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RESUMEN

Los virus de herpesvirus equino (EHV) 1 y 4 y el virus de Influenza Equina
(EIV), provocan cuadros clinicos respiratorios, aborto, neumonitis neonatal de
los potros, o mieloencefalopatia y ocasionan importantes pérdidas socio-

econdmicas a la industria equina.

El presente estudio plantea estimar la prevalencia, identificar los tipos de EHVs
que circulan en el Uruguay y determinar el nivel de proteccion seroldgica frente

a la infeccién por EIV en los equinos de deporte en el Uruguay.

Se comprueba que el virus EHV 1 se encuentra ampliamente distribuido en la
poblacion de equinos de deporte en nuestro pais, con una prevalencia
estimada del 29% (IC 95%; 27-31%) y la misma esta asociada a factores como

la raza y la vacunacién contra la Rinoneumonitis Equina (RE), p<0,05.

Los estudios moleculares confirman la presencia de la infeccion por EHV 1y
evidencian por primera vez la deteccion de EHV 4 y una alta frecuencia de
deteccion de la variante neuropatogénica (G2254/D752) de herpesvirus equino

1 (EHV 1) en Uruguay.

Se observé una baja cobertura de vacunacion contra la Gripe Equina (23%), y
bajo nivel de proteccion virolégica y clinica ((27% y 35% respectivamente)
medidos por la prueba de SRH. Los mismos estan asociados a equinos que no
tienen vacunacion vigente, a la raza &rabe y cuarto de milla, a equinos menores

a 2 afos de edad y a los machos castrados.



SUMMARY

Equine herpesvirus Viruses (EHV) 1 and 4 and the Equine influenza virus (EIV)
cause infections that may represent significant socio-economic losses for the

equine industry.

This study proposes to estimate the prevalence, to identify the types of EHVs
circulating in Uruguay, and to determine the level of serological protection

against EIV infection in sport equines in Uruguay.

It is verified that the virus EHV 1 is widely distributed in the population of
equines of sport in our country, with an estimated prevalence of 29% (IC 95% =
27-31%). It is observed that the presence of antibodies to EHV 1 is associated

with factors such as race and vaccination against EHV 1 infection (p < 0.05).

Molecular studies confirm the presence of EHV 1 infection previously described
in our country. It is evidenced for the first time detection of EHV 4 and it was
detected a high frequency of EHV 1 neuropathogenetic variant (G2254/D752)

in Uruguay.

Low coverage of vaccination (23%), and low SRH antibodies levels of
virological and clinical protection were obtained (27% and 35% respectively). It
is verified the greater susceptibility to infection by the virus H3N8, in equines
who do not have current vaccination, in the Arab and Quarter of a Mile breeds,

in equines younger than 2 years of age and in castrated males.
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CAPITULO 1

Introduccion

El equino (Equus caballus) es una de las especies animales domesticadas mas
antiguas; junto al hombre, ha evolucionado y cambiado su funcion vy
conformacion en distintos momentos histéricos y contextos sociales.
Actualmente en nuestro pais las funciones mas importantes del equino son la
de trabajo en tareas rurales, carga en areas urbanas, deporte (carreras, polo,
pato, salto, rodeo, equitacion, enduro, raid, prueba de rienda) y espectaculo

como la doma y las exposiciones (Gil y col, 2009).

La poblacion equina en el Uruguay esta comprendida por aproximadamente
400.000 animales con 30.000 tenedores; la mayor parte se distribuye en el
norte del pais, por su funcibn como herramienta de trabajo rural.
Aproximadamente la mitad esta constituida por yeguas, pero no estan siendo
usadas como reproductoras; la poblacién de potrillos y potrancas en el pais es
muy baja, debido a que los productores no tienen interés en aumentar el
volumen de produccion. A partir del afio 2000 aument6 en forma casi lineal el
namero de los registros genealdgicos en la Asociacion Rural del Uruguay (Gil y
col, 2009). Al mismo tiempo, la raza Sangre Pura de Carrera (SPC), también
tuvo un fuerte incremento a partir del afio 2002, probablemente por la
reapertura del Hlpédromo Nacional de Marofias. En el afio 2009, casi el 95%
de las razas de la poblacion equina en el Uruguay correspondian en primer
lugar a la raza Criolla (75%), seguida por la raza Cuarto de Milla (12%) y la
raza Arabe (7%). Sin embargo, en los Ultimos afios se ha percibido un mayor

dinamismo de algunas actividades asociadas al caballo, probablemente por la
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mejora en las relaciones de precios del agro, el crecimiento de la actividad
econOmica, el desarrollo del turismo rural, el resurgimiento de la actividad
hipica o el avance de nuevos deportes como el enduro. Se estima que el stock
total de equinos tuvo un leve descenso en los Ultimos afios, aumentando la
proporcién de animales destinados a los deportes ecuestres y las razas
funcionales. Segun Ferrari (2012), la hipica es la actividad deportiva que nuclea
la mayor cantidad de animales (39%), seguida por el del enduro (22%), el raid
(11%) y el polo (5%). Por esta razon la raza SPC actualmente representa el

segundo lugar de las razas equinas en el Uruguay.

Las exportaciones de equinos para actividades deportivas, recreativas o
reproduccién promedian 700 animales por un monto de U$S 5 millones
anuales, mientras que las exportaciones de carne alcanzan los U$S 25

millones anuales (Ferrari, 2012).

No obstante lo anterior, la informacion estadistica, al igual que los estudios a
nivel nacional que aportan datos sobre las diferentes actividades que tienen
como centro o actor fundamental al caballo, es escasa (Ferrari, 2012). Se
estima que hay 112 Haras involucrando a 280 padrillos y 3.000 yeguas SPC.
Por otra parte se cree que unos 2500 caballos en Montevideo y que
aproximadamente unos 7500 en todo el pais, se usan como medio de

transporte de carga de recoleccion de residuos (Gil y col, 2009).

Las enfermedades respiratorias, reproductivas y neuroldgicas de causa viral de
los equinos, constituyen una importante causa de pérdidas econdémicas en la

actividad hipico-deportiva en nuestro pais; siendo causadas esencialmente por
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los virus de Influenza Equina (EIV) Herpesvirus equino 1 (EHV 1) y Herpesvirus

equino 4 (EHV 4).

Herpesvirus equinos 1/4

Etiologia

La familia Herpesviridae comprende un grupo de virus que afectan a
mamiferos, aves y reptiles y se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Estos virus comparten cuatro propiedades bioldgicas: (1) contienen
un conjunto de enzimas vinculadas a la sintesis de ADN y proteinas, (2) la
sintesis del ADN y el ensamblaje de las proteinas capsidales ocurre en el
nucleo, (3) la produccion de la progenie viral se acompafia por la destruccion
de la célula infectada y (4) presentan la propiedad de persistir en forma latente
en el hospedador. Los herpesvirus se clasifican en tres subfamilias en base a
su rango de huéspedes, velocidad de replicacion, velocidad de difusion,
destruccion de la célula infectada y capacidad de establecer latencia primaria
pero no exclusiva en los ganglios sensoriales.(i) los miembros de la subfamilia
alphaherpesvirinae presentan alto rango de huéspedes, ciclos de replicacion
cortos, destruccion eficiente de las células infectadas y establecen una
infecciébn primaria latente, aunque no exclusivamente en los ganglios
sensoriales; (i) los miembros de la subfamilia betaherpesvirinae, presentan
ciclos de replicacion prolongados, infeccion progresiva lenta, frecuentemente
causan citomegalia en las células infectadas y se puede constatar latencia en
las glandulas secretoras, ceélulas linforeticulares, rifidn y otros tejidos; y
finalmente (iii) los miembros de la subfamilia gammaherpesvirinae que infectan

solamente a la familia u orden del hospedador natural a la cual pertenecen,
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producen infeccion litica y la latencia se detecta en los tejidos linfoides (Annick,

2011).

En los équidos se han identificado ocho diferentes herpesvirus, cinco de ellos
pertencena la subfamilia alphaherpesvirinae y tres a la subfamilia
gammaherpesvirinae. El equino es el huésped natural de los alphavirus tipo 1;
(virus del aborto equino, EHV 1), tipo 3 (virus del Exantema coital, EHV 3); tipo
4, (virus de la Rinoneumonitis equina EHV 4) y de los gammaherpesvirus tipo 2
(EHV2) y tipo 5 (EHV 5) (Davison y col, 2009). El asno es el hospedador del
alfaherpesvirus de asno tipo 3, AHV-3 (homélogo al EHV 1) y AHV-1 (homdlogo
del EHV-3) y el gammaherpesvirus de asno tipo 2, AHV-2 (homdlogo al EHV-
2). Ultimamente se ha aislado un nuevo EHV 1 neurotrépico en las gacelas,
sefialando un aumento permanente de aparicion de nuevos herpesvirus en

équidos (Patel y Heldens, 2004).

Los virus herpesvirus equino 1 (EHV 1) y herpesvirus equino 4 (EHV 4) causan
importantes pérdidas econdémicas (Lunn y col, 2009) y son los patdgenos mas
importantes en la industria equina (Patel y Heldens, 2004). Los virus EHV-3 y
EHV-2 provocan cuadros clinicos menos importantes como exantema genital
venéreo autolimitante y rinoconjuntivitis leve, respectivamente (Patel y Heldens,
2004). Los virus EHV 1 y EHV 4 presentan antigenicidad cruzada, siendo la
misma mas fuerte entre AHV-3 y EHV 1, mientras que EHV-3 y AHV-1 por un
lado y EHV-2 y EHV-5 por otro lado, también comparten antigenos, aunque en

menor grado (Crabb y Studdert, 1995).

Los virus EHV 1 y EHV 4 causan cuatro tipos de cuadros clinicos bien

diferenciados, a) una forma respiratoria que afecta principalmente a los potrillos
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y generalmente es causada por EHV 4 (Allen y Bryans, 1986), b) aborto en
yeguas, reconocido por primera vez por Dimock y Edwards en el afio 1933,
causado fundamentalmente por EHV 1 (Allen y col, 1983), c) muerte neonatal
casada por infeccion intrauterina por EHV 1 y d) una forma neuroldgica que
afecta a los adultos, causada por EHV 1 (Allen y Bryans, 1986) y una variante

neuropatogénica de EHV 1 (Nugent y col., 2006) .

