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Eadad,. BEEDEALIA

Mg la onfeysedad  regpiratoria de  los caballes fué
recoeet bda ¢y seBalsda e les  primercd  escrites  de  las
metarmediadaa %o iow animalans, la sticlogla conpleda de eate
guadve oo fud desorita Hasta 1954, ouanda se desarpallaren y
aplicaros los ndtodes vireldgicos. Auwngue ya en 1911 Basspet
SwppatTd gws la cawad 40 la enfarmadad rasplratorls equina era
un agente Flirvazie, Tanbifn Bimwehk y Bdwards en 1923, sugirieron
g al aborty epine sra opesewwesncia de Infeccldn virica, no
aleds poninie Semeatyar sun afisrnaniceen per no sxistir entonces
tdonleas e alslamienzy v da caradterligacitn de lea virus
relasicnadss . Mg tarde, al <smisagso de la década de 1930 estos
»iomes awtored alslarem al vires resporaable y posteriormente
foll (19311 v densaind vires de Ia Rlobeneusonitis.

A partly 8o 2%%, 198 investigaderes han Yavelado gue exizten
vavies virwa asteiades oon enfermedades resplraterias de les
Gpaided, wne 29 los vuales 1o deslghan cobe el virus de la
Bhosesuvenitie, nlendy esbs rawen virys tasblén responsable de
uhd 2awsa Lmportante de abowts., MAs Yards, se diersn cuenta que
dedds a la alta puovalensla dal virus y de la inadecuads
iemenidad owe predwsia la vaguma, les eakalles padesian una
reinfens idn | Shuddert, 1974).

Tras ba puesta a pusty Ja thanicas seroliyloas gque podlan
fetentar @2 el animal infectads o) desaryslle de asnticusrpos
wanmrales, @8 M8 @, gran avanss es el estudio de eatas
snfexnedindas. Botas vBanigas fuerem, la Pidacida de Complemento
thell ¢ Swyssd. 19608, la Sersmeutralizacidnm (Thomson y col.
1976} y ol Esaino-Iomero-Breayo (Dutts y col. 1983). Gtre avance
#e yren  imparteszia oientlfize en el convcinlente de esta
snfarpetad, £u8 la apertaciém 4s Rueddert y ool. en 1951, que
dutinleren mediaste emlonuslensas de restricelén para el WA del
viras, 408 sublipss destye 40 W1, el subtipe fetal y el
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subtlipo respiratorio, al primero le 1lamé EHV~1 y al segundo ENV-
4, También, segin Allen y col. 19393; Studdert y <ol. 1986, ol
angliszis del DHA viral electroforeticamente, permltid apreciar
alguna diferencia entre los dos subtipos. Sin embargo Meyer y
co). 1987, utilizaron una misma vacuna viva contra la fase
abortiva y respiratoria, revelando un tnico modelo da DNA para
los dos subtipos.

Esto hace, que hoy dfa no este todavia clarec ni el mecanismo
de Infeccién, nl la posible varjedad gue pumda tener el EHV-1.

El herpesvirus equino tipo-1, es la payor causa viral de las
anfermedades raesplratorias agudas en caballos durante el primer
¥ segundo afto de vida, slendo considerado como endémica en la
mayoria de las poblaciones egquinas (Bryans 1.969; Studdert 1.974;
Powell ¥y col. 1,978).

En Estados Unldos se hizo un estudio con este wvirus,
aisléndose en 22 de 27 potros que muriaron en una granja durante
una epidemia, que se caracterizé por un cuadro abortivo y nuertes
perinatales, esto les hizo pensar que las epidemias da enfermedad
renpiratoria entre cabailes Jévenes, proviena de granjas
infectadas con yeguas prefiadas (Hartlay y Dixen 1.979}. El aborte
no ocurrld, aunque las yeguaa prefadas estaban expuestas durante
el curso de la epldemia. M&s tarde, hubo un numero de cascs de
infeccién de ERV-1 asociados a un sindromea de parilisis, Este
dltipo sindrome era generalmente esporédico, pero las epidenias
han sido reconogidas (Saxegaard 1.966; Greanwood ¥y Simson 1.980;
Crowhurst y col, 1.981; Thein 1.981).

con la presencia de los sindromes respiratorics, abortives
y nervioscs, la epidemiologia de la inteccifn con EHV-1l, &8s algo
mis compllicada de detectar.
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Lo gue uf parsce slars, ea gue ol EMV-1 estd extendldo por
wakn o) mamedv, Anglaen en pmentro pald.

L Rimwnednonilin eguing entd gavasds por wn virus herpes
saprion, Sapoaitady en en prisnipis bips-l.

B} Berpeevires pertensve A la familla “Herpesviridae®, con
waA satyagtura oatze elles mwy similar.

Eskad ol . SAbERETAARA0N

Eava familia se divide en %res Subfamiliam:

Sunipatilans
Binssien:
|~ Wirss lerpes tipa 1 (herpes
| labiall.
Samamag o~ Yiruwe Herpea tipo 2 (herpes
genital)

!

| = Virus da la Rinotragueitis bovina
} = virus Herpes Cevcepithecine 2

| 1388 )

{ = Virus Herpes B Simiae o

{  tereopithesine 1 (puede

| fafestar aveidentalmente al

! Tl ) .
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- Virus de la Pssudorrabla.
- Virus Il de loa conejos.
~ Virus de la Rinoneumonitis
agulna:
. EHV-1 (tipo fetal)
. ERV-4 (tipo
respiratlirio)
~ Probablemente el virus Herpes
felino.

- Virus de la Varicela Herpes
Zoster o tipo 3.

Bapecjias:

-~ Qitomegalovirus humano (tipo 8}.
- Citonegalovirus animal: -~
« Incluslones virlcas del
cerdo de Guinea.
+ Cuarpos de incluaidén en
tinitis en cerdos.

= Citomegalovirus murino.



3) GAMMAHERPESVIRINAE Especies:

Ggenero:

| = Virus Epstein-Barr (tipo 4}.

| - virus Herpes Cercoplthecine 12
|
|

Lymphooryptovirus (Baboon} .
- Virus Herpes pongine{chimpance)
| = Virus de la Enfermedad de Mareck
Thetalvmphocryptovirus | {gallid 2).
|« virus Herpes del pavo (meleagrid
1)

~ Virus Herpes Saimirii 2(monos).
- Virus Herpes Ateline 2 (clase
810} .

73).
~ También en esta subfamilia se
puede asociar con el carcinoma

|
;
|
| .
Rhadinovirus | =~ Virus Herpes Ateline 3 (clase
|
!
|
|

renal en ranas.

Estos virus animales tienen muy poca relacién inmunocléglca
con los herpesvirus humanes, a excepcién del virus B de loz monos
(Alphaherpesvirinae) gue puede producir reacciones cruzadas con
el virus del Herpes Simple (Alphaherpesvirinaej.

X.1.3.b, ESTRUCTURE

Estas constituido por un virus ADN, de simetria de cépside
ijcosaédrica, con un tamafic entre 120-200 nm, y cuya estructura
posee da fuera a dantro, una doble envoltura originada en la
membrana nuclear de la célula huesped, teniendo portanto una
envoltura lipidica sensible al eter y al cloroformo, con pequefias
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proyecciones a intérvalos, a continuacién tiene upa zona
granulosa compuesta por protefnas globulares, una cépside de 85-
110 nm., de dismatro, con 182 capsbmeros (9,5x12,5 nn.) da los que
13 ason pentdmoros, situados en los vértices, y 150 hexémaros,
repartidos sobre l}as caras y a lo largo de las aristas. Fl
cépside observade al microscopic electrénico tiene tres capas
concéntricas: dos opacas ¥y una central transparante. (Foto nel)

ESTRUCTURA DE 108 HERPERVIRUS

Twveloee

i%g i

Nibe gg ANE4 VIRION

Foto nol, Esquema de la estructura deo los Herpesvirus.
Distribucién de sus protinas estructurales.



T wpre sentral de 19 =m,, oon @ ADN bicatemario entre

az-1%3 x 10% de pons wolesaiay en Daltons (virus Harpes Simple:
95 x 18" § virus varioaia Zoster: BO-86 x 108 ; Citomagalovirus:
LAS % 38 ; wires Tpatelne Bazr: 134 % 16Y}. 5u relazidén Suanina-
eioontea en mel/dl ea: Herpes Jimple wips 1: o7%, Herpes Sinmple
nipe 3 49%, varicela Zamter: 4e%, Citzasgalovirus: 58,8Y y el
Fpateln-fary: 99% (Pusarola y sol. 1987, Dullbecco ¥ Ginsberg
L5334},

L esapesielen guiniza de wn viridn de un Herpas BSlmple
eontions 1 3 & M protelsas espesifieas del virus (791 del
viritn), wha lavgs ¥ doble cadsia de la moléowla ADH (7Y del
wirisa, emvualts 1ipidlea (21Y Jal virite), gran cantidad de
Eontalipidns sapenifiong darivades de la pembrana nuglear, y una
pagueta waltidsd A3 polianimas daptreo ds la muclescipside y
#estre 4o A emwnliura. Lao demas harpesvirus exaninades, tienen
wea compadoits sinilar a eata (Dulbects y Ginsherg 1928).

Ms,lm&mma e dizstingee un antigens VP, da la particula
e do lag reasclienes ds fljacién do complemento;

wn antigens “FY, salelske, industor da anticverpea neutralizantes,
¥ wn amtbgeng Y9, soluble, responsable tanbién do reacclones de
Eitanida de eoapleasi®a, bo ententrandess ningdn antigeno comin
ertre La famliia ¥ Y98 herpeavirus. ( Fumareola y col. 1987,
Buivecse 7 Shoekerg 1948).

feads ei pumto de vista fisjesguinico son virus puy fraglles,
gue se Lractivaa a tespevatura ambisnte por el caler (568
derante pedis Boga), eter, algehal, antliséptices, radiacionses
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uitravioletas, etc. Resisten por al contraris, 1la desacanlén
{hapta 14 dias), el frio(-702C) y los clelos de congealacisn y
depcongelacidn ripidoa {Pumarola y col. 1387). En ¢l caballs se
maptienn infectlvo alrededor de 35 a 42 diam (Baguat 19713. Ho
chatante Studdart (1974], suglere gua un contactso préxims es
nacesario para la tranamimidn del EHV-1, Ya que son virgs puay
dalicados y no sobraviven mucho tlempo fuera de su nedio.

8e cultivan en embrién de polle v en cultivos celulares. En
la membrana coxioalantoidea a 379C y on uro a cuatra dias dan
unag vesiculo-ptstulas da 1-3 ma. de difmetro, redondas y mucho
nés paquehss qua la da loas poxvirus, de las que se diferonclan
elaranente { Dulbecco y Ginsberg 1%88). En allas se diferencian
guerpos do inclusién intranucleares aosinfifilos, pudlends les
Cltomegalovirus pressntar también incluslomes baséfilan en al
nucleo. Log cultivos celulares son log mgtodes de elsccidn,
pudiéndoge emplear células del primer explante (xifsén de mone,
da corderc o socbre todo, de conejo, cepa RK/13), de linsa
continua (Mela, KB, HEp 2, Detroit &, BHK~21} o diploldes
humanas, como los fibroblastos (cepa WI 38). E1 efecto citopdtico
es blén claro: a las 24 horas aparecen placas de iisls, con
células gigantes o sincitios, en las que sa demuestra incluslones
intranuclaares eosindfilas, tlpe A, Feulgen-negativas, que
parginan la cromatina nuclear, separada del cuwerpo de inclusién
per un halo claro. Los nucleolos desaparecen a dlferencla de las
lesiones preducldas por los adancvirus. Estos sen los cuerpos de
inclusidn dencritos primeramente por Lipschiitz, en 1921 {Pumarola
y ¢o0l.1987, Dulbacce y Ginsberg 198@).

Tadadafs  REPLECACION

El ciclo de multiplicacisn del virus in vitro es el siguiente:
trags 1la abasorcién o penetracifén del virus, #ézte plerde su
envoltura y queda en el cltoplasma. 5& decapsula y el ADH libre
comienza a codificar la sintesis de enzimas de replicaclén
(tinmidinguinasa, ADH-polimerasa y ADN-asa, y ARN-poliparasa ADN-
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depemdinate) y el AN menzalers. Este dirige la sintesls de tres
grupes  Sa pelipéptidss, destaimsdos  a  (protelinas  ne
estpwaturaiesl, 6 ipretelimas pa  estruwturales ¥ algunag
sstrneiurakes) ¥ I iproteivas estruiiuralas).

