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ARTICULO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Presencia de anticuerpos a los Herpes Virus Equino 1y 4 en la
Orinoquia Colombiana

The presence of antibodies against equineherpes virus 1 and 4 in the
Colombian Orinoco region
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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de anticuerpos a los Herpes virus equino 1 (EHV-1) y 4
(EHV-4) en las poblaciones de equinos de la Orinoquia Colombiana. Para tal efecto, se realiz6 un muestreo
serolégico transversal en equinos (n: 260) provenientes de 6 localidades de la region. Las muestras fueron
analizadas mediante la prueba de ELISA usando un kit-comercial que discrimina anticuerpos frente a los
dos virus. Se encontr6 una seropositividad en la poblacion evaluada de 12.7% para EHV-1 y de 70.4%
para EHV-4. Todos los equinos seropositivos a EHV-1 lo fueron también a EHV-4. La seropositividad para
EHV-1 por municipio fue: San Martin (34.6%), Arauca (10.4%), Puerto Lopez (8.7%), Yopal (6.3%), San
José del Guaviare (4.9), Puerto Gaitan (4.0%); mientras al EHV-4 fue 80.8%, 77.1%, 45.7%, 79.2%, 65.9%,
72.0% para los mismos municipios. Se identificé la presencia de anticuerpos contra los dos virus, siendo
mayor la seropositividad para el EHV-4. Estos resultados demuestran la necesidad de estudios adicionales
para comprender mejor la enfermedad, epidemiologia y su comportamiento en la region.

Palabras clave: anticuerpos, equinos, EHV-1, EHV-4

Abstract

This study was aimed at evaluating the presence of equineherpes virus 1 (EHV-1) and 4 (EHV-4) antibodies
in equine populations from the Colombian Orinoco region. Cross-sectional serological sampling was thus
used on horses (n: 260) from 6 localities in the region. An ELISA test was used for analysing the samples,
using a commercial kit which discriminated antibodies regarding both viruses; 12.7% seropositivity was
found for EHV-1 and 70.4% for EHV-4. All the horses found seropositive for EHV-1 were also seropositive
for EHV-4. EHV-1 seropositivity by municipality was as follows: San Martin 34.6%, Arauca 10.4%, Puerto
Lopez 8.7%, Yopal 6.3%, San José del Guaviare 4.9% and Puerto Gaitan 4.0%. EHV-4 seropositivity for
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the same municipalities was 80.8%, 77.1%, 45.7%, 79.2%, 65.9%, 72.0%, respectively. The presence of
antibodies against both viruses was identified, seropositivity being higher for EHV-4. These results showed
the need for further studies aimed at a better understanding of the disease, its epidemiology and pattern in
the aforementioned region.

Key words: Antibody, horse, EHV-1, EHV-4

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de anticorpos aos virus do herpes equino 1 (EHV-1) e 4 (EHV-
4) em populagdes de equinos de Orinoco colombiano. Para este fim, uma amostragem serolégica transversal
foi realizado em cavalos (n = 260) a partir de 6 locais na regido. As amostras foram analisadas por ELISA,
utilizando um kit de anticorpos comerciais para discriminar os dois virus. Serorreatividade foi encontrada em
12,7 % para EHV - 1 e 70,4 % ao EHV-4. Todos os cavalos EHV- 1 seropositivos foram também ao EHV -4. A
seropositividade ao EHV-1 por municipio é: San Martin (34,6%), Arauca (10,4%) , Puerto L6pez (8,7%), Yopal
(6,3%), San José del Guaviare (4.9), Puerto Gaitan (4,0%); enquanto a EHV-4 foi de 80,8 % , 77,1 % , 45,7 %
1 79,2 % ,659 %, 72,0 % para os mesmos municipios. A presenca de anticorpos contra os dois virus foram
identificados, sendo maior seropositividade de EHV-4 . Estes resultados demonstram a necessidade de estudos
adicionais para compreender melhor a epidemiologia da doenca e seu comportamento na regido.

Palavras-chave: anticorpos, cavalos, EHV- 1, EHV- 4.