Estructura del virus

Los herpesvirus EHV 1 y 4 estan constituidos por una cadena doble linear de
ADN genomico de 145-150 kilobases que consta de una secuencia Unica larga
(UL) unida a otra secuencia Unica corta (US) flanqueada por una secuencia de
nucledtidos invertida y repetida (TRS/IRS), lo cual permite que la region S se
pueda invertir y formar, al igual que los deméas herpesvirus del grupo d, dos
isébmeros en cantidad equimolar. Se ha publicado la secuencia completa de
EHV 1y EHV 4 y se han definido 76 genes homdélogos en ambos virus (Telford
y col., 1992, Telford y col., 1998). El grado de identidad genética entre EHV 1y
EHV 4 varia entre un 55 y 84%, mientras que la identidad en la secuencia de
aminoacidos deducidos varia entre un 55 al 96%. Las proteinas que tienen
mayor homologia son las que estdn vinculadas con la replicacion y
empaquetamiento del ADN y la formacion de la cépside, mientras que las
mayores diferencias se encuentran en el extremo terminal 3' del gen 70 que
codifica la glicoproteina G. Hasta 1981, EHV 1 y EHV 4 eran considerados
como dos subtipos diferentes del mismo virus, pero una década después,
mediante el uso de técnicas moleculares de fingerprinting, se comprobd que

eran virus diferentes (Van Maanen, 2002).
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El virus tiene un tamafio que oscila entre 150-160 nm de didmetro y tal como lo
muestra la figura 1.1, su ADN estd contenido por una capside icosahédrica
constituida por 6 polipéptidos que se ensamblan para formar 162 unidades
capsomeéricas. La cépside esta cubierta por una matriz proteinidcea llamada
tegumento, la cual estd envuelta por una membrana lipoproteica, (Davison y

col, 2009).

Envelope

Envelope glycoproteins

gB, oC, gD, gE, oG, gH,
gl gK gl gM,
gN and gp2

Tegument

Capsid

Double
stranded DNA

Figura 1.1 Fotomicrografia en microscopio electrénico a la izquierda; diagrama esquematico de

EHV 1 a la derecha (Segun Annick, 2003).

Se han identificado diferentes glicoproteinas en la membrana de envoltura (gB,
gC gD, gE, gG, gH, gl, gK, gL, gM, gN y gp2) y estan relacionados con los
procesos de unidn, penetracion, egreso y dispersion célula a célula (Annick,
2011). Las glicoproteinas constituyen el blanco de los mecanismos de la

respuesta inmune, debido a que se ubican en la envoltura viral y en la
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membrana celular de las células infectadas y han sido motivo de estudio en la
investigacion de desarrollo de vacunas y reactivos diagnosticos (Van Maanen,
2002). Las gB y gD son glicoproteinas esenciales y estan asociadas a los
procesos de penetracion y de fusion célula a célula. La gC juega un rol
importante en las etapas tempranas de la infecciéon y la gG es una proteina de
unién a las quimoquinas CCL3 e IL8 y modula la inflamaciéon pulmonar y la
replicacion viral de EHV 1. La gM est4 asociada a la entrada y a la propagacion
directa célula a célula del virus. Las gE, gK y gl facilitan la dispersién de la
infeccién viral célula a célula. La gp2 no tiene similitud funcional con
herpesvirus de otras especies, se piensa que tiene wuna funcion

inmunomoduladora y de union a la célula huésped (Annick, 2011).

Replicacion viral

La replicacion se realiza en varias etapas (ver figura 1.2). La union de EHV 1 a
la membrana de la célula hospedadora, esta mediada por la interaccion de las
gB y gC, luego es necesario la interaccion de un receptor de la membrana
celular con la gD para lograr la fusiébn de ésta con la envoltura viral. Se ha
demostrado que EHV 1 penetra a la célula por un mecanismo de fusion celular

y también por endocitosis activado por las integrinas celulares y la gD.

Luego de la fusibn de las dos membranas lipidicas, la nucleocépside es
liberada al interior del citoplasma para luego ser transportada al nacleo de la
célula a través de los microtibulos de la célula. Ya en el poro del nucleo, se
libera el ADN al interior del mismo, donde posteriormente se activan los
procesos de replicacion, transcripcion y ensamblaje de las nuevas capsides.

Sin embargo, todas las proteinas virales son sintetizadas en el citoplasma. El
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ADN viral es transcipto por la polimerasa Il del hospedador con la participacion
de factores virales en todos los estadios de la infeccion. La transcripcion del
ADN viral es coordinada en fases temprana, media y tardia en forma de
cascada. Muchos genes expresan enzimas o proteinas que se unen al ADN
durante la replicacion viral. En la etapa temprana el gen IR1 expresa el
polipéptido principal IR1 que es una proteina reguladora que modula la
expresion génica de los genes tempranos y tardios e incluso inhibe a los genes
promotores de la etapa. En la etapa media los genes codifican proteinas
requeridas para la replicacion viral, como la ADN polimerasa y otras enzimas
(timidina quinasa). En la etapa tardia se expresan los genes que codifican las
proteinas estructurales como los componentes de la capside y las
glicoproteinas de la envoltura. Al igual que la transcripcion, la replicacion del
ADN viral se realiza en el ndcleo de la célula huésped donde las nuevas
cadenas se ensamblan con las proteinas capsidales sintetizadas en el
citoplasma para formar la nucleocdpside mediante el proceso de
encapsidacion. Dicho complejo se fusiona con la membrana nuclear y migra al
citoplasma donde se agregan a la nucleocépside desnuda, los componentes
del tegumento del virus. Por otro lado, las proteinas de la envoltura viral son
transportadas por el reticulo endoplasmico y se incorporan a la membrana
celular a medida que pasan por la via secretoria. Las nucleocépsides desnudas
son cubiertas por la envoltura viral en el Complejo de Golgi y las mismas son
liberadas a través de las vesiculas secretorias mediante un proceso de fusion

con la membrana celular (Annick, 2011).
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Figura 1.2 Ciclo de replicacion de EHV 1/4 (Segun Annick, 2003). Al comienzo los viriones se
unen a la membrana celular (1) luego de la endocitosis (2a) y/o fusion (2b) de la envoltura viral
con la membrana celular, la nucelocapside es liberada al citoplasma (3) y transportada al
nucleo (4). La replicacién (5) y la transcripcion (6) del ADN ocurren en el nicleo, mientras los
ARNmM son transportados al citoplasma donde son traducidos a proteinas virales (7,9). Las
proteinas capsidales son dirigidas al nicleo donde se realiza la encapsidacion (8). Las
proteinas de la envoltura son transportadas al reticulo endoplasmico (10) y luego son
incorporadas a la membrana celular mediante la via secretoria. la nucelocapside atraviesa la
membrana nuclear, pasa al citoplasma (12) en el aparato de Golgi adquiere su envoltura (13) y

luego se libera de la célula mediante un mecanismo de exocitosis (14,15, 16).
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Epidemiologia

Estos virus se encuentran ampliamente distribuidos por todo el mundo,
probablemente la mayoria de los equinos se infectan durante las primeras
etapas de su vida (Allen y Bryans, 1986; Borchers y col., 2006). Matsumara y
col. (1992) detectaron EHV 4 en todas edades a partir del aflo de edad y EHV 1
a partir de los dos afios sobre todo durante el invierno. Estudios
epidemioldgicos (Gilckerson y col, 1999a), evidenciaron que 12 horas después
de la ingestion de calostro, un 24% de los potrillos son seropositivos para EHV
1 y un 100% son seropositivos para EHV 4. A los 90 dias de edad el nivel de
seropositividad para EHV 1fue del 80%, indicando que la fuente de infeccion de
EHV 1 procede de la madre o de otros potrillos lactantes. Footey col., (2004)
detectaron por PCR, EHV 1 en secreciones nasales en 5 de 6 potrillos
asintomaticos y EHV 4 en 7 de 44 potrillos que padecian enfermedad
respiratoria de las vias altas. Estos hallazgos sugieren que los potrillos también
pueden constituir una fuente de infeccion de un brote de EHV 1/4. En otro
estudio realizado en Australia, antes de comenzar a usar la vacuna inactivada
contra EHV 1/4, se hall6 una prevalencia de anticuerpos especificos para EHV
1 en yeguas y potrillos de un 26,2% y 11,4% respectivamente (Gilkerson y col.,

1999b).

En muchos paises la seroprevalencia de EHV 1/4 es muy alta, a pesar de que
la misma no se puede determinar con exactitud debido a que la ausencia de
pruebas seroldgicas tipo-especificas, que, sumado a la préactica de vacunacion
contra rinoneumonitis equina, dificultan la interpretacion de los datos
seroepidemioldgicos. Sin embargo actualmente se disponen de kits de ELISA

comerciales que pueden identificar anticuerpos especificos para EHV1 y
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EHV4, los cuales pueden ser usados para estimar en forma especifica las

prevalencias de infeccién por virus EHV 1y EHV 4.

Por ejemplo en 1993, usando un test tipo especifico, se reportd por primera vez
en Australia (Crabbs y Studdert, 1993), una prevalencia de 100% para EHV 4y
de 9% para EHV 1 en muestras de suero colectadas entre 1967-1974. En
1995, la seroprevalencia de anticuerpos especificos para EHV 1 aumento al

30% (Crabbs y Studdert, 1995).

La latencia juega un papel epidemioldgico muy importante en la propagacion de
la infeccién en la poblacion susceptible (Harless y Pusterla 2006). Cuando el
hospedador se infecta por primera vez, el virus persiste en forma latente en los
ganglios linfaticos del tracto respiratorio, ganglio trigémino y en los leucocitos
CD5+/CD8+ (Chesters y col., 1995). Meses o afios después, el virus latente
puede reactivarse y reiniciar la enfermedad, asi como trasmitirse a cohortes
susceptibles. Debido a que la infeccion por EHV 1 ocurre en las primeras
semanas o meses de vida, se asume que la reactivacion de virus latente ocurre
en las madres lactantes y el virus es trasmitido a sus potrillos (Gilkerson y col.,
1999b) y méas adelante éstos pueden trasmitir el virus a otras madres o potrillos

(Gilkerson et al., 1997).

La estimacion de la prevalencia de EHV 1 en base a la deteccion molecular es
muy variable. Se encontrd infeccion latente en el 87,5% de los nddulos
linfaticos examinados y un porcentaje similar en los ganglios trigéminos en 40
equinos ingresados a plantas de faena (Edington y col., 1994). En Brasil se
detectdé ADN de EHV 1 en el 88% de las muestras de tejido, sangre periférica e

hisopados nasales en 116 equinos (Carvalho y col., 2000). En otro estudio, la
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prevalencia estimada de EHV 1 latente en ganglios linfaticos submandibulares
fue del 54% (Allen y col., 2008). Actualmente se piensa que la mayor parte de

los equinos presentan infeccion latente (Lunn y col., 2009).

El estado de latencia provee un reservorio permanente del virus y por lo tanto
la erradicacion de la infeccion por EHVs es impracticable, haciendo a la terapia

y la vacunacion menos eficaces (Allen y Bryans, 1986).

Se piensa que la infeccién subclinica de EHV 1/4 es frecuente y la misma
jugaria un rol importante en la epidemiologia de la enfermedad provocando la
diseminacién de la misma en poblaciones abiertas de equinos sometidas a
stress y a la introduccién de nuevos animales. Sin embargo, se ha demostrado
gue equinos expuestos al stress y animales sanos excretan virus en forma
esporadica y a muy bajo nivel (Brown y col., 2007; Wang y col., 2007). Estas
observaciones sugieren que la diseminacién del virus entre los equinos adultos

se acompafia con la aparicion de sintomas clinicos (Lunn y col., 2009).