BL A7 me repliza en el musies y las proteimas de Ia
estywitmra on ) fitoplesma pasan al ruplec, domle tiers lugar
14 emgapsidacife v ensanbliate de las partizulas. Al atravesar
el sarkolens, apsallas adguiersn la envpltura o peples. Jolo el
MY dal A siwpeiizads se incorpera a las Sdpsulaa, lo que
expliioa 1A exisfancis 4w particulas waclan y desnudas. Laas
vigiomes usdan mathe ticepe es al retloulo olteplasmiticn g
pusden pasar 48 4diula en eodlula, a pesar de la existencia ds
sk lomarpes b ol medic extraveizlar. fas virivnes se liberan
pag Limis valaiaz (Dulibeszy y Givshery 1984). (Feto ne 2)



CICLO VE MULTIPLICACIOH DE LOS HERPESVIRUS

Foto nf@2. Secuehcia de las fases de multiplicacién de los
virus Herpes Slmple, asi como del proceso de transcripeién y
coordinacion secuencial de mRHAs ¥ sintesls de protefnas (a,8,7}),
que actuan en la replicacién del DNA y en la estructuracién del
virién., (Dlagrama wmodificado de B.Rolazan, Universidad de
Chicago).

En base a las diferenclas entre titulos de neutrallzacién
cruzada, trataron de distinguir dos subtipos. £l subtipo-l quae,
era considerade prototipo de aislados fetales, nientras que al
subtipo~2 significaba ser el representante de loa alslados
respiratorios (Bartha 1.970; Burrows 1,970; Burrows y Govdrlidge
1.973). Adends, estos dltimoa autores aportaron datoa para key
reconccidow por diferentes caractaristicas de crecimiente in
vitro, Hicieron una inoculacién, de 1o gque denominaron al subtipo
fatal, en el tracto respiratorio de ponys, observands un melor
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presinienta en al wwiids sanclarisges y produriendese ropidasenta
e viTemla woy pavesida a ia dal swbiipe resplratorie. gin
endarys, wetn pacds sar ieterprefade ceme ¢ue log subtipos
faraies Doaran tariids patfgares respirateries ¥ gue ne tados loa
aigiadus  Sa fetus saar  seldipe~l, »i todes loe alslados
vasplratot bos sean Jul sudtipe-d.

Bawtha  L.979 Burress 1.9 Burrows ¥ Gosdridge 1.97),
diPearensiaren a3 don seretipes, el sublipe 1, ¢ue on Andrica
ainlagds ek K ¥y B, gua peytensslan al alsliado fetal y el
sabthyn 2, ges ezs 4o alslades vespliratevles ¥y gue 1dentificaron
pmn Leeg eienhaes Ge oJapdn B4 § Army 183

¥nape Las expapgioses gue ahbes hesoa mendlonads, destaca la
d% L Bewy 19}, zlaaificada al comionze en el subkipe 1 (Burrows
1.978), siends enpusaivada oike Fetal o subtips 1, mediante
estadine oo seiieas 98 restvissifm (Tartirea ¥y ool. 1.981),
geofn $wil (19%3) ¥ Rryens (1969), el aislade rempiraterio del
Ba-5 Ae Azwy 124, Seplica ix wrassaisifs de caballe 3 caballe
7 @i pani al felnp se realisa a4 traveg de Ia imegulacidn directa
ietEraphed haa. E3%e hase peadsar gua o ariginal del Army 181 puede
gar on ef feba, omd censecuaneia de snfermedud respirateria.

fn rogiarls propeests epldemislégles cgmperniente al EFHV-
%, Gomeestys gae el axdlinid dal DA del virus por endormucleass
g2 restyiosifs, eetd wnide o) BHA viral a las segwencias de
went bodh e espewificsus, Prellnisarvanta exparinsntos utilizando
bamater ¢ ivewplandule el V), demestrsren diferemcism en al
gammma  ef  dee  posiddasss  (0Callagham oy ©el. 1.978).
Bewientensnte Zabizs ¥y wel.(1.91), Stoddert y eol.(1.281) ¥y
Pertisen ¥ owed.13.%4)),  esazen  endimas  endobucleasas  de
veater bopddn, pard cumgaerar oo patronas de curte da los aislados
favales y veapivaturios, osestrende al poww tiemps uma gran
simbibved emtve iad musdtras de log alelados d¢ cada grupo.
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pse descrubriniento, confirma una temprana clasificacidn,
basada en productos de neutralizicion cruzada {Sablina 1.988), con
alguna notable excepclén.

AsL, loa puntos de corte con enzinas de restriccidn pueden ser
a2l método da eleccidn para distinguir el EHV-1. Steddert y
col. (1.981), fueron mig lejos y propusieron gue las diferentes
enzimas de restriccién para los sabtipos Ffetal y resplratorie,
fueran tan marcadas que on realidad lom seubtipos fueran
reconocidos como eéspecles diferentas, tipo-1 el fatal y tipo=4
gl respiratorio,

Pare esta diferencia no es clara todavia, como asl le
panifieata Studdert y col. (1984}, que cbservaren la preduscidn
da abortoa en yeguan que hablan sldo incculadas intranterinamaente
gon ol EHV-4 (tipo respiratoric). Eatos autores estudiaron
mediante las andonuclessa de restricclén de DMA comot Bam HI, By
I, Pru II, Xho I ¥y Hind III, gque las bandas obtenidas del
indculo fetal y del ERV-¢ (tipo respiratuerfoj, eran
indiferenciables.

otrea autoras como Allen y col.{198)), conslguen aislar en
caballea con sindrome respiratorio, el aubitipe-l en un 2190%,
slendo en el resto, ajalado al subtipo~3. Tambidn, Shimizu y
col, (195%) y Allen ¥y col,{1983), hiciercn un estudlo con casos
abortivos, siendo aislado en la mayoria de aestoz, el subtipe-
1. No obstante, aislaron en cinco de los casoes akbortivea, el
subtipo-2.

La diferencla de subtipos del EHV-1, hoy dia no estd muy
clara, a pesar de los estudies que se estin realizamdo con
andonucleasas da restriccion, como asf{ lo manifliesta la reviata
"The Veterinary Record”, Vol.124, n? 17 de Abr{l de 1949, la cual
dice, que antes de 1979, el subtipo~1 (abortive] ers aislado
raramente a#n granjas de caballos, pero i, se aislaba normalmente
en fetos abortados y en animales que hubleran contactade c¢on
dicho subtipo abortlvo,



pt:|

Eshas misaas incdgnitas, son taskids pusstas de maniflesto
an estos Wltimas afes, per el Boyal Veterimary dellage y e
Anipal Mealih Trust, muws se basan en los datos sbilemldes de los
distivioy 4lsgptatioss dados par sus 090LEGA. Tanblén, cono dato
sigmifleatlivs, eslisa Blemss Gryanissese. rezaitan la ninima
izzidsonis de 18 snfermedad, en los casos de pardlisis. Estas
varisniones se puwelen expliszar, al Cemsidarar hatercgéneas las
papdas pesonssidas del P¥A del subtipe V-4 resplratoric
ihabine ¥ oel.1981; Allen y enl.1943), que a)l cempararlas con
185 bamdas, hestantae bomapbncss del mubtipe-1 abortivo, aparece
uen graa alnilitsd entre sliss (Allen y wol. 193) ;.

fistn oa ahava lo maaifisste, en o) future, estas dlferencias
podeian ser tanldas e vuenta en la ikvestigacidm dsl EMV-) para
#y  Lmpunddsd, espezialments en welacifn osn las vacunas y
gpidmmioleyla, Ausya en la actuslidad ro esta slare la posible
wak badind dal BEV-L.

Ladod...B

o fagtar guwe cooteiluye a la prevalensia de la Rinoneuncnitis
edguing, o5 ol 2euds de gue ¢oms meehos otres herpes, el virus se
adnlere A e basbwanae puchean, on este cago, las del tracto
reapdraterie superior, A contestiva y el traste genltal. 21
wires ea gepas 4a sshrevivir hosta sels semanas en el palo ¥y
durants wn Slespe »is limitade on madara, cwaerda, mpetal ¥y
matey iakes skailares (william 1908} .

£b exmirne pavuzal de infessidn, ez presuniblemente la via
prpanbor S8l trasho resplratorie, asoapafade de uma viremia,
rewpltands wrapaferida la infeccifn 8 la plaventa ¥y al feto, con
W corRecwente abewta (Rryans ¥ Prlokett 1979).

Eaishey herpesvivus patégesss para ol hoabre, los aninales e
irniess para loa hosgoe. Froducen infecciones  latentes ¥
redurTenies, sin eabarge su pategenii no estd del tedo clara.
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Estos, CORO grupe se caracterizan por una amplls difusidn y facil
trangmisién.

poll y Bryans (1.9612) astablaclieron gus la mayoria de los
caballos se infectan al princlplio de sgu vida, nornalmente on el
destate, slm embargo la inmunidad a la reinfecclén era de corta
duracién (3 a 9 negos), de este nodo, un gran ntmero de eaballes
per&n frecuantemente reinfectados durante su crianza y/o 4 lo
large da mu vida. Generalmente la rainfeccidn resalta cuoa
infecclones d8biles o [naparentas, pero on @l caso de ypoguss
prefadas pusde conducir a abortos durante loa Glilmes ocuwatro o
cinco peses de gestacidn, con una Incidencia de aborto en manadas
desprotegidas de hasta un 1% { Dall y Bryans 1.963b).

poll y Bryansm {1.963b) agunleron gqua les caballos jé&venes
astan Intactades por virus reactivado de los caballes mds viejos,
sapecialmente de sus mis préximos. La enfermedad respirateria
aguda an caballos jévenss pueda causar altes niveles de
propagacién, los cuales presuniblemante incrementan ka desis de
viruas contagicse, y deo este medo la tasma de incldencia de
infeccién, Esto propoxclona la oportunidad de infoocién de las
yaguas en el estade apropiade de gestaclén, preduciends o)
aborte. A veces en algunas ocaglones, los abortos eplaodticos han
comenzado por abertos en uns yegua reclentemente prefiada
{Kawakanmi y col. 1.970; Burrows y Goodrldge 1.979; Sakine 1.979}.

¥ato puede Indicar que el feto abortade, las membyranas ¥y los
ligquidos pueden ser una importante fuente de infeccifn para las
yogquas y potroa préximos a ellos.

No obstante, para que la yequa pueda infectarsa, tlene gue
ecurrir:

1) Que el tipo de virus aea el aproplado.

2} Qua la inmunidad de la yegua, hays disninwido hasta un
nive}l en el que al virus penetra en el tracte respiratoxrie
pudiendo ccasionar una viremia y atravesar la placenta.
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B algwows oiues mabetaled y experisentales, el aborte ha
eourgids 2 poagds, presestardsss ogme  ©a pre-reguiaite da
anferpadad beurnlifgles (Jaskaen ¥y Eendwisk 1.97); Little y
Tharees 1.974; Jagksoa ¥ anl. 3.977), perd neries trabajes
{gleter v Eilogapera 1.974; Thomsom y ¢ol. 1.97%; Platk y oel.
.08 ; Coowbey st y #nl 1.%81; Theln 3.941) bhan denestrads qua la
enferastad tanbids oourke s yeguas eatdriles, semantales,
Akl les pasteadon ¥ potroea. Seneianing edeervaslionas suyirieran
s La wariels) da sindvenan atribwides a la infeccién de
Barpesviing, podian ser szamclades con particularidad al EHV-1.
Por sas, ek EEV-1L, 29 habla censlderads gud ers antlgénicagente
bomemenes, Sealends  tuodea  lea  siatomas  y  produciemdo
pokarsialaents uww enferasdad simllar. Sin enbsrge, durante la
paanda S8unds, casns iedicatives suponian diferencias antigénicas
an el BEv-1.

Simdiazeenta, Studdert y RMlazhney (1.979) enauntraron gue
algupes abnlades fetales, assolados esporiddicanente con abortes,
eran siallares en la payoria de 1o cangs, en ¢l tamafo de las
plazas, al 48 loa aislades veaplratories.

Ea pateogenia dal aboztsn se explisa, por gue el virus alcanza
al Fata poy via travaplasentavia a traves de les linfocitea. Ei
wives produne wn edera de lag vellesldadea eeriales, impidiende
8l imtevosshio ¢asessy madre~feto y sufrlepde este Nltimo
praswses 48 asfinla.

Tatudles da la ewluglids del sistema iremna del teto equine,
ipfican gue aste a4 Sapaz de respundsr 38 antlgenos especifices
2 les desoientos diag ds gestasidn {(Martim y Larsen 1973; Morgan
¥ @l 1979},

B desazrolle ciedtioe gus tiemen los anticuerpes frents a una
wirissis pod bewpes, @5 ol siguienie: e una prinera fase de la
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inteccidn aparecen anticuerpos tijadores de complemante, pudlende
estos persistir largo tiempo despues de la  infeccidn vy
avolucionando probablemente en dientez de slerra, en funcidm da
una nuava raeinfecclén o0 dsl resurginmieato des un virus latents
{Bagust y Pacoe 1972; Doll y Bryans 1962k ).

fSiguiendo a eatos anticuerpos, aparacen tos
seronputrallzantes, ¢ue persiaten mucho mis tiempo despues de la
infecclén, aungque al aparecer mds tarde an la intecclén, mu soi
loa idealaes para reallizar un diagndatico presoz (Vulcars y col.
1988 Kaji 1961).

La inmunidad reaultanta de la infeccidn natural en =&l tracte
respiratoria, se scspecha que dura pocoe tlempo. A pesar de la
pexsistencla da  antleowerpos  neutralizantes, la mucosa
respiratoria pusde asr asintomitica, reinfectindola a los 3 o 4
neses (Doll 19461).

