja salinidad. Los reactivos para realizar tales pasos de aislamiento rapido de
acidos nucleicos estan disponibles en formatos de varias fuentes comerciales (por ejemplo, High Pure
PCR Template Preparaton Kit, Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, USA; QlAamp DNA Kit,
Qiagen, Valencia, USA).

ii)  Secuencias cebadoras semi—secuenciales especificas para EHV-1 (16):
EHV1-gH-F = 5-AAG-AGG-AGC-ACG-TGT-TGG-AT-3’
EHV1-gH-R = 5-TTG-AAG-GAC-GAA-TAG-GAC-GC-3’
EHV1-gH-RN = 5-AGT-AGG-TCA-GGC-CGA-TGC-TT-3’

iii)  Secuencias cebadoras semi—secuenciales especificas para EHV—4 (16):
EHV4-gB-F = 5-CTG-CTG-TCA-TTA-TGC-AGG-GA-3’
EHV4—gB-R = 5-CGT-CTT —CTC-GAA-GAC-GGG-TA-3’
EHV4-gB-RN = 5-CGC-TAG-TGT-CAT-CAT-CGT-CG-3'

iv) Condiciones de PCR para la primera fase de la amplificacién: El ADN molde de la muestra (5 pl) se
afiade una mezcla de PCR (volumen final de 25 pl) que contiene 1 x tampon de PCR (50 mM de KClI,
10 mM de Tris/HCI, pH 9.0, 0,1% de Tritbn X-100), 200 uM de cada uno de los trifosfatos de
desoxinucledtidos (dNTP), 2,5 mM de MgCl,, 2,0 uM de cada uno de los cebadores externos (EHV1-

gH-F y EHV1-gH-R para deteccion de EHV-1y, en una mezcla de reaccién separada, EHV4-gB-F y
EHV4—gB-R para deteccion de EHV-4) y 0,5 u de ADN polimerasa Taq. Los parametros de ciclacion
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son: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos; 35 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 60°C
durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto; con una extension final a 72°C durante 5 minutos. Se
deben preparar y amplificar mezclas de reaccion separadas que contengan ADN viral conocido o sin
ADN (agua) como controles positivos y negativos.

v) Condiciones de PCR para la segunda fase (semi—secuencial) de la amplificacion: Se afiade medio pl
del producto de la primera amplificacién a una mezcla nueva de PCR (volumen final de 25 pl) que
contiene 1 x tampo6n de PCR, 200 uM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl,, 2,0 uM de cada cebador

(EHV1-gH-F y EHV1-gH-RN para deteccion de EHV-1 y, en una mezcla de reaccion separada,
EHV4—-gB-F y EHV4—gB-RN para detecciéon de EHV-4) y 0,5 u de ADN polimerasa Taq. Los
parametros de ciclacion son: desnaturalizacién inicial a 95°C durante 5 minutos; 35 ciclos de 95°C
durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto; con una extension final a
72°Cdurante 5 minutos.

vi) Analisis en gel de los productos amplificados: Se someten a electroforesis 5 pl de cada uno de los
productos finales amplificados, incluyendo los controles, en un gel de agarosa al 2% en tampén de
recorrido Tris/acetato, junto con un ADN de referencia de 100 pares de bases (pb). El gel se tifie con
bromuro de etidio y se observa en un transiluminador para productos con 287 pb para EHV-1 o
323 pb para EHV-4.

g) Histopatologia

El examen histopatolégico de secciones de muestras de tejidos fijadas con formalina e incluidas en
parafina, procedentes de fetos abortados o de caballos con afecciones neurolégicas, es una parte esencial
del diagnéstico de laboratorio de estas dos manifestaciones clinicas de la RE. En los fetos abortados, las
lesiones patoldgicas de EHV-1 son los tipicos cuerpos de inclusion intranucleares de las infecciones
herpéticas en el epitelio bronquial o en células periféricas de las areas de necrosis hepaticas. La lesién
microscopica caracteristica que se asocia con la neuropatia por EHV-1, aunque no es patognomonica, es
una vasculitis trombética degenerativa de los pequefios vasos sanguineos del cerebro o la médula espinal
(desgarro perivascular e infiltracién por células inflamatorias, proliferacion endotelial y necrosis, y formacion
de trombos).

2. Pruebas serolégicas

Debido a la ubicuidad de los virus causantes de la RE y a la elevada seroprevalencia de los caballos en la mayor
parte del mundo, la demostracion de un titulo negativo de anticuerpos frente a EHV-1/4 por pruebas seroldgicas
en caballos para exportacién no forma parte de las regulaciones veterinarias actuales que tratan de evitar la
extensién de las enfermedades contagiosas en los caballos. No obstante, las pruebas seroldgicas pueden ser un
procedimiento adicional de ayuda en el diagnostico de la RE en caballos. La serodiagnosis de la RE se basa en
la deteccion de aumentos notables en los titulos de anticuerpos en sueros pareados tomados durante las fases
aguda y de convalecencia de la enfermedad. Los resultados de pruebas realizadas con sueros de una toma
individual puntual suelen ser imposibles de interpretar con cierta seguridad. La muestra de suero inicial (fase
aguda) debe tomarse lo antes posible después de la aparicion de los sintomas clinicos, y la segunda muestra de
suero (fase de convalecencia) debe tomarse 3—4 semanas después. En la enfermedad neurolégica por EHV-1
también puede tener valor para la serodiagnosis el tomar muestras del liquido cerebroespinal. Los sueros de la
"fase aguda" de las yeguas después de abortos o de los caballos con enfermedad neurolégica debida a EHV-1
pueden contener ya los titulos méximos de anticuerpo contra EHV-1, sin que haya aumento detectable en el
titulo de sueros recogidos con posterioridad. En estos casos, el aumento de los titulos de anticuerpos contra
EHV-1/4 en muestras de otros miembros de la manada sin sintomatologia clinica, puede proporcionar
informacion util para el diagnostico retrospectivo de RE dentro de la explotacion. . Finalmente, la deteccion
seroldgica de anticuerpos contra EHV-1 en la sangre del corazén, o del cordén umbilical o en otros liquidos de
los fetos equinos puede tener valor diagndstico en los casos raros de fetos abortados como resultado de la
infeccion por EHV-1 que se comportan virol6gicamente como negativos.

Los niveles de anticuerpo contra EHV-1/4 en el suero se pueden determinar mediante pruebas ELISA (8),
pruebas de neutralizacion de los virus (NV) (15), o pruebas de fijacion de complemento (FC) (15). Si la Unica
muestra disponible es un suero de convaleciente, la prueba FC es la méas util para diagnosticar una infeccion
reciente por los herpesvirus, ya que los titulos de anticuerpos fijadores de anticuerpos contra EHV-1/4 se
convierten en negativos a los pocos meses de la recuperacion de la infeccion. La prueba FC con sueros de
caballos con la forma paralitica de la infeccion por EHV—-1 es también (til para hacer el diagnéstico rapido que
se requiere para iniciar las debidas medidas de control de la extensién de esta enfermedad contagiosa. Debido a
que no hay reactivos o técnicas internacionalmente estandarizadas para realizar pruebas serologicas para
detectar anticuerpos frente a EHV-1/4, las determinaciones del titulo de anticuerpos en un mismo suero pueden
ser diferentes de un laboratorio a otro. Ademas, todas las pruebas serolégicas mencionadas detectan
anticuerpos que tienen reacciones cruzadas entre EHV-1 y EHV-4. Sin embargo, la deteccion por cualquiera de
estas pruebas de un aumento de cuatro veces o mas en el titulo de anticuerpos frente a EHV-1 o EHV—4 a lo
largo de la enfermedad es una confirmacién seroldgica de infeccion reciente con uno de los virus. La prueba
ELISA y la de FC tienen la ventaja de que dan resultados rapidos y no requieren servicios de cultivos celulares.
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Recientemente se ha desarrollado un ensayo ELISA especifico de tipo que puede distinguir entre anticuerpos
contra EHV-1 y EHV-4 y que estd comercialmente disponible (6). La prueba de microneutralizacién es un
ensayo seroldgico sensible que se utiliza ampliamente para detectar anticuerpos contra EHV-1/4 y, por tanto, se
describe aqui.