Por lo tanto, la infeccion viral se puede diseminar rapidamente ya sea por
introduccién de un virus exdgeno o por reactivacion del virus latente. En la

figura 1.3 se ilustra esquematicamente la epidemiologia del EHV 1y EHV 4.
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Introduccion

exogena del virus
Reactivacion
virus latente
Enfermedad subdlinica, respiratoria,
aborto, muerte neonatal, enfermedad neurclogica
Excrecion
del virus

Madre a Equino a equino
cpotrillo : en un mismo predio

Otros equinos

Fuera del predio

Otros predios

Figura 1.3 Representacion esquematica de la epidemiologia de EHV 1/4

Se han encontrado evidencias de trasmision horizontal por contacto directo o
indirecto durante los brotes que inducen aborto y enfermedad neurolégica
(Drummer y col., 1995, Friday y col., 2000). Tampoco se puede descartar la

trasmision por aerosoles, dependiendo de la cantidad de particulas virales
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liberadas por la fuente, condiciones climaticas, dilucion de los virus aerolizados

y distancia entre los equinos (Van Maanen, 2002).

Patogenia

La puerta de entrada del virus es por contacto directo o por inhalacion de
secreciones infecciosas (Allen y Bryans, 1986, Harless, y Pusterla 2006).
Posteriormente, el virus se replica en el epitelio del tracto respiratorio y se
disemina por los vasos sanguineos y ganglios linfaticos regionales (Kidd y col.,
1994). A continuacién, el virus infecta a las células mononucleares para
establecer una viremia asociada a células durante 8-18 dias (Edington y col.,
1986). Las células mononucleares que pueden alojar el virus son los linfocitos
T, los linfocitos B y los monocitos. Los linfocitos T CD8+ y los linfocitos B son
las subpoblaciones que se infectan con mayor frecuencia (Wilsterman y col.,
2010). Durante la viremia, la mayoria de las células infectadas no presentan
glicoproteinas virales en sus membranas (Van der Meulen et al., 2007) y se
piensa que las mismas no contienen virus infeccioso a causa de un bloqueo en

la replicacion viral hasta la activacion de la misma (Annick, 2011).

Posteriormente, el virus es transferido de las células virémicas a las células
endoteliales de los 6rganos blanco, mediante la activacion de moléculas de

adhesion de superficie presentes en ambas células (Smith y col., 2002).

La transferencia de EHV 1 de los leucocitos infectados a las células
endoteliales de la placenta materna es el principal mecanismo de induccion del
aborto y la infeccién de las células endoteliales del cordon umbilical representa
la via primaria de diseminacién del virus al feto. Las células infectadas actuan
como centro de desarrollo de lesiones necrdticas focales (Annick, 2010). La
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diseminacién del virus con la consecuente extension de la trombosis y dafio
isquémico del endometrio junto con la replicacion viral en los tejidos del feto
son los mecanismos que inducen el aborto (Edington y col., 1991). En la figura

1.4 se presenta una vista esquematica de la patogenia de los EHVs.

Figura 1.4. Vista esquematica de la patogenia de EHVs (Segin Annick, 2003). 1)
union/penetracion y replicacion del virus en el epitelio del tracto respiratorio; 2) diseminacién
del virus a través de la membrana basal; 3a) dispersion por el tejido conectivo y 3b) los
ganglios linfaticos regionales; 4) infeccion de los leucocitos; 5) viremia célulo asociada; 6)
transferencia del virus a las células endoteliales de los 6rganos blanco; 7) replicacién y
diseminacion del virus en los érganos blanco. Flechas con linea sélida: mecanismo conocido.

Flechas con linea punteada: mecanismo desconocido.
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La replicacibn de EHV 1 en el sistema nervioso causa la
meningomieloencefalitis equina, provocando lesiones de vasculitis focal
asociada con edema, hemorragia y trombosis con degeneracion axonal
mielinica secundaria (Mumford y Edington, 1980). Se sostiene que las lesiones
pueden ser causadas por la circulacion de inmunocomplejos, debido a que es
raro realizar aislamiento viral en tejido nervioso. A su vez se ha comprobado
mediante estudios de inmunofluorescencia, que el principal factor patogénico
es el endoteliotropismo del virus, a diferencia de otros alfaherpesvirus que

causan encefalitis debido a su neurotropismo, EHV 1 (Wilson, 1997).

Desde hace muchos afos se piensa que hay diferentes cepas de EHV 1 que
pueden causar cuadros de aborto, muerte perinatal o bien enfermedad
neuroldgica; esto dependeria de la capacidad de las mismas para establecer
infeccién en los sitios endoteliales, en particular con el endometrio y el sistema
nervioso central (Edington y col., 1986, Patel y col., 1982). La infeccién con
cepas neurovirulentas generan cuadros clinicos severos con alta tasa de
abortos y menos frecuentemente paralisis, mientras que las cepas no
neurovirulentas provocan cuadros respiratorios de mediana intensidad, abortos
esporadicos y no causan enfermedad neuroldgica (Smith y col., 1992, Smith y
col., 2000). Se ha establecido que equinos inoculados con las cepas
neurovirulentas desarrollan una viremia célulo-asociada mas prolongada que
las cepas no neurovirulentas, lo cual elevaria el riesgo de manifestar cuadros
neuroldgicos (Allen y Breathnach, 2006). Recientemente se ha demostrado que
la variacion de un simple aminacido en polimerasa viral de EHV 1, esti
fuertemente asociada a la aparicion de brotes neuroldgicos (Nugent y col.,

2006). Al comparar aislamientos obtenidos en el transcurso de 30 afios de

27



brotes nerviosos y no nerviosos, se encontr6 un polimorfismo nucleotidico
simple (SNP) en la subunidad catalitica del gen de la polimerasa viral (POL),
consistente en una sustitucion de la asparagina (N) a &cido aspértico (D) en la
posicion 752 y correspondiente al sitio 2254 del ORF del gen de la polimerasa
viral. Dicha mutacion podria determinar la presencia signos neuroldgicos
durante un brote de la enfermedad. Sin embargo, a pesar de esta asociacion,
se han reportado casos clinicos nerviosos provocados por cepas no-
neurovirulentas; por otra parte, también se han obtenido aislamientos de cepas
neurovirulentas en brotes de aborto equino. Probablemente existan otros
factores vinculados al ambiente y al hospedador que contribuyen a
desencadenar los cuadros nerviosos (Fritsche y Borchers, 2010; Goehring y
col., 2006; Perkinsy col., 2009; Pronosty col., 2010; Smith y col., 2010). En
estos Ultimos afios se han reportado un aumento en la frecuencia y en la
severidad de los cuadros neurolégicos (Friday y col., 2000; Lunny y col., 2009;

Mc Cartany col., 1995; USDA, 2007; Van Maanen y col., 2001).

Diagndéstico

El aislamiento viral es el test de referencia (Lunn y col., 2009). El EHV 1 se
puede aislar a partir de diversas lineas celulares, mientras que el EHV 4 tiene
un rango limitado de lineas sensibles (Harless y Pusterla 2006). La muestra a
remitir para realizar el diagnostico depende del cuadro clinico, en los casos
respiratorios se puede tomar muestras de hisopados nasales o nasofaringeos
(Ostlund, 1993, Pusterla y col., 2008a). En los casos clinicos de enfermedad
respiratoria, reproductiva y neuroldgica se puede colectar sangre heparinizada
a los efectos de detectar viremia célulo-asociada. A su vez, el virus se puede

detectar en los tejidos del feto abortado. Los resultados positivos al aislamiento
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viral, se obtienen en 2-3 dias, en las muestras que contienen alta carga viral.
Sin embargo el aislamiento es dificil de lograr durante los brotes, porque ya el
pico de eliminacion de virus ocurrio y porque los anticuerpos locales presentes

interfieren con el aislamiento viral (Van Maanen y col., 2001).

Actualmente se disponen de pruebas diagndésticas de mayor sensibilidad como
la PCR convencional (Sharmay col., 1992; Van Maanen y col., 2001; Varrasso
y col., 2001) y la PCR en tiempo real. Esta Ultima, ademas de ser mas sensible
y especifica, posibilita la cuantificacion de la carga viral lo cual permite conocer
la etapa de la enfermedad y evaluar, el riesgo de exposicion y la respuesta
terapéutica (Elia y col., 2006; Pusterla y col., 2009a; Pusterla y col., 2008b;
Pusterla y col., 2009b). Ademas, se disponen de técnicas de genotipificacion de
PCR en tiempo real, que pueden distinguir rapidamente cepas neurovirulentas

y no neurovirulentas de EHV 1 (Allen, 2007; Pusterla y col., 2009b).

Por otro lado, se puede realizar un diagnéstico seroldgico por las pruebas de
seroneutralizaciéon y fijacion de complemento mediante la deteccién de un
aumento del titulo 4 veces superior, en muestras pareadas de suero del animal
enfermo y de sus contactos, obtenidas en un intervalo de tiempo de 3 semanas
(Kidd y col., 2006). Estos ensayos tienen la limitante de no poder distinguir EHV
1 de EHV 4, debido a su reactividad seroldgica cruzada (Hartley y col, 2005),
exceptuando aquellas técnicas basadas en la deteccion con anticuerpos

monoclonales del extremo C-terminal de la gG (Drummer y col., 1995).

Sintomas

En la figura 1.5 se ilustran im&genes de los diferentes cuadros clinicos
provocados por la infeccién por EHV Ya.
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Figura 1.5. Diferentes cuadros clinicos de la rinoneumonitis equina. A) forma respiratoria; B)
aborto; C) enfermedad neonatal; D) forma nervioso. (segin Annick, 2011).

Forma respiratoria

La replicacion primaria del virus en el tracto respiratorio se acompafia con
sintomas respiratorios de mediana intensidad, de las vias aéras superiores
(Gibson y col., 1992), con eliminaciéon de grandes cantidades de particulas
virales por las descargas nasales. El periodo de incubacién oscila entre 1-21
dias post-infeccién (Gibson y col., 1992, Patel y col., 1982). Los potrillos
pueden manifestar fiebre, descarga nasal mucopurulenta y adenomegalia
ganglios regionales, mientras que los adultos muestran signos leves o son
asintomaticos (Coggins, 1979). Se han reportado en forma esporadico casos
graves que afectan al endotelio pulmonar causando edema pulmonar y muerte

(Del Piero y Wilkins, 2001).
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Aborto y enfermedad neonatal

La replicacion secundaria de EHV 1 en el endotelio endometrial del Gtero es el
principal causante de aborto y muerte neonatal (Edington y col., 1991). El
periodo de incubacion varia entre 6 dias a 4 meses después de la infeccion
respiratoria (Gleeson y Coggins, 1980, Mumford y col., 1987). El aborto puede
ser precedido por un cuadro respiratorio en la madre, pero usualmente no se
observan signos previos al aborto. A pesar de que las yeguas no quedan
inmunes a infecciones posteriores, normalmente no ocurren abortos en
gestaciones posteriores (Ostlund, 1993). El aborto ocurre en 1 0 2 yeguas, pero
pueden aparecer tormentas de aborto mayor a un 50% de potrillos (Mumford y
col., 1987; Van Maanen y col., 2000). Si la infeccion sucede al término de la
gestacion, la madre puede expulsar un potrillo vivo pero generalmente muere
de septicemia a los 7 dias de nacer (Murray y col., 1998). Los estudios de
campo muestran que el 95% de los abortos ocurren en el Ultimo tercio de la

gestacion (Allen y Bryans, 1986).