La inmunidad por el contrarla, en la enferuedad gue cursa gon
aborte es wuis duradera. Raramoente laz yeguas por infeceldn
natural han abortade en gestaciones consecutivas, mientras gue
las yeguas jinoculadaz intravenosamente con virus wvive, al
aomienta de la gestaclén y relnoculadas a les 4§ o & meses
degpués, han abortado y los fetos infectades despuds da la
segunda lnoculacién, contenian un alto titmule de anticuerpos
neutralizantes {Doll y col. 195%; Doll y Bryans 1963¢).

Los fetos equines, no reciben anticusrpos naternales
transplacentalmente, da este medo la inmunidad pasiva es
Gnicamente por calostro {Kendrick ¥y Btavenson 1979}. La ingeatién
de caloakro inmune puede conducir a la pretecelsén con altea
titulos de anticuerpos frente al EHV-1, en la circulacién (Deoll
1961; Kendrick y Stevensen 1979%), pudlendo ser la duracidn de la
inmunidad conferjda, directamente preporcicnal al titulo dae
anticuerpos calostrales y a la cantidad ingerida daentro de las
doa primeras heras de vida. También estos autoraes pronosticarsa,
que el tiempo de eliminacidn de los anticverpoes EMV-1 derivados
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gruddert {1974} sugiere que ia irmanidad pasiva, pueds sSor
sonvert il 9a iomeided sstiva 5in signes ellnicos dg enfermedad,
slenpre gue al potro cea somatide al ERV-1 duramte el periodo
dende La brsesidad caloetral eats dlestrulda. Frymus (1990) hace
Batay fue atbos £asteres oomo lBe anmtlowerpss calostrales puaden
ipterferiy vem a Fespuestda de imsunided humoral del potro,
aigmiends astive 13 infecnids de ENV-1. Potres de ) y 4 meses de
edad, wn tlemps en gue log niveles de sntlcuerpos de la madre
aran é&afinlentes, dalon 49 panlfestar uma perceptible respuesta
da anvicusrpes da V-3 en la primara cupesicidn.

tmmplemertay bapents potrod mavares de wn  afio de edad
diagarrollan una pebre resgpuasta de antlouerpes ¢on upa vacunaclon
de vives vivp dal EWV-1 (Butta y “hipley 1978; Gerber y col.
awin.

Frymae (19891 Jdemeestza, gua les potres de aproximadamenta
Sres semases de vida, desscrsilan una respussta pobre de
amtiuarpes frente al wives viws del MV-1, eln embargo ellios
ratden BORtEN whh Fespuesta  de insunidsd medlada por eélulas
CEMEY . e ea deteohada pr wn ensaye de inhibleién de migraclén
&0 lenwasitas,

Pem o ¢emeral e ol primer afo de vida la respuesta dJde
amthonerpes Srents & Td-3 ea pokze {Dutia y Shipley 1975; Gexrber
¥ o#md. 377, pere la imgldescia deal titule de anticuerpos
neptralizanien detectada 49 pie grands gue la incldencla da estos
o 4 enfermedsd oliniga (Steddext, 1974).

Carber ¥ eal. (1977} desestraren, gue los putres penowraes de
Loafe o9 eded. moestiam wf gra® incremenis de (MI, en respuesta
al B-i, temparszdela com la de cadalins de 1 ¥ 2 afne de edad.
Banidn sugirieron gue estes potyes sucusben 3 la infeccidn en
o} purimer sy de vida, guids dabide a wea {psuflclente respuesta
el .
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En al segqundo afio dg vida, la respuesta de anticuerpes ea alta
(Gerber y col. 1977}, esta puede deponder da:

1) Exposiclén repaetida al virus dal EHV-1, siendo los caballes
nds viejos, los mis apropiados para expaerimentar con elles en
ropetidas exposlicionaes.

2) El desarrollo de una resistenclia a la infecoifn en una
determinada edad, dependiendo de una maduraclén de macréfagos y
quizés do otros mecanisros no especificos (Darlington 1978).

3) Nuwerosas exposiciones repetldas mon suficientes para
obtener una amplia proteccién (Thomson y colk. 1976}.

Bryana (1969%) y Frymus (1580) apreclaron que un alto titule
da anticusrpos clroulantes on caballos mayores do 1 afie de edad,
no se podla relacionar con la proteceldn, pugiriende satos, gue
1a inmunidad madiada por anticusrpos no es el Unico o esercial
mocanispo implicado en la proteccldn (Dutta y shipley 1975; Wilks
y Cogglns 1976; Gaerber y col. 1977; Frymwus 1930). El papel da
CMI fud investlgado mis tarde por Wilks y Coggins 1974-1977a y
putta y col, 1960,

Wilks y Coggins (1976), wtilizando ponys da 1y 2 afies likraes
de especificidad patdégana, ohsarvaron gue en el tlempo gque los
ponys no tenfan antlcuerpos, se detectaron CMI moderadas por una
respuesta especifica *in vitro® de linfocitos en blastegénesis.

También se detectd, la respuesta CMI an 12 de los 16 ponys con
anticuerpos positivos. Esto hace pansar gque los otros oceatre
ponys con anticusrpos positivos puedan no haber sido capaces de
desarrollar una respuesta CMI, o que una reapuesta iniclal de CHI
haya declinade hacla niveles inapreclables, nientras que los
niveles de anticuerpos persistan, Esto puade explicar que algunes
caballos mayores dm 1 afio de eodad con un alte nivel de
anticuerpos neutralizantes pueden sin enbargo ser Infedtadeds con
EHV-1.
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gryavd (1369} inepulamds intrarasalmenta a yeguas prefiadas
won  BWE-1, prezendla  oorrelasismar  la  resistencia a  la
relofessign, o wa eisvtc waiwal de mivel de anticuorpos
menbralliantes (21.150). %in enbargo la poalbilldad de Infeccidn
Aa} fete ¥ dal alerts, sequida do yra viremla en la yaegua, es
imapmesisnke (Dryasa y Pricketh 1979; Slesson y Coggina 1980),

Retos abartes puedss otsrrir en prosancis de altea niveles de
st ousripoa sairtrallzantea (Boll y Beyans 1963a), segirlendo, que
185 0L pwedan ser importastas on la prevenwiém del aborto. Sin
enbargs 8%y es abara mis tealds emuventa , por 1a evidente
axlztencia  lssoafumdible encontreds en  feotes ¥y  sintoma
gaapiratorlo dal BHW-1, este lrdloa gue este unbral de proteccisén
&4 plvelon da antiowerpss pasda no Begesar lanents gorvelacionarse
oan A preteueits da) aborka, & PH ser que los niveles de
amd boverpes heyan alde induoldes por al feto antes que por el
aparats vespivateris.

LA poekessién A2l abowte wnad vez gua la infeceldn se ha
iodedade en al feto, pusde on vealidad implleoar CMI. Wilks y
Goggims  (A97Pa), eugarieron gus log meganismes oltltéxices,
expunian 98 eata mede ef vires a  les  anticuerpos
mantral izantes , podiseda sor Lupaortaste en el blogues del virus
a prapagarve ¥ de este mdy prevenir la imfegeisn y el aborto.

Bikew Jdesssbraren la presensia de agtividad eltotéxica "in
wivra®, astolads wen  soare  frescsd agumalade y  leucocitos
poriflyiond, anfes gua el  desarrells de  anticuerpos
markratlsantes, slguiends la Enfesuitn de poays con EMV-1,

kés  varde ., en swperimemtos "im viww® ocon  hamsters,
damcatipagin goe ba pressrela 49 anticuerpos en cdlulas linfolides,
eira sf iolente pars proteger 4 1w bamaters de la infecclén, pero
e wae ves gue Ia indecsifnm me  iImdcla, la combinacién
irmunitaria S asbwvs, (NI ¥ anticwerpss, era necesaria para la
resuperackin t¥ilks ¢ Coggling 197783.
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En gestaciones de loa namifercs, las actividades (MI estén
generalmente disminuidas durante el Gltimo trimestre (Kasakura
1971). Bato puede explicar que 4l $5% de los abortos producides
por EHV-1, oeucedan en sste periodo de tiempo (Doll y Bryans
1963b) .

Gerber y col. (1977} demostraron la dopresién da CHI en yeguas
gestantes comparadas coh yaguas n¢ gestanteas. Eata depresidn
pueda hacer a ciertas yeguas prefiadas vulnerables a la infeccién,
reinfeccién o reactlvacisn del EHV-1.

putta y Campball (1977) fueron incapaces de cerrelaclonar la
presencia o ausencia de CMI al final da la gestacién, con potros
norpales o abortados. Sin enbargo Pachelarz y Bryams (1978)
apreciaron que los bajos niveles ds CMI en la preintecclén con
EHV-i, pueda tener ceorrelaclén con la incldancia del akorte.

Las glicoprotefnas del EKV-1, juegan un papel significativo
an la obtencidn da una respuesta de base humoral y celular, en
los animales afectados. Pox lo tanto, la precisa caracterizacién
de las glicoproteinas del virus, serfan de excepcional ayuda para
ol entendimiento de la respussta inmune al EFHV-l, asi como para
el desarrpllo de vacunas aflcaces para la prevencién de la
enforpedad (Shimizu y col. 1989).

Estudios pravios, hah {ndicado qué al menos 11 glicoprotainac
pusden ser identiflcadas en 1a purlficagién del EHV-1 (Turtinen
¥y Allen 1932), 8iendo la mayoria de ellas componentes importantes
dal virua, en su respuesta inmunolégica (Allan y Bryans 1986).

Adends, la locallzaciédn genémica del cédigo sacuencial de
las sals mayores glicoproteinas del EHV-), ha side recientemente
vista (Allen Yy Yeargen 1i%47). Sin embargo, es escase el
conociniento de la funcién inmunolégica y da la estructura
molecular de cada glicoproteins del EHV-1, aungue las
glicopriteinas de otros herpes hayan sido bien caractarizadas
{Babiuk ¥ col. 1987).
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Genaralmenta la Rinoneumonitis equina se manifiesta con un
cuadro respiratorie similar al de otras enfermedades
respiratorias de 1los é&quidos. También a veces aparecen
posteriormente cuadros abortivos y narviosos, que el ganadero
no relaciona con los posibles cuadrog respiratorios que tuvo
anteriormenta. Es asi, como segn avanza la enfermedad su
patologia se maniflesta y mediante observacién clinica de esta,
es como se realiza el diagnéstico, equivocande en la mayoria de
los casos la Rincneumonitis equina, con otras de aimilar
caracteristica como la Influenza o Arteritis virica.

La enfermedad tiene los sigulentes cuadros elinicos:
1) Infeccidn réspirataria en caballos suceptibles.
2) Aborto en yequas prefiadas.
3) Enfermedad perinatal,
4) Enfermedad del Sistema Nervioso Central (Mieloencefalitis).

Quadres Clinlcos

* 1) Enfermedad Respiratoris: aungue el virus puede infectar
el tracto respiratorie de cuslguier caballo, los animales mnis
viejos que han tenido una expansisn repetida, presentan clerta
resistencia contra la enfermedad. Estos animales sufren una
infececién libre de sintomas. En los animales m&s j&venes sin
expansién previa, come los potros destetados y los yearlings,
muestran sintomas respiratorios de dos a diez dias despues de
la infeccién. Como sintomas m&s sobresalientes, se observan:
descarga serasa por, fosas nasales, slendo mis tarde esta
wucopurulenta, fiebre (hasta 41,12C), ligera anorexia (focos
necréticos en faringe) y depresién con un periode de duracibn
da hasta silete dlas. También, aparece una necrosis extensiva de
células epiteliales del tracto respiratorio superior, acompafiado
por una acusada respuesta inflamatoria. También en esta zona
puede aparecer una hiperplasia linfonodular con infartacién de
los folfculos linfoides, gque al contaminarse con gérmenes,
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generalmentes sstreptococes tipo c, se transforman en verdadarcs
aboasos de pids. E)  virus pueds alecanzar leos  pulponas,
aspacialBente en caballos Jévenss o westresados y Caupar una
bronconeuronia, preduciendo de forma secundaria una infecoidn
pacteriana, especlalmante con el eatreptooocs de Lancefleld
grupe ¢ { Studdert 1974; Burrews y Goodridge 1379; Lia 1579).

% 2) Ahortas: yoguas prefiadas pusden abortar transcucyides de
gatorce a clento velinte diap después da la infecclion, sin
presentar ningdn sintema clinlce de tipo pedplraterie (Doll y
Pryans 1962a). Casi siempre, suelen abortar del s#xto al onceave
mag de gastacidn (Bryans 1978).

£l virus ademis, produce un edema agudo do pulmén en el fato
y aparscen petdquias en la mayoria de los organos por causa de
la astixia (Bryans y col.1977).