Introduccion

La Rinoneumonitis Equina (RE), es una enfermedad in-
fecciosa de amplia difusion, producida por dos tipos
de virus que pertenecen a la familia herpesviridae, el
herpes virus equino-1 (EHV-1) y herpes virus equino-4
(EHV-4). Estos son virus de doble cadena de DNA, con
un tamano entre 145-150 kb, cuyo genoma codifica
para 76 genes, y pertenecen al subgrupo a-herpesvirus
con una amplia distribuciéon mundial (Harless y Pus-
terla, 2006). En los paises en donde la enfermedad ha
sido reportada, las pérdidas econémicas son conside-
rables y estan representadas por la muerte de animales
jovenes a consecuencia de infecciones respiratorias y
abortos en la gestacion tardia, principalmente eviden-
ciados en infecciones del EHV-1 (Allen et al., 1999;
Reed y Toribio, 2004), aunque ocasionalmente se han
descritos efectos en la gestacion temprana con dafio
a nivel de la placenta y algunos abortos. En algunos
casos los signos clinicos mas evidentes son los abortos
asociados con mieloencefalopatias (Smith et al., 2010,
y Allen et al., 2008; Fritsche y Borchers, 2011). La pa-
togenicidad del EHV-4 se ha asociado cominmente a
problemas respiratorios en animales jovenes, y en me-
nor proporcién como causa de abortos (Ostlund 1990;
1993).

Una caracteristica importante de los virus herpes es la
capacidad que tienen de permanecer en forma laten-
te en los ganglios nerviosos especialmente en el trigé-
mino, lo que favorece en un alto porcentaje que los

animales permanezcan infectados de por vida. En este
estadio puede ocurrir la subsecuente reactivacion de la
latencia, ocasionada por condiciones de estrés, desen-
cadenando la eliminacién del virus al medio ambiente
lo cual ocasiona nuevos brotes de la enfermedad (Han-
zah, 2008).

En Colombia hasta el afio 2001 no se tenia conoci-
miento de esta enfermedad. El primer reporte provino
de una yegua importada de Argentina, que mostré sig-
nos de rinoneumonitis y aborto, caso del cual se aisl6
el herpes virus a partir de secreciéon nasal y de teji-
dos del feto abortado (Ramirez et al., 2001), posterior-
mente por estudios morfolégicos, serologicos, inmu-
nocitoquimicos y moleculares el virus fue clasificado
como EHV-1 (Cano et al., 2008). Luego a este reporte,
otros estudios han demostrado la presencia de EHV-
1y EHV-4 en poblaciones de caballos procedentes
de los departamentos de Antioquia y Meta, teniendo
en cuenta que estos lugares son distantes del sitio de
donde se reporté por primera vez el virus (Ruiz et al.,
2008).

Con los antecedentes descritos y sumado a la gran
movilidad y facilidad del desplazamiento de anima-
les para la participacion en ferias y eventos deportivos
y ademas de la escasa restriccién sanitaria, excepto
para el virus de la Anemia Infecciosa Equina (VEIA),
se planteo la hipédtesis de que la enfermedad se haya
extendido por la region de la Orinoquia y a otras regio-
nes del pais, con el agravante de que esta enfermedad
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este siendo desconocida por la autoridades sanitarias
y profesionales Médico Veterinarios del sector ecues-
tre. En la Orinoquia, histéricamente los equinos han
representado un recurso valioso en el desarrollo de la
ganaderia extensiva, asi mismo en la actualidad, la po-
blacion equina ha venido creciendo favorecida por el
auge de las actividades deportivas y recreativas. Por
tanto, el objeto de este estudio fue determinar la pre-
sencia de anticuerpos contra los herpes virus 1y 4 en
poblaciones de equinos en seis municipios de la Ori-
noquia Colombiana.

Materiales y métodos

Poblacion y Municipios de Muestreo

Se realiz6 un muestreo por conveniencia donde
se obtuvieron muestras de sangre de 260 equinos

provenientes de los municipios de Arauca (n=48), San
Martin (n=52), San José del Guavire (n=41), Puerto L6pez

(n=46), Puerto Gaitan (n=25), y Yopal (n=48) (ver Figura
1). Tres de los municipios incluidos correspondian a las
capitales de los departamentos de Arauca, Casanare y
Guaviare. Las muestras se obtuvieron entre los meses de
Junio-Septiembre de 2012

Obtencion de muestras

De cada animal se obtuvieron 5 ml de sangre de
la vena yugular en tubos vacutainer® estériles sin
anticoagulante. Las muestras fueron centrifugadas a
5.000 RPM por 10 minutos y los sueros obtenidos se
fraccionaron por duplicado en crioviales eppendorf®
de 1.0 ml y conservados a -20°C hasta su anélisis.