Forma nerviosa

La replicacion secundaria del EHV 1 en el endotelio vascular del sistema
nervioso provoca desoérdenes del sistema nervioso (Edington, 1986) y puede
afectar a un solo animal o a un grupo. El periodo de incubacion es de unos 6-
10 dias y se pueden manifestar o no, sintomas respiratorios previo a la
aparicion del cuadro nervioso (Carroll y Westbury, 1985). Los sintomas pueden
variar desde ataxia leve hasta una paralisis completa con o sin paralisis vesical
y/o rectal. (Van Maanen y col., 2001). En algunos casos se observa edema de

los miembros posteriores y escroto, urticaria, torticolis y ceguera (Friday y col.,
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2000). El pronéstico es favorable ya que se puede recuperar el nivel normal de
desempefio fisico, salvo en los casos en que la paresia persista por mas de 24

horas, en los cuales se recomienda la eutanasia (Van Maanen y col., 2001).

Tratamiento

Debido a que no se disponen de drogas antivirales especificas, el tratamiento
es sintomatico. En los cuadros respiratorios, esta indicado el reposo y el uso
de antibidticos para evitar infecciones bacterianas secundarias. En los casos de
abortos con expulsion completa del feto y la placenta, no es necesario ningun
tratamiento excepto una apropiada higienizacion del &rea perineal y miembros
posteriores para evitar contaminacién ambiental (Ostlund, 1993; Van Maanen,
2002). Los casos de neonatos nacidos débiles, el tratamiento de sostén no es
efectivo y los potrillos mueren de septicemia a los pocos dias del nacimiento

(Murray y col., 1998; Van Maanen, 2002).

Los equinos que manifiestan signos nerviosos, deben recibir terapia de sostén
intensiva y ser alojados en boxes provistos de cama apropiadas hasta que se
revierta la ataxia. Los que sufren de ataxia severa y no se pueden incorporar
deben ser sostenidos con hamacas de sostén. En los casos de que haya
paralisis vesical y rectal, se debe practicar cateterizacion vesical y evacuacion
rectal (Friday y col., 2000; Mc Cartan y col., 1995). Los animales que no se
puedan incorporar 0 no se puedan sostener con una hamaca, deben ser
mantenidos en posicién esternal, facilitando el acceso a la comida y el agua. El
uso de cortcosteroides debe ser realizado por periodos cortos, porque son
inmunosupresores y pueden aumentar la descarga viral al ambiente con el

consiguiente contagio de animales susceptibles. (Edingtony col., 1985).
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Inmunidad

A pesar de la practica de la vacunacion, los herpesvirus equino 1 y 4 son la
principal causa de aborto, infeccion de sistema respiratorio superior y sistema
nervioso (Kydd y col., 2006). Aun no se conocen con precision los elementos
gue participan en la respuesta inmune protectiva. No se ha demostrado en
forma consistente que altos niveles de anticuerpos circulantes en la sangre se
correlacionen con la proteccion frente a una infeccidon natural o experimental.
Las vacunas inactivadas pueden inducir altos titulos seroneutralizantes que
reducen la cantidad y duracién de descarga de virus por la mucosa epitelial
(Breathnach et al., 2001), pero fallan en inducir respuesta citotoxica mediada
por los linfocitos T (CTL) la cual es considerada como el factor primordial para
limitar la infeccion viral (Kydd y col., 2003; Minke y col., 2004). A semejanza de
otras infecciones respiratorias virales, el factor primario que determina la
inmunidad protectora frente a EHV 1/4, es la inmunidad celular y la inmunidad
humoral local de las mucosas respiratorias (Harless y Pusterla, 2006). Durante
la infeccién natural, el EHV 1 induce una respuesta inmune local que excluye al
virus de la puerta de entrada epitelial de las vias respiratorias. Sin embargo,
ninguna vacuna a virus inactivado y atenuado induce la formacién de
anticuerpos en la mucosa (Breathnach y col.,, 2001), ni tampoco induce
proteccion frente a la viremia inducida por EHV 1. Por otra parte, se ha
reportado que el uso de vacunas reduce la replicacion y descarga viral por el
tracto respiratorio, e induce proteccion significativa frente al aborto y
desordenes neurolégicos provocados por la infeccion viral (Heldens y col.,

2001; Van der Meulen y col., 2007).
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Estudios de casos-controles realizados con la vacuna comercial Duvaxyn EHV
1/4®, han demostrado que la misma reduce los sintomas clinicos, la aparicion
de abortos y la duracion y cantidad de descarga viral (Foote y col., 2002;
Heldens y col., 2001). Sin embargo, en condiciones de campo, la vacunacion
no impide la circulacion de EHV 1/4 (Foote y col., 2006). Ensayos de eficacia
realizados con la vacuna inactivada Pneumoabort K® arrojaron resultados
contradictorios, mientras unos autores no hallaron diferencias en la respuesta
febril, signos clinicos y aborto entre las yeguas gestantes vacunadas y las
madres yeguas controles luego del desafio viral (Burki y col., 1990), otros
investigadores demostraron una reduccion significativa en los sintomas
clinicos, duracion de la viremia y en la descarga viral en los equinos vacunados

(Goehring y col., 2010).

Las vacunas a virus vivo modificados estimulan la respuesta citotdxica y la
produccion de anticuerpos en la mucosa confiriendo desarrollo de una rapida y
duradera inmunidad. Patel y col., (2004) han descrito que potrillos de 1,4-3,5
meses de edad, seropositivos a anticuerpos maternales, vacunados con una
sola dosis de una vacuna modificada termosensible, presentaban proteccion
parcial, aunque significativa, frente al desafio intranasal a las 8 semanas post-
vacunacion. También comprobaron proteccion en equinos adultos gestantes y
en yeguas, frente al desafio intranasal con EHV 4 y EHV 1 hasta seis meses
post-vacunacién. Sin embargo, estas vacunas a virus vivo modificadas, tienen
el inconveniente de tener el poder potencial de revertir la virulencia (Minke y

col., 2004) y de inducir aborto (Burki y col., 1990).

Las vacunas vivas recombinantes ofrecen la ventaja de reducir los sintomas

clinicos y la viremia célula asociada (Soboll y col., 2010). Sin embargo las
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mismas no generan una proteccion completa, inducen respuesta humoral pero
sin estimular la respuesta citotoxica. También se han desarrollado vacunas de
ADN y vacunas con genes deleteados, pero aun se encuentran en una fase

experimental y no estan disponibles en el mercado.

Las nuevas vacunas deberian inducir una respuesta inmune local fuerte en el
tracto respiratorio, impedir el establecimiento de latencia y su respuesta no
deberia ser interferida por la presencia de anticuerpos maternales (Harless y

Pusterla, 2006).

En caso de vacunar a los potrillos es recomendable:1) vacunar a la madre
durante el quinto, séptimo y noveno mes de gestacion, 2) revacunar a la madre
4-6 semanas antes de la gestacion, 3) comenzar a vacunar a los potrillos a
partir de los 4-6 meses de edad con tres dosis de vacuna a intervalos de 3-4
semanas Yy posteriormente revacunar cada 3 a 6 meses (Harless y Pusterla,

2006).

Manejo y prevencion de brotes

Para prevenir la aparicion de la enfermedad, se deben implementar medidas
qgue tengan por objeto impedir la entrada del virus exdgeno y eliminar factores
qgque aumenten el riesgo de reactivacion del virus latente, como el stress
(Ostlund, 1993; Van der Meulen y col., 2007). La separacion de los equinos por
edad es una de las mejores tacticas para limitar la dispersion del virus en el
establecimiento; en particular las yeguas gestantes deben ser separadas de los
potrillos y de los equinos que estan en transito en la granja. Lo ideal es que las
madres gestantes estén subdivididas en grupos pequefios de acuerdo con la
fecha de paricion (Ostlund, 1993). El personal debe manejar primero a las
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madres gestantes y luego a las otras categorias. Se debe practicar una
cuarentena de 3 semanas a los equinos que ingresan al predio (Allen y Bryans,
1986; Ostlund, 1993); deben implementarse programas de vacunacion y evitar
en la medida de lo posible el stress (hacinamiento, mala alimentacion, ruptura
de grupos sociales establecidos, destete, transporte por largas distancias,
parasitosis, etc) a toda la poblacion susceptible de la granja (Ostlund, 1993;

Harless y Pusterla, 2006).

A los efectos de minimizar los dafios provocados por la aparicién de un brote,
se debe enfatizar el diagnostico rapido, tomar medidas para evitar la dispersion
del brote (aislamiento, cuarentena, desinfeccion, bioseguridad) e implementar
tratamiento apropiado de los casos clinicos (Allen, 2002; Pusterla y col.,
2009c). En caso de aparicién de un brote, la vacunacion de la poblacion con
mayor riesgo de infeccion, es una medida controvertida ya que algunos autores
la recomiendan porque disminuye la diseminacion de la infeccion y otros la
desaconsejan porque sostienen que la vacunacion frecuente aumenta el riesgo
de provocar encefalomielitis equina (Henninger y col., 2007), aunque esto debe
ser tomado con cuidado debido a que la poblacién con multiples vacunaciones
es mayor de 5 afos, siendo la edad un factor de riesgo para el desarrollo de la

forma neuroldgica de la enfermedad (Goehring y col., 2006).

Situacion en nuestro pais.

Esta enfermedad ha sido clinicamente diagnosticada desde hace muchos afios

y se piensa que es endémica en el pais al igual que otros paises de la region.

En el afio 2009, Easton y col., describen por primera vez en el Uruguay, la
deteccion de EHV 1 mediante pruebas inmunohistoquimicas y moleculares, en
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muestras de tejidos de un feto abortado. La vacunacion en equinos destinados

a actividades hipicas es obligatoria.

Virus de Influenza Equina

Etiologia

El virus de Influenza Equina (EIV) es uno de los agentes mas importantes
cuasantes de enfermedad respiratoria infecciosa en equinos y la continua
evolucién del virus junto con el aumento del movimiento internacional de
equinos de deporte provocan un alto ndmero de brotes epidémicos con
importantes pérdidas econdmicas (Timoney 1996). Por ejemplo el brote
ocurrido en Australia en el 2007 ocasiond un costo de AU$560,000 por dia en
medidas de contingencia del brote y pérdidas de AU$3,35 millones por dia a la
industria equina (Callinan, 2008) estimandose el costo total en un billén de
doélares australianos (Garner, 2011). Este agente viral se ha extendido por todo
el mundo excepto a Nueva Zelandia e Islandia. En los paises donde su
distribucion es endémica, la aplicacion de vacuna inactivada conteniendo cepas

de virus epidemiolégicamente relevantes, es obligatoria.