Las lesiones apreciadas en un feto abortade de sels mesesn de
gestacién, es diferenta n aquellos fatos abortados a les slete
mesaa de gestacién ( Prickett 1970}. Los akortos tempranos se
caracterizan por una fusrte autollsie feotal, con una difusa
disperaién da inclusiones intranucleares Yy sin ana rsspuesta
inflanatoria local., Por ol cgontrarie, las leslones macroscépicas
provenientes de abortos tardiocs, son:! lcteriels, petégulas en
mepbranas y nucosas, odemas subcutaneos, exceaiveo fluide pleural,
edena pulmonar, esplecnomegalia con pronlnentes follcules
linfoides y focos blancos de necrosis hapdtica.

Las caracteristicas de las leslones picroscdpleas, sons
bronguitls, neumonitis, grande necrosis en la pulpa blanca del
bazo y focos de necrogis hepitica, accmpabado de una marcada
raspuesta inflamatoria. En todos los casos, las lesicnas fueron
asociadas con tipicas inclusiones intranuclearss herpéticas
{Corner ¥ <ol. 1963; Prickett 1970). ba cualquier mods astas
inclusioneas Intranucleares pueden desaparecer rapidaments, con
un resultado de fagecitosis o autolisls post-morten ({Bagust
1971},
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Laglonas en fetes tempranss gugleren uns auserncia de reapuesta
fetal a la infescisn viral, on gentraste oon lesicnes en fetes
abortados en les Gltimes cwatro pedtss do gestaclén, 108 cuales
mEsstEan reaseinnes seluiares caractaristicas dal virus (Prickets

19707 .

Bn la yegua, la Zoiea lesién importanta observada siguiendo
la iemslacita fetal y antes del abezte, fud wna distensién en
la reglén limsfAtisa (Prlokett 1979). Micrescipicamente Llos
tolldos variaban dosds uh aspente roxnal kasta presentar un grado
maje de infiltracién perivessular com uea marvadsa infiltracién
de eonindfiles en el telido imterglandular copsctive dal ftere.
te cwalyeler meds, babrd uwna separacién completa dal alantow
corken dal exdemstrie uwitering. Despuds da akoxtar, las lasionen
rda chmervadas fueren una Intensa infiltragiém perivascular de
linfemites v wblalas plassiticas, lonte con vasos locallzados,
fuste en 1a capa glandular del emdemetrie.

Enla 4. karizagal: breves referencias a cerca del
pacinients ds potrow débiles, en relacidn cen EHV-1 abortive,
ban 9550 eelatadus (Heges 1970). Mis reglentemente 1a enfermedad
meanatak fa le potres e astaiada gon la lnfegoldn prenatal por
Biv=), 8in apaveser aboxtos o enferwvedsd respliratorla (Dixen y
e, X9FI-3980; Bartlay ¥ Dixen 1979). En este slndrome, aparecen
nagindentes $Abilea gon potres deprimidos, los cualea mueren
dertie 26 lan vedntlovhre havas y potres aparentesmente hRornales
al mazimbento, o desarrellan um fuerte deler en la cavidad
torfodsn, dentrs de las dieciechn a lasm veinticuatro primeras
huras ¥ soaypen alrededor de las velntiowtre a sstenta y dos horaa
dn) wasknients. .

Adbgim ofme skivkrone wegpatal difereante, fué descrito por
fryars 7 epk. (3977} atrikupdodaie 3 la infsccidn prenatal por
HRe-1 durante ka fase terminal de la geatacifm. Sin sabarge estos
subores pn  pedieren  demmstirar el EEV-l an  inclusiones
intrapuobeares & aielay al BW-1 de les kejides afectados. les
signts pia signifizativea imeluyen, dolor sn la cavidad tordolea,



i3

diarrea no fétida y debllidad durante las primeras semanss de
vida. Los potros supsrvivientes a las dos semanas da edad,
sucupbieron ante una gran variedad de infecciones bacterlanas
secundariaa.

Hartey y Dlxon (1979) realizaron una detallada descripcidn
de leslonap observadas en potros durante una epldemia de
EHV-1, con una gran mportalidad perinatal., Las principales
lesionas se manifestaron an el tracto respiratorie. Los pulmones
eran voluminoscs y firmes, siendo frecuents en ellosm el celor
porado ¥y con atelectasia. Tamblién pe apreclaron estriaclones
hemorrdgicas do la submucosa a lo largo de Ia traquea ¥ bronqulos
gupariores. Los nédules linfo-bronquiales estaban a unenudo
alargados, «congestivos y wedematoses. En  las lesicnas
nicroscépicas se Incluye uha axtensa alveolltis histocitica ne
supurativa, un foco agude de bronquitis necrdtica y/o
bromnguiolitis @ inclusiones eosondfilas Intranucleares.

"R farnedad dol Bistena Nexyloas Central (Miceloangalial)
Lat enfermedades nerviosas asociadas con la infeccién del
EHV-1, han ido surgiendo con una frecuwencia creclente en los
quince Qltimos afios (Thein 1981; Charlteon ¥y col. 1976) Y han sldo
reproducidas experimentalmente por incculaciones subcutaneans a
intranasales del virus EHV-1 (Munford y Edington 1980). Epidenias
naturales producidas por EHV-1 cursando con snfermedad nerviosa,
son  normalmente asocladas con abortos y/o enfermedades
respiratorias, pexrc hay casos qua pueden existir sin aparecer
aborte o enfermedad respiratoria (Thein 31981). Los signos
clinicos pueden variar desde una lenta ataxia, hasta la completa
calda con un seguimlepto de la paralisis de los niembres. El
perlode da incubaclén es de alrededor de slete dlas, tanto an

cagos naturales como experimentales (Gresnwood y Simson 1989).

Son caracteristicas apreciadas, una vasculiti{s, con una
degeneracién secundaria hipéxica (diaminuclén de la concantracién
de oxIgenc en Gangre) en el tajido neural adyacente, aparsciendo
importantes cambiocs histopatolégleos an  ambos casos da
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mieloencefalitis, tanto natural como experimental (Platt y col.
1980). En particular Jackson y col.(1977) fueron capaces de
reproducir un estado paralitice, con una gran vasculitis por
inyeccidn subcutanea del EHV~1, en yeguas prefiadas del Ejército
pustraliano. Cambios vasculares, eran mis predominantes en 1la
médula que en el cerebrs y al poco tlempo, las lesiones de la
materia blanca de la médula eran mis manifiestas que las lesiones
de la materla gris (Jackson y Xendrick 1971). Evidencias como
inclusiones :intranucleares en neuronas, an infeccione?
neurctrSficas no son apreciadas en los casos producidos por *
EHV-1 (Thomson y col 1978).

En las encefalitis asociadas con herpesvirus en otras
especles, por ejemplo, el virus herpes simple en el hombre, el
herpesvirus en el ganado bovine y el virus de la enfermedad de
hujeszky en cerdos, hay una clara evidencia de heurotrofismo
primario con multiplicacién del virus en neurcnas y heurcofagia
(Paltt y col. 1980)., En contraste, el EHV-l apreciado en el
Ejército Australlano, no hay neurotrofismo en cerebro equino,
apareciendo mis tarde en la inoculacién intracerebral directa
(Prickett y Bryans 1970; Jackson y col. 1%77).

Experimentalmente, la mielcoencefalitis producida por EHV-1 se
caracteriza por una difusa vasculitis, m&s prominente en el
tejldo nerviocso, afectando también al andotelis y pulmones (Platt
y col. 1980}. Se propuso por parte de Jackson y col. 1977, que
durante la viremia aparecen altos niveles de anticuerpos en la
circulacién, propagindese el virus directamente por la
circulacién a las células infectadas y a las células endoteliales
y de estas, a las céluylas endoteliales contiguas sin una fase
extracelular.

Una vez que la infececién endotelial es iniciada, el virus
tiende a propagarse centrifugamente e Ainfecta las células
parenquimales adyacentes, PEsto, responde a una severa Y
generalizada vasculitis sin destruccién neuronal primaria,
asociada con EHV-1., Fooos maldcecs (blandos), presumiblemente
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deparrollan secundariasmente una tronbosis en los vasos locales
y parélisia resultante con isquemia y canblos metabblicos eon e)
tejido nervioso (Jackson ¥y col. 1377). Eato hize pensar que las
leslones vascularaes fueron debldas a la interacién inmunglégica
especitica del EHV-1 ¢n el endotelic vascular (Platt y col.
1980). Thomason y &l. en 1379, deacubren un incremento de cuatra
veces ¢l titulo de anticuerpos a EMY-1, en caballos con
mioloencefalitis, qua en aquellos gue han estado en contacto son
la enfermedad. Seroconversiones simllares con altes titules,
¢lnco dime despuds o més del ataque da la smnfermedad, fueron
documentadas en ambos campos y en casos experimentales (Jackson
y cel. 1977), los cuales mantienen la teoria da Dinter vy
Kligeborn (1976), de que lan enfermedades nerviosas suceden por
1a reinfeccién o posibles Infeccidnes recurrentes da caballes
afactadon, El virug es dificil de alslarlo en lea tajidos
nerviosos de caballos con EHV-1 asociado con mlieloencefalitis;
sl blen en algunoa caballos afectados han sldo descrites y
alolades el virus (Thein 1981)., La pategdénesin de 1a
mieloencefalitie con EHV-1 no estd totalmente acakada, pero el
fracaso del aislamlento del virus es probabhlenente copo
consecuencia de complejos virus~anticuerpo, formados ambos in
vive o in vitro, durante la preparacién de tejidos paras 1la
inoculacién en cultlvos celulares (Platt ¥y col. 1980},

Anflogamente, ha sido comparada la mieloencefalitis del
EHV~1 ¥ alguna otra enfermedad, con la fiebre catarral naligna,
en el que una vasculitls primaria puede ser asoclada a una
nielosncefalitis {Thomson y cel, 1379).

L ded RIAGNOSTICO

Pesde e] punto de vista sintomitico, el diagnbatico puede ser
talso, debido a la igualdad da sintomas gue presantan con eotras
enfermedades de tipo respiratorio y gque Roa dan lugar a falsas
conclusiones. Es por esc, por lo que tenemos que dirigir siempre
el diagnéstico atraves de un estudio laboratorial.

530089 7F17



Para s exista usa gran efestividad en el zentrel de la
arfornadnd 7 asl poday aplisar las medidas cpertunas, es
inpraseindible un diagebstics lao nia ripids posible an al
lakaratar le.

Las sdssden 49 dlagedstics wtilizades hasta la fecha pon los
aigulesnten:

A) 81 quarenss pealizar us tesh ripids y ecunfamico, se puede
aatudiar en wra tinolén, cusrpos 4o ircluslén intracelulares
coateffiles, en las cdlulas hepdticas y em el epitelio
brepspuiniar o alvedlar. $in aabarge este mdtedo no es nmuy
sensible, ya gue sl la enfermedad acaba Jdo inlefarse, la lesion
24 B0 ba wmanifestads, pulldedsoss dar falaos negatives.

B} Smagen por wivroaesspla elestrdnica en wna biepsla, de un
te]ida afantade gus ¢eotenga partlculag virales on varlos estades
A padueranion.

231 Alslay e}l virus en oultives celularez o an sabrién de
Bolla, visnds su efseta eltepdtion o las vesioulas preducidas en
Ia maltiplivaeida del miaze.

By doservay, la subida de tituls de anticuerposd, mediante
shonicas umh Serseeytralizacisn y Fitaciéa de Complemento,
realizazndy on estas un segusaty gontrel a log M o 31 dias despuée
da La prrinaza owestira, para ver la Sereouvaversidn.

Fatea dltimes mdtedom son lea mAs wtilisades para el
Alagndstice lsdwraterial, pere estas téunicas presentan los
brgpmveniantes de lakuriseidsd y lemtitud, presentande adends,
la Fitawiftn du Complemsats falta de semsibilidad.

Tazkidn, ss empleza ha utillzar en algenos palmes para el
dlagndatiiza do esta enfernedad, el Dazimo-~Irmuano-Ensaye (Valcano
¥ oeal. IMI), suegue ne existen wmucha oexperlencla en esta
tlendna. Bospestn &  la wkillzezlén de 1a  técnica de
Empumebiottlieg para el dlagmietice 42 esta enferpedad, no hezos
aifomtradn ninguea referencia.



I=2_ OBIETING Y JUBTIFICALION

1a Rinoneunonitls me encuantra en todo el munds an wees
porcentajes de incidencla muy altes, per lo que tode parena
indicar que existe una gran reserva del virus es la maturalesa.

En Eapafia, exlste una considerabla falta de Informasids y em
ocasionas Informacldn errdnaa mobre cota enfarmsedad. Eats pe dabe
en qran parte, al bhecho de que la Alnoagumenltis egulnm ea
diflcil de diagnosticar clinicamenta. La amblguedad gua redsa a
esta enfermedad, es provocada tapbién porgue los crisderes da
caballos no slempre relacionan el sirdrome reapiratoria cun an
secuela abortiva. No existe una conexibn obvia entre wh catarro
¢ grips en lom potrod y un aborto varlas memanas despuds en uma
yegua aparantenenie aana.

pebido a gque gensralmente los propletarics de caballos mo
crian sus animales, no tlenen un interds en la preveaciém de loa
abortos viricos. Como resultade, no exlate 4l concepte wnlversal
de la Rinoneunonitis equina como una enfermedad de dos fasen
principales, una respiratoria y otra akeortiva.

pasde @l punto de vista gscondnlce, en cualguler zona en la
que axista un interds financiere en &l use de los cakalles, esta
enfermsadad, supone una amenaza tanglbla. La forma respirateria
de la enferrmedad, interruspe cualguier actividad de fusxsza, ya
que amto tiende a agravar loz sintomas e Irduzlr efestsa
secundarios. Asl puds, los caballes de laber, exhibicida o Sa
carreras ho debarian realizar ninguna actividad, ceands pedetvan
1a enfermedad. En las operaciénes de uria cakallar, la pérdids
de una © dos potros debido a abortes por la enfermedsd, supema
una gran mRerpa econdmica.