Serologia
Para la deteccion de anticuerpos contra EHV1 y EHV4

se usoO la técnica de ELISA indirecta, mediante un Kit
comercial que discrimina los anticuerpos contra EHV'1

e,

Venezuela

Figura 1. Area del Muestreo en Municipios de Orinoquia: 1:Arauca, 2:Yopal, 3:Puerto
Gaitan, 4:Puerto Lépez, 5:San Martin, 6: San José del Guaviare
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y EHV4 (Svanovir®, Svanova Biotech

. L a0
AB Uppsala, Suecia), siguiendo las
especificaciones del fabricante. Las 80
muestras de suero fueron diluidas 70
1:100 con el buffer de dilucién. En o B0
las placas de 96 pozos se adiciona- ;E' 50
ron 100 pl de los controles positivos S an
y negativos, asi como de las muestras = 20
de suero prediluidas a cada pozo. Las
placas fueron incubadas por 2 horas 20
a temperatura ambiente bajo agita- 101 4
cion. Se lavaron 4 veces con el buffer 0
PBS-Tween mediante lavado automa-
tico. Se adiciond seguidamente 100
pl del conjugado con peroxidasa e
incubadas por 1 hora a temperatura

7
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ambiente bajo agitacion. Nuevamente
fueron lavadas 4 veces con el buffer
PBS-Tween. Se adiciond 100 pl de la
solucién de substrato e incubadas por

Figura 2. Seroprevalencia a EHV-1 y EHV-4 en Municipios de la Orinoquia
Colombiana (n:260).

10 minutos a temperatura ambiente. 75,7
Se anadi6 finalmente la solucion de a0 -
frenado y se realiz6 la lectura de las
placas en un lector Dynex® a 450 nm, ol
después de 15 minutos de haber adi- 50 -
cionado la solucién de frenado. ==
) = Machos
Andlisis estadistico 40 -
£ B Hembras
o
Se utiliz6 estadistica descriptiva como 2
distribucion de frecuencias y una 20 1 9.2
prueba de Chi cuadrado (x?) para 1q
determinar el grado de asociaciéon o =4 P
independencia entre el estado sero- 0= _ f
l6gico con las variables sexo, edad y EHV-1 EHY4

grupo etario.

Figura 3. Seroprevalencia por sexo en equinos de la Orinoquia Colombiana

(n:260)
Resultados

Luego del anlisis serologico la prevalencia de anticuer-
pos en la poblacion evaluada para la Orinoquia fue de
12.7% para EHV-1y 70.4% para EHV-4. Todos los equi-
nos seropositivos a EHV-1 también lo fueron para EHV-4.

Los resultados por localidad estuvieron asociado con
la seropositividad, la cual fue variable con valores de
prevalencia para el EHV-1 desde 4% en el municipio
de Puerto Gaitan, hasta 36.4% para el municipio de
San Martin (x* = 29,202; gl = 5; P =0,0001). Se encon-
traron diferencias significativas en la seropositividad
por municipio para ambos virus (P<0.05).

Igual situacion se present6 para el HVE-4 (x* = 19,433;
gl = 5; P =0,002), Con una menor variacion corres-

pondiendo el porcentaje mas bajo para el municipio
de Puerto Gaitan (45.7%) y con porcentajes muy si-
milares para los otros municipios (65,9%-80,8%) (ver
Figura 2).

La seropositividad de acuerdo con el sexo en ambos
casos tanto para el EHV-1 y EHV-4 fue mayor en las
hembras, sin embargo no se encontré diferencia es-
tadistica (P>0.5) (ver Figura 3).