Estructura del virus

El virus de Influenza Equina es un miembro de la familia orthomyxoviridae,
género influenzavirus (Van Maanen, 2002). Su tamafio es de 100 nm vy
presenta forma esférica o pleomorfica. Tal como lo muestra la figura 1.6, su
genoma esté constituido por ocho segmentos de cadena simple de ARN de

polaridad negativa de 13,6 kb. (Van Maanen y Cullinane 2002).
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Envuelta lipidica
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proteina no estructural 1

PB1, PB2, PA NP :
complejo polimerasa nucleoproteina

Fig. 1.6 Estructura del virus de influenza tipo a (fuente: Cuevas-Gonzalez, 2009).

Presenta alta variabilidad genética; en virtud de ser segmentado, puede
recombinarse genéticamente durante la infeccién viral mixta, lo cual le confiere
la capacidad de trasmision interespecie. Los segmentos 4 y 6 que codifican las
glicoproteinas de superficie de hemaglutinina y neuraminidasa causan los
mayores cambios antigénicos del virus, lo que se conoce como deriva genética
-antigenic shift- (Studdert, 1996). Se reconocen cinco proteinas estructurales y
cinco proteinas no estructurales. Tres proteinas no estructurales (PB1 PB2 y
PA) constituyen el complejo polimerasa y las otras dos proteinas no
estructurales (NS1 y NS2) restantes se sintetizan durante la replicacion viral.
Las proteinas estructurales nucleoproteina (NP) y Matrix (M1 Y M2) determinan

la especificidad de tipo A, By C. Los anticuerpos contra estas proteinas no
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son protectores, aunque inducen inmunidad celular. Los virus pertenecientes al
tipo A tienen la particularidad de tener un alto rango de huéspedes (hombre,
aves, cerdos, equinos), mientras que el tipo B afecta solo a humanos y focas y
el tipo C a humanos y cerdo. EIV se ha tipificado como de tipo A. La envoltura
viral esta constituida por dos proteinas de superficie, la Hemaglutinina (HA) que
es un trimero y la Neuraminidasa (NA) que es un tetrAmero, ocupan el 25% y el
10% de la masa proteica, respectivamente. La HA es la mayor proteina de la
envoltura viral, tiene la propiedad de aglutinar eritrocitos y se sintetiza como un
Unico polipéptido que se desdobla en dos cadenas HA1 Y HA2 unidas por
puentes disulfuro, durante la replicacion viral (Wilson, 1980). La misma se une
a receptores que contienen &cido sidlico a la membrana celular de la célula
huésped. La HA es el principal blanco de la respuesta inmune protectiva y por
lo tanto es el componente fundamental a considerar en la formulacién de las

vacunas (Lewis y col, 2011).

La NA es la segunda gran glicoproteina de la envoltura viral y juega un rol
importante en la liberacion del virus de la membrana celular, asi como en la lisis

del mucus epitelial facilitando la entrada del mismo al hospedador.

Ambas proteinas determinan la especificidad de subtipo (16 subtipos de HA'y 9
subtipos de NA). En los equinos solo se han reportado dos subtipos diferentes
el H7N7 Y EL H3N8. Mutaciones en al menos cuatro sitios antigénicos de la
secuencia de amino&cidos de la HA, pueden originar variantes antigénicas que
permiten al virus, escapar de la accion de los anticuerpos seroneutralizantes y
este mecanismo se conoce con el nombre de deriva antigénica o antigenic drift
(Daly y col, 1996). Si bien la NA presenta variabilidad antigénica, la misma no

es tan importante como en el caso de la HA. Como consecuencia de la deriva
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antigénica de EIV, si la vacuna no contiene cepas de virus actualizadas, la
misma pierde capacidad protectora y en consecuencia, la infecciébn en un
animal parcialmente inmunizado produce eliminacion de virus con el
consiguiente riesgo de infectar a otros huéspedes susceptibles (Lewis y col,

2011).

Epidemiologia

La gripe o Influenza Equina es una infeccion respiratoria aguda de los caballos,
asnos y mulas causada por dos subtipos distintos del virus de la influenza A (el
H7N7, antes llamado Equi-1 y descrito en Praga en 1956 y el H3N8, antes
llamado Equi-2 y reportado en Miami en 1963. Los virus del subtipo H7N7 no
se han aislado desde los afios 80. También se ha informado de la infeccién de
cebras, perros y humanos. Inicialmente, H3N8 circul6 como una simple linea
filogenética (Kawaoka, 1989), hasta que a finales de la década de 1980 se
generaron dos lineas filogenéticas (Daly y col,1996), que segun el lugar de
aparicion se denominaron lineas americanas y euroasiaticas. Posteriormente
Lai y col. (2001), reportaron que la linea americana habia evolucionado
formando tres sublinajes genéticos: linaje Sudamericano, linaje de Kentucky
(correspondiente al linaje americano descrito por Daly en 1996) y el linaje
Florida. Finalmente, el sublinaje Florida evolucion6 en dos clados (OIE, 2008):
el clado 1 representado por cepas americanas tipo A/eg/wisconsin/03 y el clado

2 representado por cepas euroasiaticas tipo A/leq/newmarket/03 (ver figura 1.7).
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Figura 1.7. Arbol filogenético de la secuencia de nucleétidos del segmento HA1 del
virus H3N8 (Fuente: Bryant y col, 2009).

Estas formas de evolucion multiple no son causadas por barreras geograficas,
ya que pueden cocircular diferentes linajes en un mismo lugar, probablemente
debido al aumento del transporte internacional de equinos. Por ejemplo, en el
afio 1993 en la localidad de Newmarket, se reportd el aislamiento simultaneo
de cepas americanas y euroasiaticas (Daly y col, 1996). Se piensa que las

lineas americanas son mas dominantes, debido a que en América del Norte
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solo se registr6 un solo aislamiento de origen euroasiatico denominado
Alequi/Saskatoon/1/90 (Oxburg y col, 1999). Contrariamente a lo sostenido por
esta hipotesis, Koelle y col, (2010), mediante el uso de modelos de simulacion
evolutivos y ecologicos, demostraron que el predominio de las cepas
americanas aisladas en Europa se debia a un debilitamiento en la vigilancia
cuarentenaria con la consecuente introduccion de estas cepas a Europa. Otra
caracteristica de los aislamientos de H3N8 es la de presentar una menor tasa
de evolucidon que el subtipo H3N2 de humanos, siendo del orden de 2,1
nucledtidos por afio, manteniendo una tasa de cambio constante en el periodo
1968-2007, siguiendo la misma via de evolucién mdultiple que la del virus de

Influenza tipo B (Lewis y col, 2011).

Normalmente, la gripe se extiende rapidamente en una poblacion susceptible.
La enfermedad es endémica en América y Europa (Bryant y col, 2009) y se
presenta en forma ocasional en India (Virmani, 2010), Sudéfrica (Guthrie,
1999) y Japon (Yamanaka, 2008). Hasta el presente, solo Nueva Zelanda e

Islandia se han declarado paises libres de la enfermedad (OIE, 2016).

En los dltimos afios, la infeccién se ha introducido en Australia (2007) y se ha
reintroducido en Sudafrica (2003) y Japdn (2007). Entre los afios 1978 y 1981
se han registrado brotes provocados por H3N8 en Europa y en Norte América
afectando equinos vacunados y sin vacunar (Borrows y col, 1979, Borrows y
Denyer, 1982). Las epidemias mayores ocurrieron en Sudafrica y en la India en
1987 y en Australia en el 2007 debido a la importacion de equinos procedentes
de Europa y Norteamérica, (Kawaoka y col, 1989, Uppal y col, 1989, Hannant y
Mumford 1996, Calinan, 2008). En 1989, se registraron brotes epidémicos en

Europa causados por virus H3N8 antigénicamente diferentes a las cepas
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vaccinales provocados por la deriva antigénica (Van Maanen y col, 2002). En
ese mismo afo, en China, se reportaron brotes causados por cepas H3N8 muy
diferentes y estrechamente relacionadas con cepas aviares (Guo y col, 1990) y
posteriormente en la misma region, en los afios 1993-94 ocurrieron brotes mas
severos (afectando a un millébn y medio de equinos y con una mortalidad del
30%) originados por virus H3N8 estrechamente relacionados con los

aislamientos europeos de 1991 (Guo y col, 1995).

Transmision

El virus de Influenza Equina se trasmite por inhalacion de secreciones
respiratorias y es muy contagioso. También se puede trasmitir a través de
fomites y equipos contaminados. El periodo de incubacion es corto (1 a 5 dias)
y la tos contribuyen a la rapida expansion de la enfermedad en poblaciones
susceptibles la morbilidad puede llegar al 100%. A pesar de que la principal via
de trasmision es mediante los aerosoles generados por la tos de los equinos
enfermos, los vehiculos de transporte y el personal contaminados, también
contribuyen a la rapida difusion de la enfermedad. En estas Gltimas décadas el
transporte de equinos subclinicamente infectados ha jugado un papel muy
importante en la diseminacion de la infeccién sobre largas distancias (Van
maanen, y Cullinane, 2002). Otro factor importante en la trasmisién de la
enfermedad es la variabilidad antigénica del virus (deriva antigénica). Si las
vacunas no contienen antigenos epidemiologicamente importantes 'y
actualizados de EIV, los animales vacunados quedan inmunizados
parcialmente, presentando infeccidn subclinica, excretando el virus infeccioso y

pudiendo infectar a otros huéspedes susceptibles.
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Patogenia

El virus ingresa al huésped por via respiratoria y la NA viral hidroliza el mucus
bronquial permitiendo el contacto con el epitelio (Mastrovich y col, 2004) . La
HA viral se une a los receptores de la membrana celular y penetra a la célula
mediante endocitosis. El pH acido del endosoma facilita la liberacion de la
nucleocapside y su pasaje al nucleo donde se sintetizan los ARN mensajeros y
virales (Shapiro y Kruger, 1988). La HA, la NA y la proteina M2 sintetizadas son
transportadas por el Aparato de Golgi para anclarse en la membrana
citoplasmaética, mientras que la proteina M1 interviene en el ensamblaje de la
nucleocapside (Zhang y col, 2000). Los nuevos viriones emergen de la
membrana citoplasmatica apical por brotamiento y se desprenden de las
células mediante la lisis de los sitios de unién de acido N-acetilneuraminico de
las glicoproteinas de la membrana celular y las glicoproteinas virales. La
infeccion viral conlleva a la muerte celular por apoptosis (Van Maanen, y
Cullinane, 2002). En un lapso de tres dias la infeccion se extiende por todo el
tracto respiratorio causando descamamiento del epitelio bronquial y la
regeneracion del mismo tarda unas tres semanas. Consecuentemente pueden
ocurrir complicaciones, especialmente cuando el animal afectado no hace
reposo (Folsom y col, 2001), como infeccién bacteriana, bronquitis alérgica,
bronquiolitis y riesgo de padecer enfermedades cronicas obstructivas (Coggins,

1979).