En Espafa, el sequinliento a incidencia de la safernedad, m2
se reallzaba debido a gue no estakan puestas a punte, tbonlcas
de diagnéstico de facil utilidad y grin semsibilidad.
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Pow astas rargmes, ha eide el shietive en este trabajo, el
pevar A penta, lag féunisas de BLIGA TEDIRECTO & DMMARIOBLOTTING,
paze dlagrastissy astiousrpee de ssta enfarmedad, am! como
reslizar 2o edbedln ssralfgios B pivel raxigmal para obmervar la
tepidansia 49 la slema, tenlendy em cuenta la sitvacién
elivatolidgiss, eadad, raza, saxn y oepdlicienss de habitabllidad
A iea Sgulidos adtudisdss.
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Agitadar Immseabletting. Irmumetics RPD.
Myitatubos Vortex. dvisel (med. 20},
Balamza Sartexius (Ripe L401A-MPO-1).
Campana 48 fluls laminax Teletar (ned. BV 10).
Contrifugas do mesa: * JOUAN (mod. CR )12 Rafrigerada).

® AELEOTA CENTROMIX (mod. $-349).

* SORVALL IHOTELMENTE MICROSPIN 34~-8.
Cowpe Lador de ~B8%0C REVLYD (med. BLT 1686 UDR).
akbetas de olegtrotransferescia BISMETRA (tipo NR 641 minl)
y BI&-RAD (granda).
Estufa de m, GCAFRECISION .
Falosa eotériles Ja 23, 7% v 152 gw®, Covnirg.
Fetoosleoy inetre PITERTER MULTISWAN MR II (PLOW), con ippresora
IBVES BN 1504,
Fuente de alimentacidn B0 APPARATHS CORP (mod. BC-108}).
Laveday BLISA BEHLEY WELLNASH III.
Migreplpetan FIRPIPETITE Q¢ 1+-3, 559, $6-20¢0 ul,
Migraasospie lovertids 4o ountraste do fagen WIEOH THE (tipeo
1647 .
Fa-matia HRETEOR PH lood. 2994).
Pigeta multisanal BYNATESCH RICBOPITER DB 33-209 pl.
Pilagen B wultive selular 4 %4 pesilles. Cestar.
Flacan para BLISA BICHEBA {tipo P ELIBA).
Plasa de Lmmuncdetosolos MINIDLOTTER 16 INMGMETICS y grande
do BIG-RAD.
Plages de Trasaferensia BIOMETEA (tipe NR B)))
Samicadar VIEEA-CELL. SOMIX MATERIALS {mad. VC 208).
Gitrasentr 1fuga RONTRON IWRETEIMERTS CEWTAIKON T-2059.
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Tris - bagg ~—w=—sw—wmc—= 15,3 g ~me=cno-nmec 25 mM

Glicina ~=rereemascanecen 72 @ wrasamocmeue= 152 HM

podecil Sulfato 86dico -~ 5 g =-~-= —————— -~= 0,1 % (5DS)
Agua {hasta} —-e-m—mssmseemstectestee e —emne= § 1{tros

Ajustar el pH a 8,3 con Tris o Gllcipa
conservar en frigorifico.

Gel separador

Concentraclén de acrilamida ---~- 13,5} ~~~-=

173 -=-- 10%

30V acrilamida | wemrvmmmmemen 2,8 wmmamee 3,4 meee 2

0,8% bisacrilamida |

1,88 M Tris~-CLH pH 8,8 ~~==- e ], -
0,58 D8 wmmesmsmmcmmsemnccenans 1,2 mm—me—e
AQUA ~mvmmmmmmamm e ][] mmm————

Toned ——smr=wrenccmnccet e - § ,’-‘1 -

10% da persulfato aménico =—e—w~=~= 30 gl =~—e-

Gel avelmazador (Stackinag)

308 acrilamida | = -
0,8% bisacrilamida |

0,625M Trig=CLH PH 6,8 =~mrm=ummimm—cemme e
0,5% SD§ --- e e 0 s v e o e e

Agun VL A O g A8 s A B v e B Y . Y A R e

TOBOE = mm e —-- -

10% de persulfate aménjco —-—~srremenmaean ——

1,2 =~— 1,2
1,2 ==~~= 1,2
0,2 =~=— 1,6

5 gl ~w—w § ul}
30 §l ~-~ 30 uit

0,33 nl

0,4 ml
0,4 ml
0,87 ni
2 ul

10 pl



2,825 Teis~ClH pil 6,8 »wrecvessmcscsemcceane 3 @l
%@g P 52 7 e = - 0'2 q

.

§u3 S K )

da..4

34,

GiEare) mescwnopnuassnausmes e mnasnanmanae § @]

PoBarsaptontans) crrecerrasscennesanemnemases .5 pl
Arnl de brenefomal (1Y en atamm)) cocmswwas-w 0,1 ml

DTG, 00 o 0 9 B R R 0 e o 2,4 ml

Buffer da Ixamafecetsla.

TIL8 = BABR m=wmemsmvmse 3§ Y mvamemmwnmeman 31,0285 g
G11GARA mworsansmemanans 160 B mesemeemwmm=e 11,260 g
Hatans]l rescrrressmsasen s ensresesssresmmmn=s 100 GO
Mpua {BABEA) ammrmmmmmsmrnmmseueeeameanenenes ] LLEFO

B e wmmemrmmarsnma e §, 3

conmayvay en frigerifica.

K|
friz - Clorldwice (PR 6,0 - 9,828 M) =enwew—a 2 @l
fodenil Sulfaty Sedico{E)] ser-resamsvsnnmun 0,2 ¢
“liearal R Y L

B =~ Mareaptoatan] st 0 e e 0,5 @l
Aznl de Bremefensl al 1Y asn BEtamol «ewnaww-= §,1 ml
hgma destilada romcsucmsssaeesnsun s esesenn 204 @]
Aty 8 wn valumen da muestra , ua volunen de
saluaidn & ruptuza.

Agal bwillante da Coamagsie R - 350 e=vorees 2 g

Etamal == 438 ml
Ratamml s ket wemee B0 @l
Asidn BEGLIgn meresvsscnmmenesessmpr s nanme 100 @l
A BEELL1adR memmsams e s e 435 7]




Solucidn de Heqro Amido.

Megro Amido —~—-—- ———— ————p
Ketanol -==--—- - -
Agua destilada ==-—-reeeemmm e
Acldo ACEtico ==re—mremrme e dc e ———————

Solucion de Destefido para el Gel

KALANOL et i s s ey e
Aclde ACbtlco =swcurracmsnmr s e e .
Agua (hasta) ==mwr-reo-e—— o . o T T e
folucién de Dentafiido para Papal

Hetanol ~==—=wee=-— 4 e b o ——— - ———
Acido ACEtlCO =rrwmrmmr st . ——————————
Agua (hasta) =-—===-cce== - e i o e e e
gSolucidn Blogueants.

Leche molico desnatada -- ——— .

PBS (haSta] =m——mmmemec—ccec——————————————
Selucidn Substrato Crombgeno .

Cloronafto] wesececwuvcrddmr e da——— ———————
Matanol ~—e=smmwnumme ot —— e
T8 {hasta} ---~ - ———
Agua dastilada al 30% -~ —— ——
IB8 (Tampén Tris)

Trls Cloridrico ----- wmmnmerm— 4 B4 g memm———
Cloruro §6dico -—==w= emmmmmem B 48 g mmmmm————
Agua destllada (hasta), -- - ——

Ajustar pH a 7,5 con ClH

atock Acrilamida - Bisscrilamida

Acrilamida - —
Bisacrilamida =~ ——————————
Agua destilada (hasta} =~m=rec=ax o —

Guardar en frigorifica

0,549
45 ml
45 nl

40 cc
10 cc
100 cc

5 ce
100 cc

20 mM
200 nM
2 likros

30 g
0,8 g
100 co



ROLRGIGHRD QUINIGAR. PARA ERAINOINMIMQERSAYQ

ER4. L Tamedn Fosfatel..

Clorwre Bhdlcy =remrmussvescnccomunn wumwme 1,650 g
Fosfats Dlsddico ---=w—-w=mrenmeenr- wuwene 0,724 g
Foolaty Honopotisled »-sv-ssssssmusncom—n~ 0,210 ¢
Mua Destlilada (hagta) ~--re-vescesemmnen 1 Mrxo

PH = mo v B 7Y

Cengarvar a 49¢

RS «rmemtrcescmammm s ——ea e 1 litre
TWERNA 10 ccormrwomranwoewstenasenanem - 0’5 nl
Cong@ryar a 49¢

£24. LTanpdn. Caxhenatal

CArbonpato BAA1an wreswmamasmannmewnsrmnen 1,89 g
Blearbopate Gddica ~eucasn-sroosne wemmmameme 2,93 g
Apua Bastilads (Basta) =sesvemewoeassmw== | Litro

@M D A Ky e AT G e 0 I SR (R O T TR P A B SR e 9'6

Congeyvar 8 g

Targda. hikraka.

A2lda CLEriop wermcemecmmoosmosnamennunan 3, 14 g
Teafato Blotdice ~vemeomeonsmeansosiocana }, 64 g
Agun Bestilada [hasta) =--e=scevcavamenss 400 Bl

P’E e e el e Lt D P ST 4

Comaervar 49¢

A@Mm mlm.rie:@ (821,84} <=swsmwunmnnevasw 83,5 @l
Agua Destilada (hasta) =~esmmecccceweaenn § litro

vamaa Citrala - mamaven 18 B

GPD mmwom s mm et vy ——————— g

Agua Cxigemada IOV ~evescemmccecnsenenes 33 al



Tonpin A4 gilucidn

solucién da lavado --———mewsew-- e —-— 1 litro
gorcalbdmina Bovina (BSA} -s-—s-wrmmnueccmmunan~ 10 @

KEDIOS DR _GULTIVO CELULAR
Medio de Creclmlento

HEM nommmemawan - mmnemsssar Q00 QC.

piruvato 56dico (100 mM} wssremmcovcussmesesosan 10 Bl
Gentanicina (30 By /Bl ~wereceerccmmmmmanaaanene | Bl

Anincdcldos no esenciales =~=crrcccnmmvnameaen- 10 Bl
Suero fetal de terpera (4l 10 t} ~—vmm—veam——w-~ 100 GC

MEM ==smmoomome—e——— ——ne mememne—e= 900 CO
Piruvate 88dico (100 mM} ~-~=---m ———— - - 10 ml)
Gantanicina (50 mg/Rml} =~=m==mecmamman-- mumme—— ] @l

AminoAcides no esencialed =-r=cvecmemmcrecesens 10 Bl
Buern tdnl. de ternera (&) 2 %} ~=mrmevce—wne~s 20 oC

Medio de Congalacion.

Suero fetal de torneria ~—--scsrmwmessesccmoene= 9 oC
Dimetil sulféxido ~--m—- e e LELL L L LR T W .

MEM con glutaminag ===«-vecanee- emm——— rommm—nen g

Suero Petal Bovino --g-eme-em--- m———— wmammm——— 2%
g pMotlonina —=remmmmmmomcmemm—m e 300pci/nl

Medla dn centelleq

FPO cvceonccucame= ———— ————— - mm—— G
DM- POPOP —— S ———— 1%
Talueno =----= ———————— e —————— 66, 6%

Tritdn-100 r——meccrmrccmcammrraem e emnen 33, 1%



XI-3 REACTIVOR

- hAcide Acético. Probus,

- hcido citrico. Probus.

- Acido Etilen Diamino Tetra Acético. Merck.

- Acldo Sulffirico., Probus,

~ Ahcrilamida. Bio-Rad.

- Aminodcidos no esenciales 100x. Flow.

- Anti-~IgG de caballec marcada con peroxidasa RAH/PO, Nordiec.

=~ Azul brillante de Cocmassie R~250. Blo-Rad.

- Azul de Bromofenol. Merck.

- Blearbonato stdico. Panreac.

- Bisacrilamida. Bio-Rad.

- carbonato S$8dico. Probus.

- Cloronaftol. Blo-Rad,

- Cloruro S6dien. Probus.

- Dimetil Sulféxide, Fluka.

~ Dodecil Sulfato Sédico. Bio-Rad.

- Etanol. Probus.

- Fosfato Disddico. Merck.

- Fosfato Menopotésico. Merck.

- Gentamicina 50mg/ml, Flow.