a)

Prueba de neutralizacion de virus

Esta prueba seroldgica se suele hacer en placas de microtitulaciéon de 96 pocillos de fondo plano (grado de
cultivo de tejidos) utilizando una dosis constante de virus y diluciones dobles de sueros equinos de ensayo.
Se requieren al menos dos pocillos duplicados por cada dilucion de cada suero. A lo largo del proceso se
utiliza MEM sin suero como diluyente. Los stocks de virus de titulo conocido se diluyen inmediatamente
antes de uso para contener 100 DICTg, (dosis infectiva media en cultivo de tejidos) en 25 pl. Se dispersan
monocapas de células E-Derm o RK-13 con EDTA/tripsina y se resuspenden a una concentracion de
5 x 105 células /ml. Adviértase que las células RK—13 se pueden utilizar con EHV-1 pero no dan un ECP
claro con EHV-4. En cada ensayo se deben incluir controles positivos y negativos para viabilidad celular,
infectividad virica y prueba de citotoxicidad del suero. Los titulos finales de anticuerpos por neutralizacion
de virus (NV) se calculan determinando el inverso de la dilucion més alta de suero que protege al 100% de
la monocapa celular de la destruccion por el virus en los dos pocillos duplicados.

Un procedimiento adecuado para la prueba es el siguiente:

i) Inactivar los sueros de ensayo y de control durante 30 minutos en un bafio con agua a 56°C.
i)  Afadir 25 pl de MEM sin suero a todos los pocillos de las placas de ensayo de microtitulacion.

iii) Pipetear 25 pl de cada suero de ensayo en pocillos duplicados de las filas A y B de la placa. La
primera fila sirve como control de la citotoxicidad del suero y la segunda como la primera dilucién del
ensayo. Hacer diluciones seriadas dobles de cada suero empezando con la fila B y siguiendo hacia
abajo en la placa por mezcla y transferencia secuencial de 25 pl a cada fila subsiguiente de pocillos.
En cada placa se pueden ensayar seis sueros.

iv) Afadir a cada pocillo 25 pl del stock de virus EHV-1 o EHV-2 convenientemente diluido
(100 DICTg/pocillo) excepto a los de la fila A, que son los pocillos de control de suero para analizar la
citotoxicidad del suero en las células indicadoras. Adviértase que las diluciones finales de suero,
después de la adicion del virus, van de 1/4 a 1/256.

v)  Se deberia incluir una placa control con la titulacion de suero positivo y negativo de caballo de titulo
conocido, el control de células (sin virus), el control de virus (sin suero) y una titulacién de virus para
calcular la cantidad real de virus usado en la prueba.

vi) Incubar las placas 1 hora a 37°C en atmosfera de 5% de CO.,,.

vii) Afadir a cada pocillo 50 pl de la suspension de células E-Derm o RK-13 preparadas
(5 x 10° células/ml) en MEM/10% de FCS.

viii)  Incubar las placas 4-5 dias a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO, en aire.

ix) Examinar las placas microscopicamente para ECP y anotar los resultados en una hoja de trabajo.
Alternativamente, las monocapas celulares se pueden analizar en cuanto a ECP después de fijar y
tefiir del modo siguiente: después de quitar el liquido del cultivo, se sumergen las placas durante
15 minutos en una solucion que contiene 2 mg/ml de cristal violeta, 10% de formalina, 45% de
metanol, y 45% de agua. Luego, lavar las placas vigorosamente bajo un chorro de agua del grifo.

Xx) Los pocillos que contienen monocapas intactas se tifien de azul, mientras que las monocapas
destruidas por el virus no se tifien. Comprobar que los pocillos del control de células, del control
positivo de suero y del control de citotoxicidad del suero, se tifien de azul, que los pocillos del control
de virus y del control negativo de suero no se tifien, y que la cantidad real de virus afiadida a cada
pocillo esta entre 1015 y 1025 TCDI,,. Los pocillos se consideran positivos si permanece intacta el
100% de la monocapa celular. La mayor dilucion de suero que origina neutralizacion completa del
virus (no existe ECP) en los dos pocillos duplicados es el titulo final de dicho suero.

xi)  Se calcula el titulo de neutralizacion para cada suero ensayado, y se comparan los titulos del suero de
la fase aguda y de la fase convaleciente de cada animal para detectar aumentos de 4 veces o
superiores.
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C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS Y LOS MATERIALES DE DIAGNOSTICO

Se dispone de vacunas vivas atenuadas y de vacunas inactivadas como productos autorizados y preparados
para utilizacion comercial como ayuda profilactica en la reduccion de los casos de enfermedad causada por la
infeccion de EHV-1/4. La experiencia clinica ha demostrado que ninguna de las preparaciones de vacuna
suministra un grado absoluto de proteccion contra la ER. Los fabricantes respectivos recomiendan dosis
multiples, con repeticion anual, de las vacunas contra la ER comercializadas en la actualidad, con cronologias
de vacunacion que varian dependiendo de la vacuna en particular.

Las normas sobre la produccion de vacunas veterinarias se presentan en el Capitulo 1.1.7. Principios de
produccién de vacunas veterinarias. Las directrices dadas aqui y en el Capitulo 1.1.7 intentan ser de naturaleza
general y pueden suplementarse con requisitos nacionales y regionales.

Al menos 16 productos se comercializan en la actualidad como vacunas contra la ER por 5 fabricantes de
material veterinario, y cada una contiene combinaciones diferentes de EHV-1, EHV—4, y de los dos subtipos del
virus de la influenza equina.

Las indicaciones clinicas que se indican en el prospecto de uso de las varias vacunas disponibles contra la ER
sefialan enfermedades respiratorias asociadas con herpesvirus, aborto, 0 ambas cosas. Solo cuatro vacunas han
cumplido los requisitos exigidos para demostrar eficacia en cuanto a que suministran proteccion frente al aborto
inducido por herpesvirus como resultado de vacunaciones con éxito y experimentos de desafio en yeguas
prefiadas. Ninguna de las vacunas se ha probado en lo que respecta a su capacidad para evitar la aparicion de
la enfermedad neuroldgica que a veces se asocia con la infeccion por EHV-1.

1. Control del in6culo

a) Caracteristicas y cultivo

El inéculo primario de virus (MSV) o las vacunas contra la RE se deben preparar de cepas de EHV-1 y/o
EHV-4 que hayan sido identificadas de modo positivo e inequivoco mediante pruebas seroldgicas y
genéticas. El inéculo de virus debe propagarse en una linea celular aprobada para produccién de vacunas
equinas por una agencia de control apropiada. Tanto para las preparaciones de indculo original de virus
como de células que se emplean en la produccién de vacunas se debe llevar un historial completo de la
fuente original, el nimero de pases, el medio usado en la propagacién, etc. Se debe demostrar que los
stocks almacenados permanentemente, tanto de MSV como del indculo primario de células (MCS), usados
en la produccion de vacunas, son puros, seguros, y en el caso de MSV, también inmunogénicos. En
general, los pases mas altos permitidos para la produccion de vacunas son el quinto para el MSV y el
vigésimo para MCS. Los resultados de todas las pruebas de control de calidad sobre los in6culos originales
deben guardarse y constituyen parte de la documentacion permanente de la autorizacion.

b) Validacién como vacuna
i) Pureza

Las pruebas de pureza del indculo original incluyen procedimientos obligados que demuestren que los
stoks de inéculo de virus y de células estan libres de bacterias, hongos, micoplasmas y virus
indeseables. Se deben realizar pruebas especiales para confirmar la ausencia del virus de la arteritis
equina, del virus de la anemia infecciosa equina, del virus de la gripe equina, de los herpesvirus
equinos 2 y 5, de rinovirus equinos, de los alfavirus de la encefalomielitis equina, del virus de la diarrea
bovina viral (BVDV- un contaminante frecuente del suero bovino) y del parvovirus porcino (PPV- un
contaminante potencial de la tripsina de cerdo). La comprobacion de la pureza también deberia incluir
la exclusion de la presencia de EHV-1 del MSV de EHV—-4 y viceversa.