Sintomas

Los signos clinicos caracteristicos son fiebre, tos seca y corrimiento nasal (Van

Maanen, y Cullinane, 2002). EIl periodo de incubaciéon varia de 1-5 dias,
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dependiendo de la carga viral y del estado inmune del hospedador (Gildea y
col, 2011). Los periodos de incubacion mas prolongados estdn asociados a
virus de menor virulencia que requieren varios ciclos replicativos para poder
causar signos clinicos. La mayor descarga de virus ocurre en las primeras
etapas de la enfermedad cuando la tos es severa. Puede haber equinos
subclinicamente infectados, los cuales representan un factor muy importante en
la diseminacion de la enfermedad porque habitualmente no se los puede
identificar. El transporte internacional de equinos subclinicamente infectados ha
provocado severos brotes en Sudafrica, India, Hong Kong y Australia (Daly,

2004, Calinan 2008).
Diagnéstico

Se puede realizar un diagndstico clinico de la enfermedad en poblaciones
inmunolégicamente virgenes, pero en los casos en que se presenta inmunidad
parcial, se debe realizar diagnostico de laboratorio, que consiste en la
deteccion directa de antigeno o acido nucleico viral y en la seroconversion en
muestras de sangre colectadas en un intervalo de 21-30 dias. Las pruebas
seroldgicas usadas son la inhibicion de la hemoaglutinacion (HI) y la hemdlisis
radial simple (SRH).Estudios comparativos entre ambas técnicas han
evidenciado que la prueba de SRH presenta mayor sensibilidad y
reproducibilidad que la HI (Mumford, 2000 y Daly, 2007). Un aumento cuatro
veces mayor en la prueba de HI o un aumento del 50% o de 25 mm? del area
de hemdlisis en la prueba de SRH se considera como evidencia de infeccion

(OIE 2016 , y Newton, 2000).
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El aislamiento viral en huevo embrionado o en linea celular MDCK a partir de
exudados nasofaringeos y la identificacion viral por prueba de HA-HI, son las
pruebas de referencia (OIE, 2016). El aislamiento viral es una técnica muy
laboriosa,a veces se necesitan semanas para obtener resultados; depende
mucho de la concentracién de virus en la muestra y de su viabilidad biologica
(Daly y col, 2004). Livesay y col. (1993) reportaron que el aislamiento viral
presentaba una sensibilidad de un 50% frente al diagnéstico serolégico con
muestras pareadas. El aislamiento en MDCK es menos permisivo y puede
presentar baja sensibilidad cuando se trata de detectar ciertas variantes del

virus (Hannant y Mumford, 1996).

En estos dltimos afios se han desarrollado técnicas para realizar deteccidén de
antigenos (Cook, 1988) y acidos nucleicos virales (Quinlivan y col, 2005; Heine
y col, 2007) que ofrecen las ventajas de ser mas rapidos y aplicables para la
deteccion clinica y subclinica. También se han usado Kits de deteccion rapida
de gripe humana, que son aplicables para el diagnostico de Influenza Equina
debido a que las nucleoproteinas de los virus de ambos hospedadores
comparten antigenos comunes (Chamber y col, 1994). Ademas, la deteccion
molecular por PCR es un método que presenta alta sensibilidad, no requiere
virus viable (a diferencia del aislamiento viral) y permite caracterizar y detectar
la deriva antigénica del virus mediante la secuenciacion directa del gen de la
HA (llobi y col, 1998). Estudios comparativos entre las técnicas de deteccion
directas de Elisa, PCR y aislamiento viral evidenciaron que el PCR en tiempo
real resulto ser la prueba méas sensible (Quinlivan y col, 2005). Dicho ensayo
consiste en detectar regiones conservadas del gen de la proteina M del virus

de Influenza tipo A que se multiplican en diferentes especies como aves,
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cerdos y equinos, usando sondas de hidrdlisis Tagman (Fouchier, 2000). Sin
embargo, el aislamiento viral sigue siendo una herramienta fundamental ya que
permite realizar estudios posteriores para caracterizar antigénicamente y
genéticamente a EIV, informacion necesaria para realizar la vigilancia de las
derivas antigénicas de los virus circulantes y actualizar las cepas vaccinales.
Sin embargo algunos autores sugieren realizar la caracterizacion genética y
antigénica de la HA directamente de los hisopados nasofaringeos, ya que se
han reportado cambios genéticos y antigénicos en los aislamientos virales
obtenidos luego de realizar pasajes en huevo embrionado y en cultivos

celulares de MDCK (llobi y col, 1998).

También se puede realizar serodiagnostico, ya que muestras pareadas
tomadas en intervalos de 21-30 dias evidencian aumento del titulo de
anticuerpos para Gripe equina. Las técnicas serologicas utilizadas son la
Inhibicion de la Hemagloutinacion (HI), Seroneutralizacion (SN) y la Hemolisis
radial simple (SRH), siendo esta ultima la que tiene mayor reproducibilidad y
sensibilidad (Wood, 1994) ofreciendo mejores ventajas diagnésticas
especialmente en equinos con multiples vacunaciones, en los cuales no se
observa seroconversion por HI. Un incremento en 4 diluciones del titulo HI, o
un incremento del 50% o 25 mm? del area de hemodlisis se considera infeccion

por virus de la gripe equina (Wood y col., 1994).

Tratamiento

El componente esencial del tratamiento es el reposo en el establo un nimero
de semanas equivalente al nimero de dias que dura la fiebre, a los efectos de

permitir la regeneracibn completa del epitelio respiratorio y evitar
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complicaciones como la enfermedad obstructiva cronica y la miocarditis (Van
Maanen, 2002). Por otra parte, se implementa un tratamiento sintomatico
basado en brindar alojamiento bien ventilados, hidratacion y uso de antibi6ticos

y antinflamatorios se indica cuando sea necesario (fiebre, anorexia).

Manejo y prevencion de brotes

Como medida adicional se debe realizar cuarentena de los nuevos ingresos de
2-3 semanas de duracion y revacunacion con 10 dias previos al ingreso. Los
animales afectados deben ser inmediatamente aislados y especialmente evitar
el contacto con los potrillos. Es importante adoptar estrictas medidas de
bioseguirdad, como el uso de equipos de proteccidon personal, utensilllos
diferentes para infectados y sanos, desinfeccion de establos contaminados,

equipos y vehiculos de transporte.

Inmunidad

El control y la prevencion de la enfermedad dependen de la aplicacion de
planes de vacunacion eficaces y practicas de bioseguridad que reduzcan el
riesgo de trasmision a hospedadores susceptibles y disminuyan la produccion
de grandes cantidades de aerosoles (Van Maanen, 2002). Se considera que el
70% de la poblacion equina debe estar vacunada para evitar la aparicién de
brotes epidémicos (Baker, 1986), sin embargo los criterios para establecer

planes de vacunacion eficaces son variables.

Se disponen de vacunas inactivadas que contienen una cepa representativa del
subtipo H7N7 y una o méas cepas del subtipo H3N8, bajo la forma de virus

purificado inactivado, o bien subunidades de antigenos virales; generalmente
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se les agrega un adyuvante (Van Maanen, 2002). Muchas vacunas
convencionales inducen una respuesta pobre cuando son aplicadas durante los
brotes de Influenza Equina (Mumford y col, 1988). Por tal motivo, es necesario
efectuar revacunaciones cada 3-4 meses para conferir proteccion clinica en la
poblacion susceptible, especiamente en los jovenes (Powell, 1991). En las
tltimas décadas han surgido nuevas vacunas comerciales, que contienen
nuevos adyuvantes oleosos y polimeros, asi como sistemas de presentacion de
antigenos (ISCOM) que inducen mayor respuesta inmune y de duracion mas
prolongada (Mumford y col, 1994a, Mumford y col, 1994b y Mumford y col,
1994c). Por el contrario, en algunas regiones como Norte América, se ha
reportado que la vacunacion cuatro veces repetida a intervalos de 6 semanas,
no disminuy6 el riesgo de aparicion de la enfermedad (Morley y col, 1999). Se
ha demostrado que el aumento del titulo luego de la vacunacion es
inversamente proporcional al titulo obtenido previamente a la vacunacion, por
lo tanto las revacunaciones frecuentes no son econémicamente efectivas (Van

Maanen, 2002).

Con respecto a la poblacién inmunizada, se ha reconocido la existencia de
equinos que responden pobremente a la vacunacion, siendo entonces muy
importante su identificacion a los efectos de revacunarlos y conferir una

inmunidad apropiada a la poblacién (Hannant y Mumford, 1996).

Investigaciones experimentales y de campo han confirmado que el grado de
proteccién inducido por la vacunaciébn con vacunas inactivadas, esti
estrechamente relacionado con el nivel de anticuerpos SRH circulantes medido
por el area de hemdlisis desarrollada (Mumford y col., 1988, Mumford y col.,

1994, Newton y col., 2000a, Van Maanen, 2002). Los equinos que presentan
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un area de hemdlsis> 140-150 mm?, no muestran signos de infeccién (Newton
y col, 2000a), a su vez, las vacunas ISCOM vy las que tienen adyuvantes de
carbémeros desarrollan una inmunidad mas prolongada (Heldens y col, 2009).
Si bien se encontraron altos nvieles de anticuerpos SRH en potrillos vacunados
con vacuna inactivada conteniendo carbomeros adyuvantes, la respuesta bajo
rapidamente a los 4-5 meses de la tercer revacunacion (Van Maanen 2002).
En el transcurso de un brote, equinos vacunados tres veces con una vacuna a
subunidades, no presentaban niveles protectores de anticuerpos SRH (Newton
y col, 2000b). Por lo tanto, algunos autores sugieren la inclusiébn de una
vacunacion adicional entre la segunda y la tercera vacunacion, especialmente
en potrillos (Cullinane y col, 2001), a los efectos de asegurar un buen nivel de
proteccién inmunitaria. Por otra parte se evidencid una respuesta
siginificativamente mayor en los casos que se aplica una vacuna inactivada
monovalente en comparacion con vacunas mixtas que incluyen otros virus
como herpesvirus y reovirus equino (Cullinane y col, 2001, Daly y col, 1996,
Newton 2001). Mediante el uso de un modelo estadistico de Montecarlo
destinado a evaluar las medidas preventivas establecidas en Reino Unido, se
demostr6 que los factores de mayor riesgo para la reintroduccion de la
enfermedad son el tiempo pasado después de la Ultima vacunacion y el ingreso

de nuevos equinos durante la temporada hipica (De la Ruay col, 1999).