- Glicerol, Blo-Rad.

= Glicina, Bic-Rad.

-~ Lache desnatada Mollco. Hestle.

- Madlio Eagle Modificado de Dulbecco, sin Glutamina y sin
Bicarbonate S&dico (MEM) . Flow.

- Mercaptoetanol. Bin-Rad.

- Metanol. Probus,

-~ Hegro Amido, Merck.

- HNonldet-P40. Marck,

~ Orto Fenilen Diamina. Dakopatts,

- Per6xido de Hidrégeno 30%. Panreac.

~ Persulfato S6dice. Bio-Rad.

=~ Pilruvato 86dico. Flow,.

- Sacarocsa. Merck.

~ Seroalb(mina Bovina {BSA). $igma Chemical Corp.



guarsc Faetal Bovino., Flow,
Tenad, Blo-Rad.

Pria. Blo-Rad.

Tweaen 20. Panraac,



Realizamos un estudio epidemiclégico de la enfermedad, tomandeo
muestras de diferentes reglones de Espafia para ver la incidencia
de las misma y recogiende a su vez informacitn de las
caracteristicas més importantes de estos animales, como son
edad, peso, raza, actitud, vacunaciones y clima, para su pesible
relacién con los resultados.

Los lugares de toma de muestra fueron:

*Yegquada Militar de Cordovilla la Real! (Palencia}.
Raza:!Tiro.
*Yeguada Militar de Lore - Toki (San Sebastian),
Raza:Pura sangfe Ingles (P.5.I.}.
*Yaguada Militar de Jerez de la Frontera (Cadiz),
Raza:Pura Raza Espficla (P.R.E.) y Pura Raza Arabe (P.R.A.).
*Depbsito Militar de Sementales No1 Alcald de Henares
{Madrid}.

Raza:Pura Raza Espafiola (P.R.E.).
*Depbsito Militar de Sementales Ne5 (Zaragoza).
Raza:Tiro.

Estos animales los agrupamos dependiendo de su funcién en los
grupos sigulentes:

- SEMENTALES

~ YEGUAS

- POTRQS .
Esta clasificacién se realiza para ver a la hora de valorar los
resultades, si hay alguna caracteristica comfin en cada grupe o
por el contrario no existe ninguna.
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w BEOLAR wxmmennwasrrenassamimereasnwnees 30 guidsden .
~ Bigpans ~ Bretdi »eressswsswasscmesswe=n 2% anidaden .
» ARLO = BRatdn wwmreecamsasmamessmeesen ) uziided .
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Total -~ 702 upnldadsq.

Tedos elles partenscen a Cantres Militsres die Crxila Caballay
Ministerio de Defanmal.

Butes snimalus se wtillran morsalmentae para la mejors de la
cabafia nacional, on sus aptitudes de tire ¥ de milla.

Tamblén, respocte al clima, digtingaimng tres regiones a pival
wazienal: a) regién fria y hdamda; b)) weglén intermsdia y o)
reglon calida vy geca.

Lon dates nds signiflcatives en cwante al lugar, raza, edad,
pedo, vacumaniones v toma Je  mussbras, #e xeduan an  jog
sigulenten cuadreos:



ECTROE
ROTROZ: REGION FRIA Y HUMEDH.
VACUNACIONES
EbAn{entre PESC{entra) TOMA DE
LUGAR RAZA-N® (nesas) / (kKg)/ X HOMBRE FECHA KUESTRA
i
CORDOVILLA MARZIO-B8 1671/8%
LA REAL TETANOS AGOSTO-2
{Plasencia) BRETON-2 OCTUBRE-88
8-35/14 Z40-60T} 20
ANGLO~ 4315,7 FEBRERO-BBE 31/71/89
BRETON=-1 INFLUENZA| JULIG-88
AGQOSTC-84
HOVIFMERZ kL]
- ~BA} 1174/8%
in
LORE-TORT PURA ENERO-88 1171789
{San SAHERE 8=-1079,3 200=300] TETAKQOS
Sebastian) THGLES~$ 220 AGOSTO-08 2h
1422789
ENERD-88
INFLUENZA 3
AGOETO-BE 16/3/8%
T + . 1 Al v Rp~
VACUHACIORES
IDADieTIrE) FESO(2nIL e} TOMMN DS
LUGAR RAZA=Ho {&hes)d X ikgrs X HOMBRE FECHA HUESTRA
la
. 16/1/B%
JERED DE LA | PURL aa
ERONTERA RETA 3~4r3,) I00=550s IRFLUERZA | JURIO-BEB 7S2/BE
Cagizh ZSPRACLA-3ID 187,12
ot 3
287408
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En este trabajo se ha utllizade la cepa Kentucky del virus
EHV, adaptada a células BHK~21 en su pase 21, facilitado por el
Laboratorio de Sanidad Animal de Algete (Madrid),

El cultiveo, lo realizamos en frasccs Falcon de 75 cn?®  de
superficie, Una vez que e) tapiz celular se encuentra
subconfluente, afiadimoa 1,5 ml. del virus, mds 4,5 ml. del medls
de mantenimienteo. Transcurrido una hora a 372C y una atmosfera
del 5% de co,, de contacto del virus con las células, afladimos
15 ml. del medio de mantenimiento y l¢ incubamos con las mismas
caractaristicas anteriormente citadas,

A las 24 horas, apreciamos. un efeocto citopitico eclaro,
manifestandose células sincitiales y células individuales
desprendidas en un 80%, M&s tarde, realizamos la obtencitn del
antigeno soluble citoplasmitico, comc se indica en el apartade
1I-7.

Este antideno, lo fijamos en los pocillos de las placas
microtiter a la dilucién &ptima, utilizéndclas inmediatamente o
bién congelindolas a -20%CQ, tapadas con papel parafilm, no
perdiendo activid&d durante 12 meses.

También este antigenc, lo utilizamos para realizar la
electroforesis e inmunotransferencia del Immunoblotting.

II-6 CELULAS ¥ CULTIVOS CELULARES

La linea celular utilizada fug la BHK-21 (células de rifisn
de hamster joven), que estaba congelada en nitrégeno liguide y
tratada con suerc fetal de ternera al 10% y dimetil sulféxido
en proporcidn de §:1 con respecto al suerc fetal de ternera,
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LA dascungslssiin o8 reallsd saplismenta o bade mavia g 37RC,
B3 laphndo e en medis S8 wpliive ¢ eestrifegdssloias a 692 4.
Powtey iormenta, el pallat obtenids ea

HptadrE e o L E- 1
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B madle Malon g anitiv) ssplesis para las cflulag
g2y, Bud nedie Bagie Modificede de Dulbeswe, ain glutanina y
mi Bdosrbesaie sddisn (Flew), saplesentads con plruvate sédlee
PRGtmity omd, sestamieisa Y9maial, anlvedecides 9 swenciales al
BEY] B 1LY ews wa 3Y 2 10% da awero felal dn Lexpera (Fluw)
it i vesente

Bl medis e wwliivo empleads para el marcale sem Yo
axtimaing, fe wdbwvs S8 los lebswraloriss Flov, adicionamia al
wedia el amdnodaids eedladtive en la propogoida adecuada. Tedos
o wadioa 8 epitiee pa esterilissyen por filtrasids a trawéa
de mamtwrasas e 9,43 s da didseire de pere (dillipore). R
pudthen e 2diuiad B pealizd en material e plistiose esteri) en
Padan o Pitvan 49 walblve (Swefsx) .
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s efbules  BES-J3 oreslergnm  en  medlys  esemglal  MEM
waplenentads 8l I & L8R vespewtivapente oon gsuesre fetal da
Earaeyn, o8 abeesfers fe un $1 da 2y ¥ a uva temperatura de
¥red,  Opamdn laa eflsiad  liegarsa a2 esafluskoia, blem se
dnvpresdieras g Alaparsife gon wm salucién 2 sripalra<~EDTA
@ #e indestsrew oop el viree. ias oélulas infestadas ven el
whpay, preBaian o afests ¢ltopdtisy solre las 24 horas.
1Pohag wl 3§ 4b.




CULTIVO CELULAR

Foto n23, células BHK 21,infectadas con virus EHV-1,
Realizado en nuestro laboratorio. x 100.
EFECTO CITOPATICO

Foto no4. Efecto citopdtice producido por el
virus EHV~-1, an células BHK-21 a las 24-36 horas.
Realizado en nuastro laboratorio. x 100.



El antigeno se obtuve sigulendo la metodologia. descrita por
Escribano y Tabarés (1987), para el virus de la Peste porcina
africana. Células infectadas, se recogieron a las 24 horas con
un efecto citopltico aproximadamente de un 80%, sin haberse
desprendido las cé&lulas., Estas, las lavamos primeramente dos
veces con PBS pH 7,2 y una con sacarosa 0,34 M en Tris ClH 5mM
de pH 8. Después de este tercer lavado y manteniendo la sacarosa,
retiramos las c&lulas infectadas con una espdtula articulada,
quedando estas suspendidas en la solucidn del tercer lavado. Para
sedimentarlas, centrifugamos esta solucidn a 650 g durante cinco
mirutos a 42¢. Seguidamente las c#lulas se resuspendieron en un
tampén hipoténico de sacarosa 0,067 ¥ en Tris C1H 5 mM de pH &,
se incubaron durante 10 minutos en un bafio de hlelo y ze lisaron
por adiciétn del detergente Nonidet P-40 (Merck), a una
concentracisn final del 1%, que se dejé actuar durante 10 minutos
a 09C., Para recuperar la isotonicidad del medio, se afiadio 1/7
del volumen total de sacarosa 64% en Tris ClH 0,4M de pH 8. Los
nicleos celulares se eliminaron por centrifugacién a 1000 g
durante 10 minutos, tras lo cual el scbrenadante (fraccién
citoplasmitica) se tratdé con EDTA 2mM, 2-Mercaptoetancl 0,05M y
ClNa 0,5M.

Tras 15 minutos de incubacién a temperatura ambiente, la
mezcla se centrifugé a 100,000 g durante una hera a 42C sobre
un colchén de sacarosa al 20% en Tris ClH 50mM de pH 8. La
fraccién obtenida por encima de la sacarosz, se utilizé come
antigeno positivo para la técnica. {Foto n? 5}

A la vez y en las mismas condiciones gue preparamos el
antigeno positivo, realizamos 1la preparaciénm del antigeno
negative, utilizando la misma linea celular, perc sin infectar.
El tratamiento utilizado con estas células, es idéntico al
realizado con las células infectadas, recoglando en la dltima
fasa el sobrenadante del colchén de sacarosa al 20% vy
utilizéndolo come antigenc naegativo,
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Foto ni5. Diferentes atapas da la obtencidn del antigems
goluble de 1a Rinoneumcnitis egulma, puests a punks en
nuestre laboraterie.
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Para datarminar la soacemtracifn dptima de)l antligenc, so
rasllizd mma  Eltularién peor Ensimo-Insmuno-Ensayo, wmadiante
diluciomas seriadas dol nisws, <on tasmpén carbonato (0,05H~pH
4,8}, partismds de 175. Las dilucicnes del suero y conjugade se
R iniasraen a 1a ves.

Ba la 4ilmeifa 173299, se ensintrd una mayor diferencia de
dansidedes dpticas a3 492 mm., entre los susros controles poajtivo
¥ tegaklve, 2 soe 4sta como Optima dentro de nuestras
wopdieiceea d8 trakaie.

Los meoras coutroles positives utilizades, fueron de animales
anfernes (hweta 4o Finalesn de 1982 an Mogpltalet-Barcelona) an
pleps Brots de la enfarmedad,

o9 egeros controlas negatives, son de anlmales muy jovenes,
e adan, PE dantes de madres no vacunadas.

eBak... ¥

% hlewd a ecabe el Datodo descerite por Bauer (L9B6),
whilinemtese log reastives de Ble-Kad. La curva de calibracién
8 realisd con mervalkfiminra bovina, leyéndose las extinciones a
WS wm.

bia ves ebtanido el eultive gelular de BHE-21, an Falcon de
4% e, depoaitanep en una placa de cultivos de 96 pocillos,
0%, 000 eddulas/poecille, wtilizando para cada fase de i{nfeccién
#3 poilles. Cuands estos cultlvos celulares en placa llagaron
4 estar conlluentes, se infectaron con s) virus ERV-1, obteniendo
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una nultiplicidad de infeccién (m.d.i.) de 10. Tras dos horas de
abgorclén del virus a 378C y una atmésfera de 5% de Q0;, se
afadieron 200u1/pocillio da medic MEM suplementado con 2% de suero
fetal de ternara.

Sa realizs un seguimlento post-infeccitn da 6 horas, 8 horas,
10 horas, 12 horas, 20 horas y 28 horas; transcurridos estos
tiempos se rotiré el medio y se lavé suavements con MEM sin
metionina, ahfadiendo 100ul/pocillo,
sBaguidamente, s& cubrié el taplz con medlo de marcaje (MEM ,
2% de suerc fetal de ternera y 300ucl/ul de 3%g-metionina)

aftadiendo 50ul/pocillo.