i)  Inocuidad

Las muestras de cada lote de MSV que se usen para la preparacidon de vacunas vivas atenuadas
contra la ER deben probarse para inocuidad en caballos susceptibles al virus virulento natural,
incluyendo yeguas prefiadas en los 4 Ultimos meses de gestacion. La inocuidad de la vacuna debe
demostrarse en un "ensayo de inocuidad de campo" en caballos de diferentes edades de tres areas
geograficas distintas. Deberia realizarse por veterinarios independientes utilizando un lote pre—
autorizado de vacuna. Las vacunas con EHV-1 que indican eficacia contra el aborto deben probarse
en cuanto a inocuidad en un nimero significativo de yeguas prefiadas en gestaciébn avanzada
siguiendo la cronologia de vacunacion indicada por el fabricante del producto final de la vacuna.

iii)  Inmunogenicidad

Las pruebas de inmunogenicidad de los stocks del MSV de EHV-1/4 deben realizarse en caballos con
una vacuna experimental de prueba preparada del pase mas alto del MSV permitido para uso en la
produccién de vacunas. La prueba ordenada para determinar la inmunogenicidad del MSV consiste en
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la vacunacion de caballos con bajos titulos frente a EHV-1/4, con la dosis de la vacuna ensayada que
se recomienda en el prospecto del producto final. Se debe obtener una segunda muestra de suero y
comprobar el aumento significativo del titulo de anticuerpos neutralizantes contra el virus, 21 dias
después de la dosis final.

iv)  Eficacia

Una parte importante del proceso de validacion es la capacidad de un lote de vacuna pre—autorizada
contra la ER para provocar, cuando se siguen las recomendaciones del fabricante, un nivel de
proteccion clinica notable en caballos frente a la manifestacion particular de la enfermedad por la
infeccion de EHV-1/4, contra la que se oferta la vacuna. Los datos serolégicos no resultan aceptables
para establecer la eficacia de las vacunas contra la ER. Los estudios de eficacia deben estar
disefiados para asegurar una aleatoriedad apropiada de los animales probados en los grupos tratados,
un analisis ciego de las observaciones clinicas, y el uso de suficientes animales como para permitir
una evaluacion estadistica de la eficacia en la eliminaciéon o reduccién de la enfermedad clinica
especificada. Los estudios deben realizarse en productos de vacuna experimental completamente
formulada (a) que estén producidas de acuerdo con el "Disefio de Produccion”, (b) con la potencia
antigénica minima especificada en el "Disefio de Produccion”, y (c) producida con el pase mas alto de
MSV y MCS que permite el "Disefio de Produccion" aprobado (ver Secciéon C.2.). La eficacia de la
vacuna se demuestra vacunando un minimo de 20 caballos susceptibles a EHV-1/4 que tengan bajos
titulos de anticuerpos neutralizantes, seguido de pruebas de desafio con virus virulento en los caballos
vacunados y en 10 caballos control no vacunados. Se debe mostrar una diferencia significativa en
cuanto a sintomas clinicos de la RE entre los caballos vacunados y los caballos no vacunados del
control. Los trabajos de vacunacion y desafio deben hacerse en un nimero igual de yeguas prefiadas
y analizar los abortos cuando el prospecto de la vacuna indica "para prevencién de" o "como ayuda en
la prevencion de" aborto causado por EHV-1.

2. Método de produccion

Debe reunirse, aprobarse y cumplirse un Disefio de Produccion autorizado por la agencia apropiada que retina
un detallado protocolo de los métodos de produccion que se siguen en la preparacion de vacunas contra la RE.
Los detalles de los métodos de produccién de vacunas contra la RE varian segun el tipo (vivas o inactivadas) y la
composiciéon (EHV-1 solo, EHV-1 y EHV—4, EHV-4 y virus de la gripe equina, etc.) de cada producto individual,
y también segun el fabricante.

3. Control interno

Tanto las células, como los virus, el medio de cultivo, y los aditivos del medio de origen animal que se utilizan
para preparar la produccién de los lotes de vacuna deben proceder de stocks que superen las pruebas
ordenadas en cuando a esterilidad sobre bacterias, hongos y micoplasmas; ausencia de tumorigenicidad; y
ausencia de virus indeseables.

4. Control de los lotes

El contenido de cada lote de produccion de vacuna contra la RE debe superar pruebas de esterilidad, inocuidad
y potencia inmunogénica.

a) Esterilidad

Las muestras de cada lote finalizado de vacuna se analizan para detectar contaminacion por bacterias,
hongos y micoplasmas. También se requieren procedimientos para establecer que las vacunas estan libres
de virus indeseables; tales pruebas deben incluir la inoculacién de cultivos celulares que permitan la
deteccion de los virus equinos mas comunes, asi como técnicas para la deteccion de BVDV y PPV en los
ingredientes de origen animal que se utilizan en la produccion del lote de la vacuna.

b) Inocuidad

Las pruebas para asegurar la inocuidad de cada lote de vacuna contra la RE deben demostrar la
inactivacion completa del virus (en el caso de vacunas inactivadas) asi como un nivel residual del agente
inactivador de los virus que no exceda el limite maximo permitido (por ejemplo, 0,2% en el caso del
formaldehido). También se requieren pruebas de inocuidad en animales de laboratorio.

c¢) Potencia

El control de los lotes en cuanto a potencia antigénica se puede ensayar midiendo la capacidad de
diluciones de la vacuna para proteger a hamsters de las inoculaciones con una dosis letal de virus EHV-1
adaptado a hamsters. Aunque las pruebas de potencia en los lotes de vacunas contra la RE también se
pueden realizar vacunando caballos susceptibles y una posterior estimulaciéon de desafio o por ensayos de
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d)

e)

5.

seroconversion, la nueva disponibilidad de MAbs especificos para el tipo viral ha permitido el desarrollo de
inmunoensayos in vitro para la potencia antigénica que son menos costosos y mas rapidos. El fundamento
de esos ensayos in vitro para la potencia de vacunas contra la RE es la determinacién, mediante el MAb
especifico, de la presencia en cada lote de vacuna de al menos la cantidad minima de antigeno que se
correlaciona con el debido nivel de proteccion (o de tasa de seroconversion) en una prueba estandarizada
de potencia en animales.

Duracién de la inmunidad

No se requieren pruebas para establecer la duracion de la inmunidad frente a EHV-1/4 mediante
inmunizacién con cada lote de vacunas. Los resultados de muchas observaciones indican que la inmunidad
inducida por las vacunas frente a EHV—1/4 no dura més que unos cuantos meses; estas observaciones se
reflejan en la frecuencia de revacunaciones que se recomienda en los prospectos de las vacunas contra la
ER.

Estabilidad

Antes de alcanzar una conclusion sobre la estabilidad de la vacuna se deben ensayar al menos tres lotes
de vacuna respecto a caducidad. Cuando se mantienen a 4°C, los productos de las vacunas inactivadas
suelen conservar su potencia antigénica original durante al menos 1 afio. Las preparaciones liofilizadas de
las vacunas vivas son también estables después de la conservaciéon a 4°C durante 1 afio. Después de la
reconstitucion, las vacunas con virus vivos son inestables y no se pueden conservar sin pérdida de
potencia.

Pruebas sobre el producto final

Antes de su marcaje, empaquetamiento y distribucién comercial, se deben probar por métodos establecidos tres
viales llenos del producto final, seleccionados al azar, en cuanto a ausencia de contaminacién e inocuidad en
pruebas de laboratorio con animales.

a)

b)

Inocuidad

Ver Seccion C.4.b.

Potencia

Ver Secciéon C.4.c.
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CAPITULO 2.10.4.