La evaluacion de la eficacia de las vacunas inactivadas se realiza mediante el
desafio con aeresoles de virus (Mumford y col, 1990) y mediante la
determinacion del nivel de anticuerpos por las pruebas de HI y SRH (Mumford,
1988). Para obtener una correlacion fuerte con las pruebas de HI y SRH es

necesario que haya una estrecha homologia entre las cepas vaccinales y de
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desafio. Se ha demostrado en ensayos experimentales que animales
inmunizados con cepas heterélogas no estan completamente protegidos y
eliminan mayor cantidad de virus que los inmunizados con cepas homoélogas
(Yates y Mumford, 2000). Por lo tanto, es esencial que una vacuna eficaz
contenga antigenos homologos a los presentes en el virus que actua en el
campo (Hannant y Mumford, 1996). Por ejemplo, en 1995 se caracterizaron dos
aislamentos obtenidos en Holanda y ambos presentaban deriva antigénica
frente a la cepa vaccinal H3N8, disminuyendo la potencia de la vacuna que

contenia dicha cepa vaccinal (Van Maanen, 2002).

Daly y col. (1996), demostraron que desde 1989 la evolucion del virus origind
dos lineas americanas y europeas, genéticamente diferentes y en Irlanda y en
otros paises se han reportado brotes originados por ambas lineas desde 1988
probablemente debido al transporte internacional de equinos (Oxburg y col,
1998, Oxburg y col, 1999, Van Maanen y Culliname, 2002). Tanto Yates (2000)
como Newton y col, (1999), comprobaron en ensayos experimentales y de
campo, respectivamente, protecciobn cruzada incompleta contra cepas tipo
americanas en caballos con altos niveles preinfeccion de anticuerpos SRH
inducidos por la vacunacion con cepas de tipo europeo. En consecuencia, a
partir de 1995 (Mumford y col, 1995) se comenzd a incluir en las vacunas,
cepas representativas tipo europeas (cepas Suffolk/89 o Newmarket 2/93) y
americanas (Cepa Kentucky/94 o Newmarket 1/93). Sin embargo, la evolucién
genética divergente de las cepas americanas ocurrida a partir del afio 2001, ha
causado cambios adicionales en las cepas a incluir en la vacuna (Lai y col,

2001).
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La mayor parte de los brotes ocurren en otofio en equinos menores a 2-3 afios
en eventos de venta o exposiciones debido a la gran concentracion de
animales en espacios poco ventilados y procedentes de diferentes lugares (Van
Maanen y Cullinane, 2002). Por lo tanto, es muy importante asegurar mediante
un plan de vacunacioén, una apropiada proteccion inmunataria a la poblacién de
menor edad. En un estudio de campo el 83% de los equinos Sangre Pura de
Carrera (SPC) menores de un afio que ingresan al entrenamiento, y el 73% de
los de 2 afios edad que estan en entrenamiento presentan niveles de
anticuerpos SRH no protectores frente a la infeccion de virus de Influenza
Equina homdlogo (Van Maanen y Cullinane, 2002). A su vez la variabilidad en
los titulos SRH se explica en gran medida por la historia de vacunaciones. Los
principales factores que influyen en la prediccion del titulo SRH en los equinos
que entran al entrenamiento son el nimero total de vacunaciones previas y la
edad en el momento de la primera vacunacion (Newton y col., 2000a y 200b).
La ultima asociacion es positiva sefialando la interferencia de los anticuerpos
calostrales (Siegrist y col., 1998), bloqueando la respuesta inmune cuando los
potrillos son primovacunados a edad muy temprana (Cullinane y col., 2001).
Van Oirschot y col. (1995) demostraron que potrillos nacidos de madres
vacunadas no presentaban anticuerpos para los virus de influenza H7N7 vy
H3N8, a partir los cuatro meses de edad. También se encontré que los
anticuerpos calostrales interferian con la vacunacion cuando los potrillos eran
vacunados antes de las 24 semanas de edad (Van Maanen y col., 2001). En
ese sentido, se ha demostrado la interferencia de los anticuerpos maternales
en potrillos vacunados con vacuna entera inactivada y con vacuna a

subunidades, ya que los potrillos primovacunados a las 26 semanas de edad
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presentaban titulos mas altos que los vacunados a los 12 semanas de edad
(Cullinane y col., 2001). Por lo tanto, los potrillos deberian ser primovacunados
a partir de los seis meses de edad a los efectos de evitar la interferencia
ocasionada por los anticuerpos maternales. Por otra parte, la revacunacion
frecuente (2 veces por afio) reduce el periodo ventana de susceptibilidad a la

infeccion viral (De la Rua y col., 1999, Newton y col., 2000b).

La infeccion por el virus de Influenza Equina induce una respuesta inmune
celular mediada por células citotéxicas (CTL) y una respuesta inmune local
humoral mediada por IgA (Hannant y col., 1989, Van Maanen y Cullinane,
2002). La vacunacion intranasal con virus inactivado junto con el adyuvante
toxina B de coélera, induce una respuesta local humoral muy fuerte, con
predominio de IgA, brindando proteccion clinica e impidiendo la excrecion viral
frente al desafio con aereosoles de virus infeccioso al animal vacunado
(Hannant, 1991). A su vez la aplicacion local en mucosa nasal de vacunas
ISCOM también inducen respuesta inmune local y mediada por células CTL
(Morein y col., 1999). Se han usado vacunas a virus vivo termosensibles en
humanos que ofrecen una mayor eficacia, pero aun se deben realizar mas
estudios que aseguren su inocuidad. También se han usado en equinos y se
ha ensayado una vacuna a virus vivo modificado muy segura, incluso en
equinos con inmunosupresion inducida por el ejercicio y que provee proteccién
clinica frente a la infeccion experimental hasta 3 meses después de una dosis
simple. Mas aun, en otro estudio se comprobd que ante un desafio viral, la
severidad de los sintomas clinicos y la excrecién viral se redujeron en forma
marcada seis meses después de la vacunacion (Townsend y col., 2001). El uso

de este tipo de vacunas esta autorizado solamente en Estados Unidos.
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Las vacunas de ADN ofrecen nuevas ventajas frente a las vacunas de
formulacion tradicional, ya que el inmundgeno es activamente sintetizado en las
células transfectadas con el ADN vaccinal, permitiendo la expresién de
moléculas MHC | y MHC Il con su conformacion molecular inalterada (Olsen,
2000). En un estudio realizado, la vacuna de ADN administrada en piel y/o
mucosas provoca proteccion parcial a potrillos infectados experimentalmente
con virus de Influenza. Tres de ocho equinos presentaron proteccion total,
asociada a la presencia de IgGb, en ausencia de IgA en las secreciones
nasales (Lunn y col., 1999, Olsen, 2000). La adicion del gen que codifica la
Interleukina 6, mejora claramente la capacidad protectora en ratones de las
vacunas de ADN de Hemaglutinina (Larsen y col., 1997). Se ha demostrado
que la Interleukina 6 es un factor critico en la maduracion de los linfocitos B
secretores de IgA y en la mejora de la respuesta especifica de los linfocitos T a
la nucleoproteina viral (Olsen, 2000). Como se describié anteriormente, los
anticuerpos maternales pueden interferir en la respuesta inmune, sin embargo,
la inmunizacién con ADN puede sortear esta interferencia, ya que los ratones
con inmunidad materna pueden desarrollar una respuesta humoral y celular
luego de ser vacunados con vacuna ADN que contiene el gen de la gB del
HSV, a diferencia de los ratones vacunados con vacuna inactivada (Mannickan
y col., 1997). En cambio, en las vacunas de ADN que expresan la HA y la NP,
la respuesta humoral a la HA fue severamente inhibida, a pesar que la
respuesta celular contra la HA y la respuesta humoral contra la NP no fueron
inhibidas (Pertmer y col., 2000). También se han reportado efectos inhibitorios
de los anticuerpos maternales usando otros antigenos vaccinales (Sarampién,

Virus Sincitial Respiratorio, Tétanos), tanto cuando se administran vacunas
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tradicionales (vacunas inactivadas o proteinas con adyuvantes) o de ultima
generacion como las vacunas a virus vivo recombinantes y las vacunas de
ADN (Siegrist, 1998). Por lo tanto, se plantea como un desafio para el futuro, el
desarrollo de vacunas que confieran una inmunidad duradera basada en la
induccion de altos niveles de anticuerpos sistémicos y locales por un lado y una

respuesta inmune mediada por células efectiva, por otro lado.

Finalmente, se resalta la importancia de la implementacién de programas de
vigilancia de la Influenza Equina, porque sensibilizan a los actores de la cadena
equina y permiten evaluar la eficacia de las vacunas en el campo, tomando
especial recaudo en el monitoreo de la deriva antigénica del virus de influenza
actualizando las cepas vaccinales con las cepas epidemiol6gicamente
importantes. Se debe tener especial cuidado en brindar una adecuada
inmunidad a la poblaciobn joven mas susceptible, teniendo en cuenta la
interferencia de los anticuerpos maternales en los planes de vacunacion. A los
efectos de reducir la presion de la infeccion viral, se debe alentar una alta
cobertura de vacunacion en las categorias de equinos que presenten mayor
riesgo de ser infectados. La evolucion continua del virus H3N8 y en particular
la evoluciébn multiple de las cepas americanas deben ser aspectos muy
importantes a tener en cuenta, para lograr vacunas que sean capaces de
inducir una fuerte inmunidad cruzada. Ademas, se deberian desarrollar
vacunas potentes, con duracion de inmunidad prolongada y que induzcan

respuestas similares obtenidas por la inmunidad natural.

Es necesario determinar ensayos confiables que se correlacionen con la
proteccién inmunitaria, para evaluar las vacunas que inducen anticuerpos

locales y estimulan la inmunidad celular.
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Situacion en nuestro pais

La gripe equina se presenta en el continente americano en forma endémica
(Bryant y col, 2009, Cullinane, 2010). En nuestro pais se diagnosticO por
primera vez en 1963 (Vallone y col, 1965); desde 2006 se notifica anualmente

su presencia al Sistema Internacional de Salud Animal (WAHID, 2013).

En el 2009 hubo un brote de enfermedad respiratoria aguda en equinos Sangre
Pura de Carrera residentes del Hipédromo de Marofias, se realiz6 un estudio
serologico para detectar la infeccion por los virus de gripe equina y de

Rinoneumonitis Viral Equina sin lograr resultados positivos (Acufia, 2009).