Tras dos horas de incubacién a 370C y una atmésfera de 5% de
co,, ge ratird al medio de marcaje, lavando a continuacidn cuatro
veces por pocilleo con 50ul/pocillo de PBS-esteril, Una vez
reallzado &sto, afiadimos 40pl/pocillo de solucién de rotura y
homogenlzamos recogiendo tode el volumen en un tubo eppendorf.
Por Gltimo se carge un gal al 17% de acrilamida con el fin de
eptudiar la cinética de aparicién de las proteinas virlcas. El
marcaje Yy procesamiento de las células sin infectar (controles},
#se realizé de forma similar a la utilizada en células infectadas,

El c¢contaje de la radiactividad existente en las diterantei
muestras marcadas con 35s-metionina, se determind, afiadiendo a un
volumen conocido de la muastra deseada, 2,5 ml del lfiquido de
centealleo. Las muestras asi preparadas en viales de centelleo,
ga introdujeron en un contador de centelleo de radiaciones 8 para
su lectura,



fata téoniza 1a reallizames siguiendo el método da Pastor y
wal. (1933}, Uza ve:r montado el molde, se ahade la solucién del
sal  Separadur  (inmediatamente dempuds de afiadir loa
zatalizadores). A contingacidn aBadir culdadosanente 1 nl de agua
Jastilada, con al £in de crear una linea interfase uniforme.

wrm wei polinerizeds el gel, se retirard el agua y se afadird
8l gal apelmaxadar, vvlecando en oste momento el peine formador
@4 poeilles @ el peine preparative. Pasado ol tiempo da
polimsrizasidn, se intraduge e)l gel en la  cubeta  de
aleztraforesis, en cuyo fonda tiene unes sels-ocho centimetros
s bampdn de electroforesis. 8a cubre la parte de arriba con
tampdn, sa rebiran les peimes y se introduce la muestra con
forimga. Be ¢ologa la tapa y se conecta a la fuents da
alinentasisn. Para avitar distorsiones de lam bandas, se debe
amyzrer a bato amperaie. lLas cendiciones dptimas mon: 10 mA/gel,
womatante toda la neche (18 horas), para geles grandes,

La sapavacidn de laa proteinas del antlgeno soluble se realizd
por alentroforesis en geles de acrilanida~DATD al 17% {1 ml. da
aatigeny parclalmente puriticado /gel). Una vez separada las
pratelnas se provedid a la electrotransferencia de las mismas a
pagpal 98 mitrecelulosa, sn una cubeta de electrotransferencia
{HpeRAD) . aplicando durantae tres horas una corriente de 4 RASGR,
P indenaidad y & 400, .

Bl tamafo de los filtres fud de 16x20 cm. Bl tampbn de
transferentia asluve compuesto da 201 da metanol-tris 0,02 M-
giiwina §,6M.

Tambldén, se uwiulizaren mini-gelss de €x9 cm al 10% de
mhsasyilanida, realizands la electroforesis en minicubeta



{BIOMETRA), con las siguientes caractarfsticas;

i
* Gel - Apelmazador ~---~ 20 mA/$0 V | 1 hora
* Gel - Separador r=--n-= 30 mAj180 V|
)
La eolactrotransferencia utilizada en estos geles pequefios,
la reallzamos duranta yna hora a 180 mA, en fase semi~seca, con
electrodos de carbono [BIOMETRA).

Despuds de la transferancia, los filtrog fueron cortados en
tiras de 0,3 cm y mantenidas a temperatura amblente, hasta
realizar las inmunorreacciones con los diferentes suaros,

J1-3) . BUEROS

El nGmero total de suveros utlljzados para este astudio, fué
de 202. Estop Bueros fueron transportades desde su lugar de
origen al laboratorio, en contenedores refrigerados y hernétices,
en un medio da traneporte répldo, recepcionéndolos a las 24

horas,

Una vez llegade al laboratorio, separamoa al suero y lo
allcuyotamos en tubos Nunc, en velumshes de 0,1 ml., obtenlende
da cada suero varias alicuotas. A continpuacién congelamos a
«80#¢C, hasta su utilizacioén.

Los sueros controles positivos, loa obtuvimos de un brote de
Rinonsumonitia equina, producido en Hospitallet de
Llobregat (Parcelona) ap el afic 1987, de animales con sindrome
respiratorio y cuadro paralitico, en su fase aguda.

Los sueros controles negativos, los obfuvimos de animales
j6venes, que sus madres no habian sido nunca vacunadas, ni tenfan
historial de haber padecido 1a enfermadad. Ademis estos animalas
jévenes, se encontraban localizados en lugares ablertos y exentos
de cualquier sintoma relacionado con la enfermedad.



g tires da filtre procedentes da la electrotransterencia,
aa Logebaren con uwna solucién que contenla como blequeante, leche
Sesratada sl 1) en ¥BS y sa mantuvieron en agltacién durante una

herx & FFIE,

o ves flaallizado ol blogueo, se realizd la incubacidn de
estrg biram durapto uma hora a 17C%, con los diferentes sueros
Ablukdes al 3/%, en esta misma solucidn Dhloqueante. A
eont ioasldn, se prosedld a la incubacién con el conjugade
Ailsids Al §f2000 (RAN/PO Nordic}, durante una hora a 31790 an
agitacifn. %8 velvid & laver de la mlsma forma que la vez
ssferisr ¥ se realizd el revelado con la soluclén cxemégena,
cempueeta per 19mg de 4-Cleronaftel disvelto en 10ml de Matanol
y eczsmplatasds el velumen a %0ml, dejando reacclonar las tiras
manta gue e aleamad el maximo de coloracidn (unos 10 minutos),
tresands postericrmente asta resccidn, sumerglendo las tiras en
agn. Eatas tiras se dejaron secar al aire, colocandolas sobre
wa papel de filtre.

L& Serepeutralisacidn del virvs de la Rinoneumonitis equina,
es realizd sobre cédlulas BHK-21, mediante dilucioner dobladas
#a las diferestes sveres wproblemss, en placas para cultive
eptulay de 94 porlllea, con upa supertlcie de 0,32 cm2., En cada
poaikle depesitamcs 2% pl de las diferentes diluciones de los
sueres preblesas, partiendo de una dilucidén da 172 y hacliendolas
febdadan. Bis tards, ae afade 15 pl/pocillo de una sclucién del
wirse 4a la Riscneumonitis equina, que contenya 100 DIyy-

Ineubands una hora a I7RC, para despude aBadir 50p)fpocille



a9

de una suspenslién en medic de cultivo de células BHEK-21, qug
contenga 200.000 celulas /ml.

Incubamos una hora a 37%C, después dea la cual afiadimos
100pl/pocillo de medic de cultive. Incubamos a 379C y observamosn
el efocto citopftico a las 24, 48 y 72 horas.

En nuestro caso, hemos considerado un suero positivo, cuande
la neutralizacifn del efecto citopitico se produce a la dilucisn
de 1/16. Este valor lo hemos definido madiante el estudie
realizado con esta técnica, para los suercos controles positivog

y negativos.

El test de ELISA, se reallzd en microplacas segln los métodaon
dascritos por Sanchez~Vizcaino y col. (1%82), WVulcano y col,
{1968), con algunas modificaciones.

El antigeno diluldo a 1/128¢ en tasmpén carbonate (0,05M-pH
9,6), se distribuyé en cada pocillc a razdén da 150pl, dejindolo
incubar 12 horas a 4°C. Transcurrido este tiempo, ae lava 1la
microplaca cuatro veces con un tampdin PBS {0, 01M-pHT, 2}
adiclonindole Tween 20 al 0,05%. Siendo esta la solucidén dJde
lavado.

La dilucién de los sueros, se optimlzéd igual gque con al
anti{geno, siendo 1la dilucién 17300 la mejor para nuestras
condiciones de trabajo. Esta dilucién se realizé en tampsdn FBS
{0,01M~pH7,2) m&s Tween 20 al 0,05% y afadiando a esta un 1%
sercalbGmina bovina (BSA), distribuyendo 150ul/pocillo e
incubando durante una hora a 37eC, Transcurrido este tiempo, se
vuelve a lavar la microplaca cuatre vaces con la aoluclén de
lavado y se le afade el conjugade (a-globulina de caballo,
marcada con Peroxidasa (Nordik)) a una dilucién optimizada
anteriormente de 1/%5000, afadiendo 150pi/pocillo e incubando




dugania wna bora a YVRG.

Prater iermente, 1A Ricreplaca se vuelve a lavar otras cuatro
weed  won spleeidn da  lavede y aBadimos el sustrato OPD
{orabepheny ~dlanina), depositando 130ul/pocillo e incubando
dmarants Sizgo minutes 1 temperatura ambiente y en la onmcurldad.
Hoa wad branseury 199 esa tiemps, la reaccién es frenada afladiendo
talipesiile de SOH <M. La lecturs se ofectud en un lector

maisiskan (Flow) & 492 wa..

Br sada nicreplass, e pone an lag mispas condiciones que loa
wuages problenas, wa fuere ¢oatrol positive y otro negative, a
La wed gue Bacemes wa Sontrel de fomdo y otro de blanco.

Ei antigersn Be Solosa en la microplaca de forma, que an las
wahamnsd  fapaves eoté ol antigerw positivo y en las pares el
andigane wegative, asl a la hora de hacer la lectura, sustraemos
) valer de las ¢olumnas pares de lan impares, y obtenemos un
eader w8 geal.
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£ eate trabajo se han estudiado diversos pardmetros como!
wlima, edad, pest, sexo, rasa y condliciones de habitabllidad,
para eompropay su posible relacidn con ol desarrolle de la
enfarnadad.

A @4 veZ, hones pueste a punto las técnicas de Elisa Indirecto
o Ismupoblotting, para obtenet nejores resultados con respecto
a laz otras téonicas wtilizadas hasta }a fecha.

Hedlante eptes nuevos Edtodos, ©o ha realirzade un estudlo
seroltylze a nivel sasieonal, para conocer 1a incidencia de esta
anfernedad.

FEEshod. BRAREOTO AL CLIMA.

tos anipeles e estuwdiaren partiendo de las tres zonas
gliaftivans, en las gue dividiros a nuestro pals, denomlnéndona:

) 3ona 4e olima frie y himedo. Hu temperatura media es da
F-1%4%,  habiewds duranta una buepa parte del afie temperaturas
prinias A s ¢°C e imcluse aveces por debajo de esta., Su
wusaded relativa nedla es dal 20%, y los aninales que se
apiaertrin  en dleha zoma  residen en Cordovilla la Real
(Palemcia) . Lere~Tekl {fan Sebastlan) y Zaragoza.

B Bzoa de olima lntermedic. Su temperatura medla es de
15230 y s bumedad relativa media es del 50%. Loz animales quea
e asonedkran ea dicha Zona estdnm en Alcala de Henares (Madrid).

ey Yama de olima edlido y neao, Su temperatura pedia es de
2¥-331°%., llegands en verare a temperaturas superliores a los
¥8°¢. Ea humedad relativa media es del 30%, y los animales que
&8 ergweniran en dicha zopa residenm en Jerez de la Frontera
{Eadisy.
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Regionea de Eszpaha donde se recogleron las muestras.

Ko hemos visto ningin dato significativo que nos pudlera
indicar una relacién directa entre al desarrollo de la enfermedad
y la zona climitica.

XXX, REGRBCTO A LA _EDAD,

Fata caracteristica es de gran importancia, ya que en nuestro
trabajo hemos apreciado, que el nivel de anticuerpes, varia
dependiendc de la edad (Fig.1l). Asi, los animales adultos, tanto
yeguas como sementales, pressntan niveles de antlicuerpo bastante
més altos gua los ehcontrados en el suerc de los animales
jévenes. A su vez, dentro de la peblacion de animales Jjévenesn,
encontramos que aquelles animales wmenores de un afio, presentan
niveles de anticvarpo practicamente inexistentes o szon muy bajos,
Mientras en los que scbrapasan el afio, se aprecian unos nivelas
de anticuerpos superlores a los anteriores, perc nunca llegando
a los que presentan los animales adultos.
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twa datos clipiees ofrecidos por los difsrentes centros, en

Aorda an ermsontrakan jes animales del estudio, eran lnesistentes,
dekids a i4 po presencia de panifestacidn clinlea.

3 & e
il U T e LRIV wuiivieenca B BAE-FOKI

W Yeaatieny W oRe e I EALE T Y
3 1 L]

Flg.ntl. Distribwolén de la poblacién equina
satudiada por agtituwdas, dependlende de sus valores
sddleg, leldes en D.O. a 492 na,

Zn estas trea caragteristicas, no heanos apreciado en nuestro
tragale, nibguna relaziés gue pudiera afectar da forma directa

al desayyolls de la snferredad o a 1a presencia de anticuerpos
p i g g R



IiIad.4  BRERERTO A LAE COMDICEGEEA B FARLYARILE

Bn eate trakaje, Bo hemes viate mada relsvante referenta a
eate aspecto, debids, 3 gue lea lugares donds pe envuniraban los
aninmales dal estudie, cumplian coa las permas  adesuadas da
higiene y habitabl] ldad.