SARNA

RESUMEN

La sarna es una forma de dermatitis ectoparasitaria desencadenada y mantenida por varias
especies de acaros, y caracterizada por la formacion de costras, alopecia y prurito de la piel. Los
acaros y las garrapatas son una subclase de los Arachnida y estan divididos en dos superordenes,
los Parasitiformes (Mesostigmata) y los Acariformes. Los Acariformes contienen tres érdenes: los
Astigmata (Acaridida, no poseen estigmas), los Prostigmata (Actinedida, poseen estigmas detras el
gnatosoma) y los Oribatida (Cryptostigmata). Todas las principales especies de los acaros de la
sarna se encuentran contenidas dentro de los 6rdenes Astigmata y Prostigmata. El diagndstico de
la sarna en animales domésticos se basa en las manifestaciones clinicas y la demostracién de
acaros o sus estadios de desarrollo en raspados de piel.

Identificacién del agente: La sarna puede ser el resultado de la infestacién por &acaros
astigmatidos, por ejemplo Chorioptes, Knemidokoptes, Notoedres, Otodectes, Psoroptes, y
Sarcoptes o los acaros prostigmatidos, por ejemplo, Cheyletiella, Demodex o Psorobia. Todos los
acaros de la sarna se clasifican por su estructura. Deben consultarse claves ilustradas
especializadas para identificar el organismo causante.

Requisitos para las vacunas y los materiales de diagndéstico: Actualmente no existen vacunas
comerciales disponibles.

A. INTRODUCCION

La sarna es una forma de dermatitis ectoparasitaria desencadenada y mantenida por varias especies de acaros,
y caracterizada por formacion de costras, alopecia y prurito de la piel. Los acaros y las garrapatas constituyen los
Acarina, una subclase de los Arachnida. Dentro de esta subclase los acaros estan a su vez divididos en dos
superordenes: los Parasitiformes y los Acariformes. Los Acariformes contienen tres ordenes: los Astigmata
(acaridida, no poseen estigmas), los Prostigmata (actinedida, poseen estigmas detras del gnatosoma) y los
Oribatida (cryptostigmata) (3). Todas las especies principales de los &caros de la sarna estan contenidas dentro
de los 6rdenes Astigmata y Prostigmata. Astigmata es un grupo bien definido de 4caros de movimiento lento y
débilmente esclerotizados, incluyendo las familias de importancia médica o veterinaria— Sarcoptidae y
Psoroptidae. Prostigmata es el orden de acaros mas heterogéneo, con adultos con tamafio oscilando desde
100 pm hasta 16 mm (21). Incluidos en los Prostigmata se encuentran los Trombiculidae (acaros de la cosecha),
parasitos como larvas pero predadores de vida libre en los estados de ninfa o adulto, y las familias de acaros
propiamente dichas, Psorergatidae (Psorobia [Psorergates] sp.), Demodicidae (Demodex sp.) y Cheyletiellidae
(Cheyletiella sp.) (3).

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

El diagnodstico de la sarna en animales domésticos se basa en las manifestaciones clinicas y la demostracion de
acaros o sus estadios de desarrollo en raspados de piel (19). Deben consultarse claves ilustradas especializadas
para identificar el organismo causante.

1. Identificacion del agente

La sarna puede ser el resultado de la infestacion por acaros astigmatidos, por ejemplo Chorioptes,
Knemidokoptes, Notoedres, Otodectes, Psoroptes, y Sarcoptes, o por los acaros prostigmatidos, por ejemplo
Cheyletiella, Demodex y Psorobia.
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A) Astigmata

Los Astigmata son &caros pequefios de piel fina, generalmente carentes de cubiertas protectoras evidentes. Las
bases de las coxas estan hundidas en el cuerpo y se denominan epimeros cuando se encuentran fuera del
cuerpo y apodemas cuando se encuentran dentro del cuerpo. El empodio es parecido a una pinza y el pedicelo
es pedunculado o sésil. No se encuentran pinzas verdaderas. Los huevos fertilizados emergen a través de una
abertura antero—ventral, la abertura ovipara o genital. La mayoria de las especies con importancia médica o
veterinaria se encuentran en la division Psoroptidia, que agrupa a los Psoroptoidea (Sarcoptidae y Psoroptidae),
los Analgoidea (Knemidokoptidae, Cytoditidae y Laminosoptidae) y los Pyroglyphoidea (Pyroglyphidae). La
divisién Acaridae contiene los acaros de los productos almacenados, que pueden causar sarna transitoria y ser
una fuente importante de alérgenos.

)

Sarcoptidae

Los acaros sarcoptidos (sarcoptiformes) son parasitos obligados, que anidan en la piel de los mamiferos.
Son acaros globosos con la superficie ventral aplanada y la cuticula finamente estriada. Los queliceros
estan adaptados para cortar y pelar.

a)  Sarcoptes scabiei

El acaro (Sarcoptes scabiei) es la causa de la sarna o prurito sarcoptico en humanos y un amplio rango de
mamiferos salvajes y domésticos (tanto carnivoros como herbivoros) en todo el mundo, afectando
generalmente a las partes del cuerpo escasamente pobladas de pelo. El nimero de especies dentro del
género esta aun sujeto a debate. Estudios de poblaciones de acaros Sarcoptes en un amplio rango de
hospedadores han sugerido que solamente existe una especie tipo (Sarcoptes scabiei), con un nimero de
variantes que infestan un amplio rango de hospedadores mamiferos (14). Investigaciones recientes
basadas en el andlisis molecular del gen ITS-2 del ARNr sugieren que el género Sarcoptes es
monoespecifico (37). Los humanos se infestan facilmente, particularmente en condiciones de pobreza o
hacinamiento (35).

Sarcoptes puede ser identificado por su tamafio, y morfologia. El contorno de los acaros adultos es circular
y de aproximadamente 250 um de longitud, aunque cuando se desarrollan los ovarios en la hembra, puede
incrementar su tamafio hasta 300 a 500 um de longitud. La cuticula (tegumento) es estriada, soportando en
el dorso un parche central de plas erectas y estructuras similares a ganchos que disminuye su densidad de
manera posterolateral. Las patas se encuentran desarrolladas débilmente y en ambos sexos los pretarsos
de las patas | y Il soportan pinzas empodiales, pero los aparatos de succion ambulacrales se encuentran
sobre pedicelios largos no segmentados (pedunculos). Los epimeros (apodemas) del primer par de patas
estan fundidos en forma de “Y”. Las patas Ill y IV de la hembra (identificable por la abertura transversal de
deposicion de huevos [oviporo] en el medio de la superficie ventral) son cortas y terminan en ventosas
largas y carecen de pedicelio pedunculado. Se encuentran situadas en la superficie ventral y no son visibles
en perspectiva dorsal. Los machos son mas pequefios y distinguibles por la presencia de un pedicelio
pedunculado en las patas IV, entre las cuales se encuentra un patente aparato genital esclerotizado. Las
ninfas son parecidas a la hembra, aunque mas pequefias y sin oviporo. Las larvas recuerdan a las ninfas,
pero tienen solamente tres pares de patas. Un acaro similar, Trixacarus caviae, se encuentra en cobayas,
pero es mas pequefio y el ano es dorsal. Las reacciones inmunes secundarias pueden producir una
erupcion en sitios alejados del area infestada.

b)  Notoedres spp.

Notoedres también anida en la epidermis del hospedador y es similar a Sarcoptes, pero puede distinguirse
por la ausencia de espinas dorsales y por el ano dorsal. Se han descrito unas 20 especies de Notoedres de
las cuales el 4caro de la sarna del gato, Notoedres cati, presenta interés veterinario, produciendo una sarna
altamente contagiosa e intensamente pruriginosa en los gatos (y a veces en perros y conejos).
Normalmente las infestaciones comienzan en la cabeza del gato, a partir de donde pueden diseminarse.
Notoedres muris se encuentra en ratas y N. musculi en el ratbn doméstico. Notoedres cati es similar a
S. scabiei al presentar en todos los estadios pedicelios largos no segmentados con ventosas terminales en
las patas | y I, y en la pata IV en el macho. Notoedres cati es considerablemente mas pequerio, la hembra
es de 225 um y el macho 150 um. El ano se encuentra localizado sobre la superficie dorsal y no existen
espinas proyectadas, aunque las estrias rompen en un patrén parecido a escamas en posicion dorsal media
y las ventosas macizas sustituyen a las ventosas conicas de S. scabei similares a ganchos.