Al comenzar el otofio 2012, se presentd un brote de Influenza Equina, que
complicé a toda la actividad hipica deportiva del pais, justo antes de la clasica
semana criolla donde la actividad ecuestre llega a su maxima actividad. Incluso
se llegé a clausurar la operativa de nuestro principal Hipédromo Marofias
durante una semana, ocasionando importantes pérdidas econdémicas para la
industria equina. Al comienzo, se sospecho que era un brote de Rinoneumonitis
Equina, pero luego se confirm6 el diagndstico de laboratorio de Influenza
Equina por el Instituto de Virologia de INTA-Castelar y la DILAVE-MGAP. El
brote se presento entre el 15y el 30 de marzo en los studs del Hipédromo de
Maroias de Montevideo y alrededores, afectando a unos 2500 equinos con una
tasa de incidencia del 40% (WAHID, 2012). Se sospecha que el brote fue
originado por la importacion de equinos infectados desde Brasil, en ese
entonces ocurrieron varios brotes de Gripe Equina en varios hipédromos
brasilefios. En los meses siguientes la enfermedad se extendié a Buenos Aires

(Argentina). La vacunacion contra la Influenza y la Rinoneumonitis equina es
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obligatoria para todos los equinos del pais, debiéndose revacunar cada 3 a 4
meses. Sin embargo, se estima que solo se llega al 80% de cobertura vaccinal
de los animales deportivos y en menos del 50% de todos los equinos del pais.
La vacuna contra Influenza usada en América del Sur es inactivada y bivalente
(virus A equi 1y 2). Sin embargo, Ultimamente se vienen usando vacunas que
ya no contienen el virus A equi 1. Actualmente, la OIE no recomienda la
inclusion de este subtipo en las vacunas, debido a que el mismo no circula en

el mundo desde hace mas de 30 afios.

Caracterizacion del problema

Los virus equinos EIV y EHV 1/4, provocan infecciones que pueden representar
importantes pérdidas socio-econdmicas ocasionadas debidas a: cierre de
eventos recreativos y deportivos hipicos, pérdida de animales por abortos y
por la gravedad de la enfermedad, bajos rendimientos en las competencias,
dias perdidos para lograr la recuperacion de los animales convalecientes y al

costo ocasionado por el tratamiento.

La rinoneumonitis equina (RE) es un término que describe un conjunto de
enfermedades en caballos que pueden incluir cuadros clinicos respiratorios,
aborto, neumonitis neonatal de los potros, o mieloencefalopatia y esta causada

por los virus EHV 1y EHV 4.

En estos ultimos afios se ha evidenciado un aumento en la frecuencia y en la
gravedad de casos neurolégicos causados por EHV 1, particularmente en USA
y Europa (Goehring y col., 2006; Henninger y col., 2007; Allen y col., 2008). A
su vez, se ha identificado un polimorfismo simple de nucle6tidos (SNP),

Adenina (A) por Guanina (G) en el nucleétido (nt) 2254 del gen que codifica la
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polimerasa viral (ORF30), con la consiguiente sustitucion de asparagina (N) por
acido aspartico (D) lo cual estaria asociado a enfermedad neuroldgica (Nugent

y col., 2006).

En nuestro pais no se conoce con certeza cuales son los agentes involucrados
ya que nuestro medio carece de laboratorios especializados que tengan
capacidad de dar respuesta suficientemente rdpida a estos problemas.
Tampoco se conoce el grado de difusibn de estos agentes en nuestra
poblacion equina deportiva. La posibilidad de lograr la capacidad diagndstica
para detectar y caracterizar estos agentes, aportaria mayor informacion

eipidemioldgica sobre ellos.

Tampoco se conoce el nivel de inmunidad de los equinos vacunados para
prevenir infeccion por EHV 1/4 y EIV, especialmente en los equinos deportivos,

gue solo se vacunan cuando concurren a competencia, exposiciones, etc.

Con respecto a la Influenza Equina se han establecido ensayos serologicos
adecuados para medir el nivel de inmunidad. Las vacunas inactivadas usadas
en nuestro pais inducen anticuerpos SRH para EIV que se correlacionan muy
bien con el nivel de inmunidad y pueden ser medidos por técnicas de
laboratorio confiables y estandarizadas. La evaluacion del nivel de inmunidad
frente a la infeccion por EIV, posibilitaria realizar modificaciones a tiempo de las

estrategias para maximizar la capacidad protectiva de las vacunas.

Para el caso particular de EHV 1/4, no se ha demostrado en forma consistente
que altos niveles de anticuerpos seroneutralizantes circulantes en la sangre se
correlacionen con la proteccion frente a una infeccion natural o experimental.

Las vacunas inactivadas de EHV 1/4 usadas en nuestro pais, pueden inducir
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altos titulos seroneutralizantes que reducen la cantidad y duracidon de descarga
de virus por la mucosa epitelial (Breathnach et al., 2001), pero fallan en inducir
respuesta citotoxica mediada por los linfocitos T (CTL) la cual es considerada
como el factor primordial para limitar la infeccion viral (Kydd y col., 2003; Minke

y col., 2004).

En funcion de las interrogantes planteadas en la caracterizacion del problema,

se plantean las siguientes hipotesis:

e Que la estimacion de la prevalencia de EHV1 y de la variante
neurovirulenta G2254, sean similares a las observadas en los paises

de la region region.

e Que la misma esta asociada a factores como la raza, edad, estado de

vacunacion y sexo.

e Que los niveles de proteccion frente a la infeccion por el virus de
Influenza Equina sean bajos en previo al ingreso de los equinos a los
eventos hipico -deportivos, ya que habitualmente gran parte de los

mismos actualizan la vacunacion obligatoria en dicho momento.

e Que los mismos estén asociados a factores como la raza, estado de

vacunacion, edad y sexo.
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Objetivos

Objetivos generales

Estimar la seroprevalencia de EHV1, caracterizar con ensayos
moleculares los virus EHV 1/4 y EIV, y establecer los niveles de
proteccion contra la infeccion de EIV en los equinos de deporte en

Uruguay.

Objetivos especificos

Estimar la seroprevalencia de EHV 1y su asociacion con la raza, edad,
sexo y antecedentes de vacunacion en la poblacién de equinos de

deporte en Uruguay.

Puesta a punto de técnicas moleculares para detectar EHV 1/4.

Detectar y caracterizar por técnicas moleculares, EHV 1/4 en ganglios

broncopulmonares de equinos enviados a plantas de faena.

Determinar el nivel de inmunidad de equinos de deporte frente a EIV en

distintos estratos de edad, raza, sexo, e historia de vacunacion.
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CAPITULO 2

Estudio de seroprevalenciay de factores que afectan el nivel
de anticuerpos seroneutralizantes contra EHV 1 en equinos que

participan en actividades hipico-deportivas en el Uruguay.!
Resumen

La Rinoneumonitis equina (RE) es un término que describe un conjunto de
enfermedades en caballos que pueden incluir cuadros clinicos respiratorios,
aborto, neumonitis neonatal de los potros, o mieloencefalopatia y esta causada
por los virus EHV 1 y EHV 4. La distribucion de estos agentes se considera
mundialmente enzoodtica provocando importantes pérdidas econdmicas
especialmente en paises con buen desarrollo de la industria hipico-deportiva.
En el Uruguay se considera enzodtica desde hace muchos afios. El objetivo de
este trabajo es estimar la seroprevalencia de EHV 1 en equinos de deporte en
el Uruguay y determinar si esta asociada con factores como la edad, raza, sexo
y los antecedentes de vacunacion. Se colectaron 1517 sueros equinos en el
periodo diciembre 2013 a marzo 2014, resefiando la raza, edad, sexo y registro
de vacunacion, la totalidad de las muestras fueron procesadas por la prueba de
seroneutralizacion viral y los resultados fueron estudiados mediante un modelo
de regresion logistica. Se comprueba que el virus EHV 1 se encuentra
ampliamente distribuido en la poblacién de equinos de deporte en nuestro pais,

con una prevalencia estimada del 29% (IC 95%= 27-31%). Se observa que la

'El contenido de este capitulo esta publicado en: Castro ER, Gil AD, Arbiza J (2016)
Estudio de seroprevalencia y de factores que afectan el nivel anticuerpos
seroneutralizantes contra EHV 1 en equinos que participan en actividades hipico-
deportivas en el Uruguay. Veterinaria Volumen 52 N° 203 4-9.
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presencia de anticuerpos para EHV 1 esta asociada a factores como la raza y

la vacunacion contra RE (p<0,05).

Palabras clave: Seroprevalencia Anticuerpos EHV 1 Equinos de deporte

Uruguay

Abstract

Equine herpesvirus 1 (EHV 1) infection causes disease in horses and extensive
economic losses associated with outbreaks of respiratory disease, abortion,
neonatal foal death, and myeloencephalopathy, with worldwide distribution and
probably are endemic in Uruguay. The objective of this research is to consider
the seroprevalence of EHV 1 in horses in Uruguay and to determine if it is
associated with factors like the age, breed, sex, and the vaccination
antecedents. A total of 1517 serum samples were selected from December
2013 to March 2014. The data registered were the breed, age, sex and
vaccination history. All samples were processed by the seroneutralization test
and the results obtained were statistically analyzed by a logistic regression
model. It is verified that the EHV 1 is widely distributed in the horse population
in Uruguay, whose estimated prevalence is of 29 (IC 95= 27-31%). The
presence of positive serology for EHV 1 was associated to factors like the breed

and the vaccination against EHV 1 (p<0,05).

Keywords Seroprevalence antibodiesEHV 1 sport equines Uruguay.
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Introduccioén

La poblacion equina en el Uruguay esta comprendida por aproximadamente
400.000 animales con 30.000 tenedores. Segun Gil y col. (2009) casi el 95% de
la poblacién equina (sin incluir los equinos Sangre Pura de Carrera),
pertenecen a las razas criolla (75%), cuarto de milla (12%) y arabes (7%).
Actualmente la raza Sangre Pura de Carrera representa el segundo lugar de

las razas equinas en el Uruguay (Ferrari, 2012).

La Rinoneumonitis equina (RE) es un término que describe un conjunto de
cuadros clinicos que pueden incluir enfermedad respiratoria, abortos,
neumonitis neonatal de los potros y mieloencefalopatia (OIE, 2015). Desde
hace mas de 60 afios se considera que la enfermedad es una amenaza para la
industria equina internacional. Est4 causada por dos miembros de la familia
herpesviridae, EHV 1 y EHV 4, los cuales se consideran los patégenos mas
importantes para la especie equina, desde el punto de vista econdmico, clinico
y epidemiologico (Patel, 2007). El virus EHV 1 es el agente principal de los
cuadros neuroldgicos y de aborto, mientras que el virus EHV 4 lo es para las
formas respiratorias de RE (Allen y Bryans, 1986). La distribucién de estos
agentes se considera mundialmente enzodtica (Allen y Bryans, 1986; OIE,
2015) provocando importantes pérdidas econdémicas (Lunn y col, 2009)
especialmente en paises con buen desarrollo de la industria hipico-deportiva.
En Uruguay, esta enfermedad ha sido clinicamente diagnosticada desde hace
muchos afios y se piensa que es endémica, al igual que otros paises de la
region. En el afio 2009, Easton y col., describen por primera vez en el Uruguay,

la deteccion de EHV 1 mediante pruebas inmunohistoquimicas y moleculares,
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en muestras de tejidos de un feto abortado. La vacunacién en equinos

destinados a actividades hipicas es obligatoria.

El objetivo de este trabajo, es estimar la seroprevalencia 