La seropositividad por grupo etario para el EHV-1 presenté
una tendencia descendente desde el grupo de los potros
(24%) hasta los adultos (15.7%) encontrando el menor val-
or en los jévenes (6.1%). Para el EHV-4 la variacion fue
menor con una tendencia negativa y lineal desde j6venes
(78.6%) hasta los adultos (63.6%) (ver figura 4).
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Figura 4. Seroprevalencia a EHV-1 y EHV-4 de acuerdo al grupo etario en equinos de la

Orinoquia Colombiana (n:260).
Discusién

En este estudio, se detect6 la presencia de anticuerpos
contra los virus HVE-1 y 4, hecho que sugiere indirec-
tamente la circulacion activa de estos dos virus en la
region. De igual forma cabe resaltar que los anima-
les estudiados no tenian antecedentes de vacunacion
ya que en el pais no se ha licenciado ningtn tipo de
vacuna por parte de las autoridades sanitarias para el
control de esta enfermedad.

La seropositividad reportada en nuestro estudio para
ambos virus fue mucho menor que la reportada previa-
mente por Ruiz et al. (2008) mediante la misma prueba
seroldgica en un estudio en equinos del departamento
del meta (EHV-1 33.7% y EHV-4 96.6%). Este resul-
tado contrasta con otro estudio en equinos en varios
municipios del mismo departamento en donde no se
encontraron reactores al EHV-1, aunque la prevalencia
para el EHV-4 fue de 94.1%. Ademas de forma intere-
sante ese estudio reporta una copositividad entre HVE-
4 y el virus de la Anemia Infecciosa equina (EIAV) de
13.2% que sugiere que el efecto inmunosupresor del
EIAV podria facilitar la reactivacion del estado laten-
te del EHV-4 favoreciendo la diseminacion del virus
(Ruiz et al., 2008).

Los resultados que se presentan confirman igualmen-
te una mayor seroprevalencia para el EHV-4, lo que
coincide con los resultados reportados en otros paises.
Asi en Turquia la prevalencia detectada fue de 3.7%
y 56.9% para el EHV-1 y EHV-4 respectivamente. En
USA, Gilkernson et al (1994) encontraron una seropo-

sitividad de 26.2% a EHV-1y 99% a EHV-4. En forma
similar Crabb y Studdet (1993) reportaron una positi-
vidad de 9% a EHV-1 y de 100% a EHV-4. Similares
resultados se observaron en Polonia (EHV-1:13.5%
EHV-4:91.8%) (Gradzki y Boguta, 2009). No se cono-
cen con exactitud las causas por las cuales la preva-
lencia del HVE-4 es mayor que la del EHV-1, aunque
podria estar asociado con las caracteristicas propias
del virus y las diferentes condiciones epidemiolégicas
en donde se realizan los estudios. Otro motivo de estas
diferencias parece estar relacionado con el inicio de
la infeccion mas temprana durante la vida del animal
para el caso del EHV-4 (Patel y Heldens, 2005).

Los resultados aqui encontrados sugieren ademas que
ambos virus se han venido extendiendo por la regién,
posiblemente favorecido por la facil movilizacion de
animales infectados o incluso a través del uso de se-
men infectado, ya que es una via importante de trasmi-
sion, a este respecto, el uso de esta biotecnologia se ha
venido incrementando y cada dia es mayor la deman-
da por semen proveniente de otros departamentos.
Otra fuente de infeccion puede estar relacionada con
el posible ingreso de animales infectados latentemente
provenientes de otros paises especialmente Venezuela
y Brasil con los cuales la regiéon comparte una extensa
frontera terrestre. La presencia de animales seroposi-
tivos en todos los sitios de muestreo sugiere ademas,
que podrian tener una presentacion endémica.

Los hallazgos obtenidos, permiten plantear la disemi-
nacion de ambos virus a otras regiones del pais (por
ejemplo, Antioquia) en donde se demostré la presencia
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de acidos nucleicos virales en células mononucleares y
en ganglios trigéminos obtenidos de un matadero local
(Ruiz, 2006), lo que requiere de nuevos estudios para
hallar su relacion con la presencia de casos clinicos.

La menor seropositividad en los animales criollos pro-
venientes de los municipios mas distantes de las ca-
pitales de departamento (Puerto Gaitan y San José del
Guaviare) podria deberse a las condiciones geografi-
cas de aislamiento, donde existe un menor contacto
con equinos que viajan a participar en eventos feria-
les y cabalgatas. Es conocido que en estos eventos, la
aglomeracion de animales es alta, por lo tanto, las pro-
babilidades de adquirir diversas infecciones es mayor,
no solo para los virus objeto de este estudio.