Analgoidea

Los Analgoidea incluyen 12 especias de los acaros de la sarna Knemidokoptes (Knemidokoptidae), el acaro
del saco aéreo de las aves de corral (Cytodites nudus: Cytoditidae) y los Laminosoptidae, representados
por Laminosoptes cysticola, que infesta el tejido celular subcutaneo de pavos y pollos.
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a)  Knemidokoptes sp.

Tres especies de Knemidokoptes son importantes en veterinaria: K. mutans, que infesta la epidermis de las
patas de las aves de corral (causando la “pata descamada”), K. gallinae (Neoknemidokoptes gallinae,
Mesoknemidokoptes laevis gallinae), el “acaro desplumante”, que infesta la piel de las aves de corral cerca
de la base de las plumas, y K. pilae que infesta los barrotes de la jaula y los pajaros (causando la “cara
escamosa”). Los Knemidokoptes hembra tienen 400 um de largo, y las escamas dorsales, si estan
presentes, son débiles e irregulares. Knemidokoptes gallinae (Mesoknemidokoptes) no tiene ninguna
escama (3). En la superficie dorsal media anterior estan presentes dos bandas esclerotizadas, casi
paralelas, y conectadas en posicion posterior por una banda transversal poco desarrollada. En el macho,
los epimeros (apodemas) del primer par de patas estan unidos en forma de “Y”, y en la hembra, los
epimeros (apodemos) estan unidos en forma de “U”. Todas las patas de los machos y las larvas tienen
almohadillas pedunculadas, pero se encuentran ausentes en el estado de ninfa y en las hembras. El ano
esta situado en posicion terminal. La hembra es vivipara y existen dos estados de ninfa y uno de larva.

Psoroptidae

Los miembros de la familia Psoroptidae son acaros ovales, parasitos de la piel de los mamiferos, que no
anidan dentro de la piel. La cuticula (tequmento) es estriada, las patas Ill y IV son habitualmente visibles
desde arriba, los epimeros (apodemas) de la pata | no estan fusionados, y no existen ventosas verticales en
el prodosoma. El macho posee aparatos succionadores adanales prominentes que se acoplan con los
tubérculos copuladores de la tritoninfa hembra (“hembra pubescente”). El oviporo invertido con forma de U
sobresale en la regién ventral de la hembra, y es posterior a la pata Il. Tres géneros tienen importancia
veterinaria: Psoroptes, Chorioptes y Otodectes.

a)  Psoroptes spp.

Los Psoroptes spp. tienen patas fuertemente desarrolladas que portan, en todas las fases, ventosas con
forma de embudo sobre pedicelios largos trisegmentados. La hembra es de color blanco perla y tiene
750 um de longitud. ElI macho tiene un par de l6bulos opistosomales y un par de aparatos copuladores. Los
acaros Psoroptes causan una dermatitis debilitante que acarrea pérdida de lana/pelo y formaciéon de una
costra con prurito. Se reconocen cinco especies de Psoroptes (33): Psoroptes ovis, un acaro del cuerpo que
causa sarna en ovejas, ganado vacuno y caballos, P. equi, un acaro del cuerpo de los équidos,
P. natalensis, un acaro del cuerpo de ganado vacuno y caballos, P. cuniculi, el acaro del oido de los
conejos, cabras, caballos y ovejas, y P. cervinus, un acaro del oido del muflén de las Rocosas, alce y wapiti.
Una sexta especie no validada es P. auchinae, un acaro del oido de los camélidos del Nuevo Mundo.
Psoroptes natalensis y P. equi se pueden distinguir morfolégicamente por la longitud de la cuarta ventosa
opistosomal (LsOOS) del macho (33). En P. natalensis la ventosa es espatulada, igual que el L4,OOS mas
corto del macho de P. cervinus (22). Es dificil separar P. ovis y P. cuniculi por su morfologia. Igual que en el
género Sarcoptes, el nimero de especies en el género Psoroptes esta sujeto a debate (25). P. ovis y
P. cuniculi pueden ser variantes de la misma especie (4).

b)  Chorioptes

Las patas de los acaros Chorioptes poseen ambulacras amplias con forma de cuenco que nacen sobre
pedicelios muy cortos no segmentados, excepto sobre las patas Il de la hembra, que finalizan en dos setas
largas. Los C. bovis hembras son méas pequefios que Psoroptes, y tienen 400 um de largo. El macho de C.
bovis tiene pedicelios en los cuatro pares de patas, un par de I6bulos opistosomales cuadrados a
rectangulares, y un par de ventosas copuladoras en posicion anterior. Los I6bulos opistosomales portan dos
pelos espatulados (parecidos a palas), junto con tres ventosas normales de longitud variable. Las partes de
la boca son amplias y redondeadas, adaptadas para masticar. C. bovis infesta ganado vacuno, cabras,
caballos, ovejas, camélidos y conejos, y C. texanus ha sido encontrado en cabras, renos y ganado vacuno
(28, 32). Una tercera especie, C. panda, ha sido encontrada infestando el Panda Gigante (15). Los I6bulos
opistosomales de C. texanus tienen un perfil mas triangular que C. bovis y la pareja de cerdas
opistosomales espatuladas son mucho més largas. C. texanus habita generalmente las partes bajas de la
pata en cabras, caballos y camellos, de la misma forma que C. bovis en las ovejas, aunque en el Ultimo
caso también puede encontrarse infestado el escroto, lo que ha sido relacionado con infertilidad en los
carneros. En el ganado vacuno la sarna corioptica se manifiesta cominmente en la base de la cola, el
perineo y la parte trasera de la ubre. El acaro se alimenta en la superficie externa de la piel causando
inflamacion, exudacién y formacion de costra. Las infestaciones fuertes pueden ocasionar enfermedad, lo
que puede conducir a la emaciacién y dafio en las pieles (35).

c) Otodectes

Los machos de Otodectes son similares a Chorioptes, aunque los I6bulos opistosomales son mucho menos
visibles, los aparatos copuladores se encuentran presentes y los pelos son menos espatulados. Los
epimeros que se extienden desde las bases de las patas | y Il se encuentran unidos. El macho posee
ambulacras amplias con forma de cuenco que nacen sobre pedicelios muy cortos no segmentados en todas
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B)

las patas, pero solamente las patas | y Il de la hembra tienen pedicelios y ambulacros. Las patas Il de la
hembra terminan en dos ventosas largas y las patas IV son cortas (3). Otodectes cynotis se encuentra en
los oidos (y ocasionalmente en otras partes del cuerpo), causando otitis parasitaria en perros domésticos,
gatos, zorros y hurones junto con un otros carnivoros silvestres (34). Otodectes cynotis se alimenta en la
superficie externa de la piel causando inflamacién y exudacion. Una exudacion excesiva puede conducir a
eczema humedo sobre las superficies de piel adyacentes. La membrana timpéanica puede perforarse y se
puede desarrollar otitis media y signos nerviosos (por ejemplo convulsiones).

Acaros astigmados de vida libre

Los acaros astigmatidos de vida libre (“en el forraje”) pueden encontrarse en gran nimero en alimentos
almacenados, cereales, alimento de aves de corral, etc. Su ingestion puede conducir a trastornos
gastrointestinales. Los acaros también pueden ser causa de sarna accidental en mamiferos a través del
contacto con el material antigénico presente en el alimento infestado o en el ambiente. Los trabajadores que
manejan alimento almacenado infestado pueden desarrollar reacciones frente a los acaros y sufrir de
prurito, dermatitis, rinitis 0 asma (35). La causa de la respuesta no ha sido establecida pero se asume que
es alérgica o debida a mordeduras. La caracteristica mas obvia de los acaros del forraje mas comunes
(Acaridae) es la posesion de muchos “pelos”, los cuales son mas largos que los de las formas parasitarias,
y pueden ser simples, ramificados o espatulados. A menudo en algunos géneros (por ejemplo Glycyphagus)
los pelos posteriores llegan a enredarse en los desechos. Acarus siro, probablemente el mas comun de
estos acaros, tiene pelos méas cortos.

Prostigmata

Los acaros prostigmatidos se encuentran débilmente esclerotizados, y cuando existe un sistema respiratorio los
estigmas se abren sobre el gnatosoma o la parte anterior del propodosoma. Los palpos se encuentran
normalmente libres y altamente desarrollados, bien como cierres con forma de pinza u 6rganos sensoriales.
Normalmente los queliceros estan modificados para perforar (3, 35). Se encuentran incluidos en los Prostigmata
los Trombiculidae (acaros de la cosecha o “chigger”), parasitos como larvas, aunque predadores de vida libre en
los estados de ninfa y adulto, y las familias de acaros de la sarna propiamente dichas Psorergatidae (Psorobia
[Psoreregates] sp.), Demodicidae (Demodex sp.) y Cheyletiellidae (Cheyletiella sp.) (3).

i)

-
~

Psorobia (Psorergates) spp.

Se han aislado dos especies de Psorobia a partir de animales domésticos y una especie en animales de
laboratorio: P. bos, el “paréasito benigno” de ganado vacuno, P. ovis, la especie mas importante que se
encuentra en la oveja Merina, y Psorergates simplex (Psoreregates muricola) a partir de animales de
laboratorio (3). Las larvas de Psorobia salen del huevo con las patas cortas, y se vuelven progresivamente
maés grandes en cada una de las tres mudas de la ninfa, mientras que durante el estado adulto las patas se
encuentran bien desarrolladas y los acaros son maviles. Los adultos de ambos sexos son muy pequefios
(200 um), y se pueden reconocer por las patas colocadas radialmente alrededor de un cuerpo mas o menos
circular. Cada pata tiene sobre cada fémur una espina curvada hacia dentro. La mayoria de los acaros se
encuentran bajo el extracto corneo y en las capas superficiales de la piel de los costados, flancos y muslos
del hospedador, alimentdndose del liquido exudado. El area infestada se encuentra seca y sucia, las fibras
de lana se rompen facilmente, y la lana restante se junta en forma de mechones rotos. La irritacién provoca
que las ovejas se froten, golpeen el area afectada y mastiquen su lana, lo que resulta en el “trastorno de los
mechones” y la pérdida de valor de la lana.

Cheyletiella spp.

Los Cheyletiella (4caros de la piel) son acaros grandes (385 um) con pinzas palpales grandes curvadas y
un peritremo respiratorio o estoma visible en las bases de los queliceros con forma de “M”. Cheyletiella es
un pardsito obligado, que habita en la capa de queratina de la epidermis. Los acaros se desarrollan
rdpidamente, dando lugar al término “caspa andante”. Tres especies tienen importancia veterinaria,
causando dermatitis benigna no supurativa en mamiferos y dermatitis transitoria en humanos:
C. parasitovorax se encuentra en gatos, la regidon escapular de los conejos, y ocasionalmente en humanos,
C. yasguri origina una infestacién altamente infecciosa de los cachorros (con los perros adultos como
portadores), y C. blakei causa una dermatitis leve en gatos. Cheyletiella parasitovorax tiene un érgano
sensorial oval (con forma de pala) o seta (solenidio) sobre el pliegue de la primera pata, mientras que el de
C. yasguri estéa dividido apicalmente (con forma de corazén) (3).

Demodex spp.

Los Demodex se reconocen facilmente por su forma anular y vermiforme (“parecida a un gusano”), pero
pueden ser pasados por alto debido a su pequefio tamafio de 100—-400 um. Demodex habita en los foliculos
capilares y las glandulas sebaceas y meibomianas de la piel de un gran nimero de mamiferos domésticos y
silvestres, incluidos los humanos. Los machos de Demodex viven cerca o en la superficie de la piel y las
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hembras en los foliculos. Se encuentran distintas especies en diferentes hospedadores, y se puede
encontrar mas de una especie en el mismo hospedador, por ejemplo D. folliculorum y D. brevis en humanos
(12). La sarna demodécica tiene gran importancia en perros (especialmente en razas de pelo corto), cabras
y cerdos, y es menos importante en ganado vacuno, caballos, ovejas y gatos. Normalmente no existe
irritacion o estados patolégicos, pero en algunos individuos la cantidad y propagacion de los acaros del
hospedador aumenta hasta convertirse en una demodicosis clinica. En el ganado se manifiesta como
nédulos planos en la piel con un aumento masivo de las glandulas sebaceas que contienen una gran
cantidad de acaros de Demodex. Las infestaciones en los perros pueden hacerse generalizadas como una
forma escamosa, asociada con pérdida de pelo y engrosamiento de la piel. La demodecosis pustular es la
forma mas grave en los perros y se encuentra complicada por infecciones bacterianas secundarias. El
diagnéstico de la demodicosis depende de la recuperacién de acaros a partir de raspados profundos de la
piel. Los acaros se pueden identificar facilmente como Demodex, aunque se necesitan claves
especializadas para la identificacién de la especie (23).

2. Diagnostico de la escabiosis o sarna

El diagnéstico definitivo de la escabiosis o sarna debe basarse en la recuperacion e identificacién del acaro a
partir de los hospedadores afectados. El examen visual de una lesiéon sospechosa de sarna puede revelar los
acaros mas grandes (por ejemplo Psoroptes), pero en la mayoria de los casos es necesario tomar raspados de
piel a partir del borde de las lesiones visibles. Se deben consultar claves especializadas para identificar el
organismo causante (3).

Un indicio de la presencia de acaros de Psoroptes es la respuesta del hospedador al arafiado o frotado de la piel
afectada por parte del operario, al responder mediante un reflejo de mordisco y/o rasgufio contra si mismo. El
ejercicio forzado seguido de trote incrementara el calor corporal y la absorcién percutanea asociada de antigenos
firritantes del acaro, provocando la manifestacion de signos clinicos. Los raspados de piel se recogen a partir del
area afectada. Cuando se diagnostica escabiosis sarcéptica hay que recordar que la distribucion de la erupcion
no tiene relacion con la distribucion de los acaros. La lana o el pelo deben ser esquilados (y almacenados para el
diagnostico diferencial de otros ectoparasitos o micosis). El area seleccionada para raspar debe ser la parte
himeda del borde de la lesion. Si se sospecha sarna sarcéptica, el raspado se debe tomar a partir del area sin
pelo o donde se observen prurito o granos. En la sarna psoréptica de las ovejas (costra de las ovejas) el area
seleccionada es el borde de la lesién en progresion, pero se pueden recoger raspados a partir de cualquier parte
de la lesion en infestaciones por Psoroptes en conejos o ganado vacuno. En general, para los acaros que viven
en la superficie de la piel (por ejemplo Psoroptes o Chorioptes), los raspados deben ser recogidos con la hoja del
escalpelo situada en un angulo agudo, afeitando mas que raspando la epidermis externa. Demodex, Psorobia o
Sarcoptes se encuentran anidando dentro de la piel, y la hoja del escalpelo debe mantenerse en angulo recto y
rasparse la piel hasta que rezume sangre. Una gota de glicerina o parafina liquida colocada sobre la piel o la hoja
del escalpelo antes de que la piel sea raspada ayudara en la recogida de acaros (29). En la sarna pustular
demodécica los acaros son generalmente abundantes y pueden ser evidenciados mediante el examen del
contenido cremoso de una pustula abierta o cortada. En el caso de lesiones escamosas, puede ser necesario un
raspado profundo. En casos de sarna del oido (“canker”) en gatos, perros o conejos el material costroso del
interior del oido externo se puede despegar con pinzas de extremos romos. Se ha visto que una técnica para
recoger acaros mediante limpieza por vacio es Util y mas sensible que el raspado de la piel (21). Estos autores
encontraron Cheyletiella, Sarcoptes, Psoroptes, Otodectes, Demodex y acaros del forraje a partir de perros,
ovejas o cerdos infestados, empleando un tratamiento con KOH al 10% del material recogido por vacio antes del
examen microscépico. Ocasionalmente se puede hacer un diagnostico de sarna cuando los &acaros se
encuentran en muestras fecales, pos ejemplo a partir de perros con prurito.