La mayor presencia de hembras seropositivas parece no
tener importancia epidemioldgica, al parecer, el sexo no
se considera un factor de riesgo para adquirir la infec-
cion. Estudios en el PerG mostraron que no existe aso-
ciacion estadistica entre los titulos a EHV-1 versus las
variables sexo, actividad y procedencia de los animales
(Rios et al., 2002) lo cual sugiere que el sexo del animal
no es un factor de predisposicion a la enfermedad.

Respecto a la mayor seropositividad encontrada en los
potros, los resultados coinciden con otros estudios rea-
lizados en EU en donde el 85% de los animales eva-
luados seroconvirtieron al EHV-1 después del destete
(Doll and Bryans, 1962, 1963b). De otro lado, se ha
visto que la madres son la principal fuente de infeccion
de estos virus para los potros, que se convierten en
importantes reservorios para las poblaciones contiguas
(Harless y Pusterla, 2006).

A pesar que los estudios tendientes a explicar las am-
plias diferencias en la prevalencia entre el EHV-1 vy
EHV-4 son escasos, en caballos de carreras en el Japon
se encontr6 que las infecciones por EHV-1 ocurrian
principalmente durante el invierno, mientras las pro-
ducidas por el EHV-4 se presentaban durante todo el
aino (Matsumura et al., 1992). Lo anterior sugiere que
aunque en Colombia no se presentan las diferentes es-
taciones climéticas, se debe conocer en posteriores es-
tudios el comportamiento epidemiolégico a través del
ano y su asociacion con factores ambientales, espe-
cialmente las condiciones que generan estrés (heladas,
transporte, estrés nutricional etc.).

La presencia de reactores a ambos virus en la region,
sugiere una vigilancia permanente a esta enfermedad
dado al alto grado de latencia viral que desarrollan los
animales infectados. En la central equina de Kentucky
en USA, se detecto genoma viral de EHV-1 en nédulos
linfaticos submandibulares en 54% de los animales eva-
luados, lo que indica infecciones latentes. A su vez 18%

se encontraron infectados por una cepa neuropatogéni-
ca (Allen et al., 2008). La presencia de animales infec-
tados latentemente hace que estos virus se perpetien
en los criaderos equinos. En otros paises la prevalencia
de animales infectados latentemente varia entre 54% a
88% dependiendo de la poblacién y el método de de-
teccion del virus (Allen et al., 2008; Lun et al., 2009).

Recientemente ha aumentado la asociacion entre los
brotes de abortos con las cepas neuropatoégenas. Los re-
portes actuales han surgido de paises como Alemania
(Walter et al., 2013), Holanda (Goehring et al., 2006),
Francia (Pronost et al., 2010; Pronost et al., 2012), y USA
(Smith et al., 2010), situacién que debe ser verificada en
el pafs, para esto se deberia contar con un buen apoyo
diagnostico y un monitoreo de la actividad viral, lo cual
permita prevenir futuros brotes que serian devastadores
para la produccién equina nacional

Por lo anterior se hace necesario la identificacion de
casos clinicos y el diagnostico e identificacion mole-
cular de las cepas virales actuantes. En un reciente bro-
te en 61 animales infectados clinicamente se observo
abortos en 6 de 7 yeguas preiiadas y de igual forma
ocho animales desarrollaron encefalomielitis (Walter
et al., 2013). Otro motivo de interés para continuar
con posteriores estudios radica en que el EHV-1 se
considera un nuevo virus emergente que puede afectar
otras especies de animales (Wohlsein et al., 2011).

Se concluye a partir de este estudio, la existencia de anti-
cuerpos a los virus EHV-1 y EHV-4 en la poblacién mues-
treada, con una mayor prevalencia al EHV-4. Ademas,
estos anticuerpos sugieren una respuesta a una infeccion
activa debido al no uso de vacunas en Colombia. La pre-
sencia de reactores seroldgicos en todos los lugares de
muestreo sugiere que ambos virus se han diseminado por
toda la region, lo que obliga a una mayor atencién por
parte de las autoridades sanitarias y un mayor conoci-
miento por parte de los profesionales Veterinarios sobre
los efectos de estos virus en la poblacién equina, espe-
cialmente la identificacion de casos clinicos, en donde
los abortos se acompanen de meningoencefalitis.
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