En casos sospechosos de otoacariosis (Otodectes o Psoroptes) en los oidos de gatos, perros, conejos, ovejas y
cabras, los acaros vivos se pueden observar mediante examen auroscopico del canal auditivo externo (EAC),
aungue esta técnica puede ser dificil si se aplica a animales grandes o a gran nimero de animales. En esta
situacion puede ser necesario taponar el canal auditivo externo. Se insertan bastoncillos de algodén de tamafio
adecuado dentro del EAC hasta que se encuentra resistencia, se giran entonces lentamente y se quitan. Se debe
tener cuidado de que los bastoncillos entren en el EAC y no en las sacos ciegos del tragus. También se debe
tener cuidado con los animales jévenes.

Los raspados de piel o bastoncillos de algodén del oido deben ser transferidos inmediatamente a tubos
pequefios que se pueden tapar firmemente, o a botellas de plastico con tapadera. El envio de sobres sellados no
es recomendable ya que pueden secarse o perderse. Los Chorioptes, Otodectes, Psoroptes y Sarcoptes vivos se
pueden observar facilimente durante el examen directo del raspado original de la piel o bastoncillo de algodén en
un microscopio de diseccion (40 x), con iluminacién incidente. Los &caros estaran activos después de la
incubacién de la muestra a 37°C durante 30 minutos y se pueden transferir facilmente a portas de microscopio
utilizando una aguja de montaje.

Los acaros se pueden montar directamente en liquido de Berlese (goma cloral), liquido de Vitzmunis, medio de
Hoyer o el medio PVA modificado de Heinze (13). Se coloca una gota de medio en el centro del porta, se
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transfiere el espécimen en su interior mediante un cepillo fino o una aguja entomoldgica, y se eliminan las
burbujas de aire con una aguja. Se coloca el cubreobjetos sobre el canto en un lado del medio, se dejar caer
lentamente empleando una aguja, y se presiona entonces ligeramente con la aguja. Si hay demasiado medio la
presion forzara la salida de alguna cantidad de medio. Si hay demasiado poco medio, se afiaden pequefias
gotas, una cada vez, dejandolas fluir bajo el cubreobjetos. Después de montar, se dejan secar los portas a
temperatura ambiente durante 5-7 dias antes de rodearlos con esmalte de ufias u otro sellador insoluble. El
tiempo de secado puede disminuirse colocando los portas en un horno (40-45°C) durante al menos 2 dias.

Para localizar acaros vivos y muertos de especies mas pequefias (por ejemplo Demodex) el raspado debera
procesarse con hidréxido potésico. Se pueden colocar grandes cantidades de material (hasta 5,0 g) en un tubo
de ensayo y cubrirse con hidréxido potasico al 10%. El tubo se coloca entonces en un recipiente con agua, el
cual se lleva gradualmente a ebullicién durante 5-10 minutos. Un método igual de efectivo y mas seguro es
calentar a 37°C durante un periodo de tiempo mas largo. La digestion se deja enfriar y se centrifuga entonces a
600 g (2.000 rpm) durante 10 minutos. Se deberia evitar un hervido prolongado ya que con el tiempo los acaros
pueden desintegrarse. Puede ser necesaria una centrifugaciéon mas rapida para las especies mas pequefias. El
sobrenadante se decanta rapidamente y el sedimento se examina al microscopio. Se ha sugerido que un
procedimiento de flotacion sobre el sedimento después de decantar el sobrenadante puede aumentar
enormemente la recuperacion de acaros. Alternativamente se puede colocar un pequefio numero de
especimenes en acido lactico sobre un porta excavado (dentado). El porta se pasa constantemente sobre un
Bunsen o un mechero de alcohol. Se debe tener cuidado de que el porta no se caliente demasiado, ya que los
gases expulsados del cuerpo de los acaros pueden hacer que estos “salten”. Si aparece humo en la superficie
del fluido el proceso esta siendo demasiado caliente. Estos métodos son necesarios para aclarar el contenido del
cuerpo con vistas a preparar los acaros para el examen microscopico. Es aconsejable llevar a cabo estos
métodos en una campana con extractor debido a los humos causticos que se liberan. La tincién utilizando rosa
lignina o negro clorazol puede ayudar a resaltar estructuras o a identificar acaros embebidos en el tejido del
hospedador (3).

Pueden aparecer problemas potenciales de zoonosis cuando se manejan animales infestados o material de
diagnostico que contiene Cheyletiella, Sarcoptes, Notoedres o Trixacarus. Los restos cuticulares o las heces de
cualquier especie de acaro pueden ser un riesgo para aquellos predispuestos a desarrollar alergia al acaro del
polvo (Dermatophagoides pteronyssinus).

3. Pruebas seroldgicas

En Suecia se utiliza un enzimoinmunoensayo (ELISA) para el diagndstico seroldgico de la sarna sarcoptica en
perros y cerdos (1, 2, 8, 9), y se utiliza actualmente en campafias de erradicacién de escabiosis porcina en
Suecia (18) y Suiza (20). Actualmente hay un kit ELISA disponible comercialmente para el serodiagnoéstico de la
sarna sarcoptica en cerdos y perros (sarcoptes—ELISA 2001® PIG; DOG). Se han desarrollado
técnicas ELISA para controlar infestaciones por Psoroptes en ovejas, ganado vacuno y animales no
domesticados (10, 11, 16, 17, 22, 24, 36), pero ninguna se encuentra disponible comercialmente.

Sin embargo, las técnicas ELISA son de uso rutinario por los investigadores para la deteccion de anticuerpos
especificos frente a S. scabiei (1, 2).

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS Y LOS MATERIALES DE DIAGNOSTICO

No existen actualmente vacunas comerciales disponibles para proteger a los animales frente a los &caros de la
sarna. Las vacunas de acaros, a) reducirian la necesidad de acaricidas quimicos, b) reducirian la polucion
ambiental, c) producirian pocos residuos en carne/leche/lana, y d) reducirian el riesgo de resistencia. En ovejas
(5-7, 26, 30, 31) y ganado vacuno (27) se ha investigado el potencial del control inmunolégico de Psoroptes ovis.
Todos estos estudios demostraron que, bajo condiciones experimentales, las fracciones solubles de P. ovis
redujeron significativamente la patologia de la escabiosis de la oveja e inhibieron el incremento en la poblacién
de P. ovis.
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TRYPANOSOMA EVANSI INFECTIONS (INCLUDING SURRA)

Aetiology Epidemiology Diagnosis Prevention and Control References

AETIOLOGY

Classification of the causative agent

Order Kinetoplastida; family Trypanosomatidae; Genus Trypanosoma; Subgenus Trypanozoon, Species
Trypanosoma evansi. T. equinum in South America is a dyskinetoplastic variant of T. evansi and not a
separate species.

Transmitted mechanically from infected blood of animals, and is not capable of cyclical development in
tsetse Glossina spp. Morphologically indistinguishable from T. brucei.

Resistance to physical and chemical action

Chemicals/Disinfectants: Controlling arthropod vectors and preventing access to host species is
important in preventing new infections. Disinfection does not prevent spread of
disease (blood-borne parasite). One minute exposure to ultraviolet light
prevents infection.

Survival: Trypanosomes only survive short periods outside the host. T. evansi
disappears quickly from the carcass after death. Flies no longer transmit the
parasites after 8 hours.

EPIDEMIOLOGY

T. evansi has a wide host range. In some countries incidence of surra increases significantly furing the
rainy season when biting fly populations have greatly increased. Surra affects mainly camels and horses
but buffaloes and cattle are also affected. Other species that develop severe disease include donkeys,
mules, deer, llamas, dogs, cats, cattle and buffalo. Sheep, goats, pigs and elephants may occasional
develop mild or chronic disease.

Camel raising in Africa and buffalo production in Asia are severely affected.
Hosts

e Pathogenic in most domesticated animals and some wild animals

e Domesticated animals: Horses, mules, donkeys, cattle, buffalo, camels (dromedary and
Bactrian), llamas, pigs, sheep, goats, dogs and cats

e  Most important single cause of morbidity and mortality in camels
Wild animals: deer, capybara (reservoir host) and other species
New world camelids in South America are experimentally susceptible but natural disease
has not been reported despite presence in cattle and horses

e Reservoir hosts to camels and horses: cattle, buffalo, capybara, and vampire bat

e Rats and mice are highly susceptible as experimental hosts for detecting subclinical
(nonpatent) infections

Transmission

e Direct life cycle with no intermediate host

e Agent is transmitted from animal to animal mechanically by hematophagous flies,
including Tabanus spp. and Musca spp.

=  Also Lyperosia, Stomoxys and Atylotus genera. Tabanids (horse flies) are the
most significant vectors

e Vampire bats in South and Central America are hosts, reservoirs and vectors of
T. evansi; they transmit T. evansi mechanically in their saliva, and may develop high
parasitaemia which may kill the bat. Recovered bats serve as carriers



e Carnivores may become infected after ingesting infected meat
e  Transmission in milk and during coitus has been documented

Sources of infection

e Blood from infected animals; occasionally meat and milk

e T. evansi frequently localises extravascularly in tissues including the central nervous
system

Occurrence

T. evansi has a wide distribution in Asia, North Africa (extending into tsetse areas with T. brucei infections)
and Central and South America.

The main host species varies with the geographical region. Horses are most often affected in South
America; horses, mules, buffalo, and deer in China (People’s Rep. of); horses, cattle, and buffalo in South-
East Asia; and camels in the Middle East and Africa.

For more recent, detailed information on the occurrence of this disease worldwide, see the OIE
World Animal Health Information Database (WAHID) Interface
[http://Iwww.oie.int/wahis/public.php?page=home] or refer to the latest issues of the World Animal
Health and the OIE Bulletin.

DIAGNOSIS

Clinical diagnosis

Morbidity and Mortality: Camels living in northeastern Africa may have infection rates of 20-70%. Case
fatality rate in untreated horses and camels is nearly 100%. Surra in cattle and buffalo tends to be chronic
with a much lower CFR. Animals subjected to stress, like malnutrition, pregnancy, and physical labour, are
more susceptible to disease.

The disease is often rapidly fatal in camels, buffaloes, horses, cattle, llama and dogs, but mild and
subclinical infections can also occur in these species. Dogs may also have nervous signs that resemble
rabies. Infections in deer are usually chronic with oedema, anaemia, emaciation and nervous signs.

Clinical signs are suggestive but diagnosis must be confirmed by a laboratory.

The disease in susceptible animals, including cattle, buffalo, camels (dromedary and bactrian), horses,
pigs, sheep and goats, is manifested by:

e Incubation period in horses, mules, donkeys and camels varies from 5-60 days
Fever, directly associated with parasitaemia — recurrent episodes occur during the course of
disease
Progressive anaemia, weight loss and icterus
e Progressive weakness and lethargy
Oedematous swellings of the lower parts of the body: legs, briskets and abdomen (gravity
dependent)
Urticarial plaques in the skin
Petechial haemorrhages of the serous membranes (eyelids, nostrils and anus)
Abortions reported in buffaloes and camels
Immunodeficiency
Death may occur in 2 weeks to 4 months, chronic infections may last up to 2 years

Lesions

Post-mortem lesions are nonspecific and may include:
e emaciation of the carcass
e anaemia
e petechial haemorrhages on some internal organs



e hydrothorax and ascites
e enlarged lymph nodes and spleen

Differential diagnosis

e Horses: African horse sickness, equine viral arteritis, equine infectious anaemia, chronic
parasitism, dourine

e Camels: tsetse-transmitted trypanosomosis, anthrax, chronic parasitism

e Cattle: babesiosis, anaplasmosis, theileriosis (East Coast Fever), haemorrhagic
septicaemia, anthrax, chronic parasitism, malnutrition

e Dogs: rabies if neurological signhs

Laboratory diagnosis
Samples
Parasite identification

Dried thick and thin blood smears during the febrile phase stained with Giemsa

Dried thick and thin smears from needle biopsies of prescapular and precrural lymph node
aspirates

Smears from any skin exudates

Anticoagulated blood in EDTA and/or heparin (10 ml)
Cerebrospinal fluid

Impression smears of lungs, liver, and kidney at post mortem

Serological tests

e  Serum samples (10—-20 ml of serum)
Procedures
Identification of the agent

e Direct identification of the parasite in stained thick or thin blood films or wet mounts.
o Diagnostic sensitivity is increased significantly by concentrating the parasites in the buffy
coat layer of a heparinised microhaematocrit tube
0 The buffy coat is then examined directly at low power (Woo's method) or in a wet
preparation with phase-contrast or dark-ground microscopy (Murray’s method)
0 Sensitivity is also increased when used at the herd versus individual animal level
0 Parasitaemias are highly variable during the course of infection: high during early
infection, low during chronic infection, and almost nil in healthy carriers
o0 Mini-anion exchange centrifugation technique: simplified method for detecting low
parasitaemia by separating salivarian trypanosomes from host red blood cells
Direct identification of the parasite in lymph node biopsy smears from fine needle aspirates
Animal inoculation to reveal subclinical infections: rats or mice
Recombinant DNA probes: detect trypanosomes in infected blood or tissue; experimental
Polymerase chain reaction (PCR)
0 More sensitive test than direct identification and similar sensitivity to mouse inoculation
0 False negatives can occur when parasitaemias are very low, which occurs frequently
with chronic infections

Serological tests

e Antibody detection ELISA: very useful for large-scale surveys
0 ELISA using variable surface glycoproteins from a T. evansi RoTat 1.2 clone
successfully differentiated T. evansi from T. brucei. Protocols are available for equines,
camelidae and water buffaloes
e Card agglutination test: also makes use of T. evansi RoTat 1.2 clone
e Latex agglutination test: also makes use of T. evansi RoTat 1.2 clone



There are OIE Reference Laboratories for Surra (see OIE Web site:
http://www.oie.int/eng/OlE/organisation/en_listeLR.htm).

For more detailed information regarding laboratory diagnostic methodologies, please refer to
Chapter 2.1.17 Trypanosoma evansi infections (including surra) the latest edition of the OIE Manual
of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals under the heading “Diagnostic
Techniques”.

PREVENTION AND CONTROL

Surra is one of the most important diseases of camels. Camel raising in Africa and buffalo production in
Asia are severely affected by surra. As in tsetse-transmitted trypanosomosis, losses are due to reduced
productivity, mortality and cost of treatment. Control of surra can be difficult as there is no vector specificity
and a wide range of hosts.

Sanitary prophylaxis

e Control measures are aimed at the host rather than vector, unlike Nagana

e Control measures include detection and treatment of infected animals, prophylactic
treatment of susceptible animals, and protection of animals from biting flies and vampire
bats

Medical prophylaxis

e  Drugs such as suramin, prothridium and isometamidium chloride (as a prophylactic) and
diminazene aceturate (curative) can be used although drug resistance has been
reported

e For camels melarsomine (cymelarsan) is very effective (curative) against T. evansi
So far this drug is only registered for use in camels
No vaccines are available nor likely in the near future because of the ability of
trypanosomes to rapidly change their surface glycoproteins to avoid the immune
response

For more detailed information regarding safe international trade in terrestrial animals and their
products, please refer to the latest edition of the OIE Terrestrial Animal Health Code.

REFERENCES AND OTHER INFORMATION
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e Coetzer J.AW. & Tustin R.C. Eds. (2004). - Infectious Diseases of Livestock, 2nd Edition. Oxford
University Press.

e Kahn C.M,, Ed. (2005). - Merck Veterinary Manual. Merck & Co. Inc. and Merial Ltd.
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Edition. Saunders Ltd.

e Spickler A.R. & Roth J.A. lowa State University, College of Veterinary Medicine -
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e World Organisation for Animal Health (2008). - Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for
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*

* %

The OIE will periodically update the OIE Technical Disease Cards. Please send relevant new
references and proposed modifications to the OIE Scientific and Technical Department
(scientific.dept@oie.int). Last updated October 2009.
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