111-2. . RATUELD. L

Henos pusate a punto lps técmicas de Blisa Indirects e
Temunobletting, parp la detecgisn da antisuerpes.

%e han sstudiade 2021 suerps da JSiatintss  aninales de
diferentea regilones deo EspaBs, tosando para Elisa tres umestras
distintas do cada aninmal, en difersntes fechas, perd taadas allas,
dentre de los cuatro primeres Beses d¢l afn 1989, a ewcopaldén da
les pepantales da Jers: Jdo la Frontexa (Cadlz), gwe por tensy gue
salir en esas fechas da "parada®, sdlanente pudings reotger dos
nuestras.

2l valor del contrel positive para ests tdenien, lo eobbuvimes
realizands la median de las deraidaden fpticas (D.€.), laldap 2
493 rmm., de les sueros wbtilizades ocone ventroies positives,
plendy eate valor do 1,583 rmm.

be lgual forma, 36 reallsd la obtenclén del valoy del gontreld
nogative, pero con los sucros empleados para diche efewts on eate
trabaje, slende s valer de ¢,532 px..,

La diferncia an D.0., axistents sntre les valerss do los
controles pesitive y negative, s4 da 1,339 mm., siends &a%s un
buar margen de diferencla ceoleriadtrica enire anbog.
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Les resultadss obtenldos da los digtintos grupos de animales
fpatres, yeguas y sementalea) en sus diferentes reglonea son:

1ila2a103.. ROTREE

Maendierds 2 las regiones en donde ge encuantran, tenemos:
Baife. SL4A. X
El n@mard tokal de potroa estudiados an esta roglén, fub da
16, iss weales se sncontrabah en los sigquientes lugares:
* vVeguasda Militar de Cordovilla la Real (Palencia):
19 pekEon.
« Yoguada Militay de Lore~Tokl (8San Ssbastlan)i
4 patiod.

Bx eata vegism se eptudiaren 39 petros, todos ellos de Jeres

de la Feclera {Cadiz).

iag caracteristicas de estos animales, tanto de la reglén fria
vomn A8 1A odlida, e maniflestan en el apartado II-4.

* winguae dr estod aninales han sido vacunados de Rinoneumonitis
apuing, pexs ol 4 Tétarss e Influenza, los de Cordovilla la Real
iBalenaial ¥ los d6 lore-Tokl (8an Sebastian) y solamente de
Budinanaa 129 da Jerez dela Frontera (Cadiz).

*+ Paspesto 4 la edad, los resultados obtenidos en este trabajoe,
deauantran @98 en 18 payerla de los gases, el aumento de la edad
s des peotees, va unlde a la elevacién de los anticuerpos frenta
2 la Rieoeseumceltie eguima.

' Gen waloves obtemidos en D.0., de los potros estudiados en
furdeviils 1 Peal {Palemofal, tienen Indlces de anticuerpos
fremte a ia enfermedad, ilegandt eon alguna muestra, a ser altos.
Eale ea el vasy del animal n92, que mu tercera puestra prasenta
wn walwr dfa (3,318}, préxisp al valor dado para el control
pesitive £1.%47).
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Ba observa fue por 1o geraral, la Ytercera muwastya of easl
wvodoa los anlaales, ¢4 la que presanta valores ads alevados.

(Srafien nil)

ELISA INDIRECTO
CORDOVILLA REAL-PALENCIA
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Graf.n®l, Yalores por Elisa irdiveste, de Las meestran
obtenidas en los potres de Cerduvillia la hesl
(Palencia), leldos a 492 mn,
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Leg waleres obtenldos en los potres de Lore-Tokl (5an
fabaatinn]. estAR en su mayoria por debajo del valor del control
megalive (8,901}, axcepta los animales n? 5 y nt 6, cuyos valoras
&9 rus dos primeras Buestras (n®5: 1,633-1,494; nS6y 1,365~
1,313, #&lzamsan reapectivamante niveles superlores a dicho
eomtrsl, siendp eatas dos puwestras las que hacen subir la medina
4 loa valores de Zlisa, a la hora de couparar los resultados de
tofog les petros, come se reflejs am la flgura n®l. Mientras que
Laz karweras moestras de estos animales, eatdn por debajo dal

wator dadd al copirol pegatlvo.

By qne Lenek en guanta, que eatss dos animales, anteriormente
panoiomados, sen los 30 mayor edad (10 mases), da los estudiados
w5 Lege-Toll. (Srélica n93.)

ELISA INDIRECTO
LORE-TOKI (8.8EBASTIAN)

S Wl A

iEE - Grat, n%2, Valores por
Elisa indirecto, de laa
musstrag cbtenidaz en log
potres de lLore-Toki
(8an Sebastian), leldes
a 492 n=.
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Los valores obtenides de las tres nuestras de cada potro,
estudisdos @n Jerex de la Frontera (Cadiz), sa encuentrdn cssl
todos, entre la banda de valorea, dados al control negativo
{0,396) y el valor de 1,100, Mabiende no ckstants dos animales
ne4 (0,213} y ned4 {0,286), cuyes valores medlos esté&n por debajo
dal valor dado al control negativo. Tamhi&n en este caso sge
obsarva, qua los valores de la tercers muestra son los nis

alevados,

En al gréfico nel, vemos que log animales que tlenen valores
nks alton, por io general, suelen ger los de mayor edad (3 y 4

afos) .

ELISA INDIRECTO
JEREZ DE LA FRONT. (CADIZ)

Graf. n%3, Valores por
Blisa indirecta , da lan
nuastras obtenidas en los
potros da Jerez da la
Frontara (Cadiz}), lefdos

a 492 nm.

) L) 0 L4 fao 2% 30 358
At an tuestay
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74 madia da valsres, en D.O., sbtenidos en potros, por Elisa
infivests an Las dlatintas regiones estudiesdas, nos indican qua
aos patEss da Leze-Toki (8am Sekastisn} soa log que tlenen
walerss mAds plavades {8.949), slendo este resultado errones, ya
g eata waler es alte por les pueros ne% y nes, cuyas dos
pEineran Bwestrds Bon BAY altas y qua anteriormente estudiamos,
Wi resta &8 lod aweres da eata localidad, tienen los valores mds
Wates, 73 gue ouso hemes Aichy, estos animales son los da menor
afad de Wmins [on petroa sstudisdss. Los valores nedios obtenides
a5 fere: ds la Frootera (Cadis) y Cordivilla la Real (Palencla),
pam respantivanente de, ©,383 y 0,565, {Flgura n®2)

COMPARACION DE VALORES POR ELISA
INDIRECTO SEGUN ACTITUD

l& PR N {"”JW%V*GM -i E-LT R
? A B T P S

s

Fig.n93. Valeres medios por Elisa indirecto, de
isa potros estodiados en las diferentaes reglones de
Eagafa, leldos D.0.4 4%3 nm.



IIX:2.3.0, . YEGUAE

El estudleo de las yeguas, lo realizames en dos zonas
climatoléglcamente opuastas, astas aont

Bagldn fria y himeda,

E) total de yeguas estudiadas en esta reglén, fué de 11, todas
pllas locallzadas en Cordovilla la Real (Palencia).

Realén cAlida v pech,

£l nGmero de yeguas estudiadas en esta regidn, fué de 38,
todas ellas 88 encontraban locallzadas en Jerer de la Fronteora

{Cadlz}.
Lan caracteristicas de estos animales, se observan en el

apartado II-4. }

# A )a hora de referirnos al cuadro de vacunaciones en estos
animales, hay que destacar, que los gque se encuentran en
cordovilla 1a Real (Palancla), estén vacunados de Rinoneumonitis
equina, dos y tres meses antes de la primera toma de muastra.
Eato as importante, y2 que a la hora de valorar los Indices de
anticuerpos frente a la enfexrmsedad, nos saldrdn valores bastante
altos. Tamblén, estos animales estdn vacunados de Tétanos e
Influenza. Sin embargo, los animales de Jerez de la Frontera
(Cadir), solo estdn vacunados de Influenza.

Los valores que apreciamos en Cordevilla la Real (Palencia),
leldos en D.0. a 492 nm., son altos, estando préximos al control
positivo (1,387), e inclusc alguno, como la yegua n¢%, de 11
afivs, que supera dichc control, con un valor de 1,668,

Un dato que cabe resaltar, es la yegua nfl0, de 10 afios, que
tisne en sus tres muestras, los valores mds bajos, da los
animales estudiados en esta localidad, sfiendo su media de 0,727,
y hablendo sldo vacunada en Octubre de 1988, es daclr, tres meges
antes da tomar la primera muestra. Respacto al restc de loes
animales, los valores obtenides en sus distintas muastras,no
presentan ningtin dato relevante. (Grifica ne4)
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Graf . pie . Valores por Blisa indirecto, do las muestras
shtenidad en los yeyuas de Cerdeovilla la Real
fialencial, lefdes a 493 rm.
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Los Indlces de antlcuerpos obtanidos en lag yeguas de Jerez
de 1a Frontera (Cadiz), presentan en alguncs casos relaclén con
1a edad, aumentando éstos cuando 1a& edad ey mayor. Asf,
obsearvanos gua los valores, en D.C., de los animalas: nfl da §
afiom, (1,945); nei7 de 10 afios, (1,693); ne32 de 15 afios, (L,710)
y o} ne37 de 13 afios, (1,848), entdn préximos al valox dado al

control poasitivo (1,974).(Gré&flica nRS)

ELISA INDIRECTO
JEREZ DE LA FRONT. (CADIZ)
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Grat.nes, valores por Eliss Indirecto, de las
muastras obtenldas en las yequas de Jerez de la
Frontera (Cadlz), leldos a 492 nm.
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La wadis de low valores, de las yeguas estudiadas an ambaz
puplianiones, me varia puche, pero ol hay una ligera suporioridad,
en ize animaltes de Usydowilla la Real (Palencia), con un valor
madin S5 1,31%, dabide a gwe astin vacunados de Rinoneumonitis
mloa . Bientras gua les anipales de Jeraz ds l}a ¥rontara
veadint, tlemsn we valor medlo de 1,167. (Figura ned)

COMPARACION DE YALORES POR ELIBA
INDIRECTO SEGUN ACTITUD

¥
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Fig.n2), Valeores medlos por Elisa indirecto, de las
yeguas estudiadas en las difersntes regiones de
Bapais, leldes en D.O. a 492 nm.



Il.2.1.0 BEHENTALER

También en los sementales distinguimos tres regiones
climaticas distintas, como son:

Raglon fxia ¥y hdmeda.

Bl nlimero de animales eptudiados en assta reglén fué de 43,
repartidos en los sigulentes lugares:

* Lore-~Tokl (5an Sebastlan) =----— 8 anisales.

* ZAragor@ ~===m-s=eccessoses-c~wes 35 animales.

Al At 08 G A NLermad e
En esta regidn, estudlamos 24 sementales, todes ellos
partanecientes a Alcald de Henares (Madrid].

Beugidn cdlida y seca,

Aqui se estudliaron 15 sementales, los cuales todos pertenecian
a Jarez de la Frontera (Cadlz).

Las caracteristican de esotos anlmales, se observan en el
apartado II-4.

+ ¥] calendario de vacunaciones de estos anlmales, =3 varlable.
Los animales de Alcald de Henares (Madrld}, &«stin vacunados de
Rinoneunonitls equina, en Diclembre de 1988, e3 decir, un mes
antes de realizar la primera toma de muestras. Tamblén, estos
animales estén vacunados de Influenza.

Los animales de Lore~Toki (San Sebastlian), estén vacunados de
Influenza y Tétanos., Y los de Zaragoza y Jerez de la Frontera
{Cadiz), solamenta estén vacunados de Influenza.

* La relacién en sementales, de los valores de Elisa indirecto
reapacto a la edad, es algo diferente a la observada en los
potros Yy yeguas,
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£ berailnos yersraies los resultados ohtenidoa, oscilan entre
Lo valeres daden & loa controles, a excepoidn de los animsies
S Aboald Sa wemarws [Madrid), gue sus valores eatdn proximes al
adde para el ceptrel positive (1,985), e incluszso algunoa estén
por emelza e datu, por estar vaosnados de Rinonoumonitis equina.

31 agresiames Algsss caracteristica mueva, como s la de gue
o lpaled con elades antra L3 y 23 afios, sus valores medlos bajan
woma Ldny AR lanante, 240 alyuntd Cazoeg, CoRo en el nt4 de Lore-
Peal G0 23 aBos (0,769}, -l nell de Zaraygoza de 14 afos (0,3646)
¥ omh widd ga fersd de ia ¥rontera de 2) afios (0,480).

L segendad puestras shtenidas en los sementales de Lore -
Poli (Ban Babastiam), prosentan los valores mAs altos, obteaidos
s wata lwealidad, Taspldn apregiances que hay varlos aninales que
satde por gepato dal valpy dado al control negative, como es el
sase 49l wig Se 13 afen, <upas serles amtin por debajo del
wnstrsl pegalive (86,9315, también el neY de 11 afog, Ccuyoe valer
wedin, @3 da 0,793, oatands préximo al valor del nagative y el
wkd de % afes, gue presenta wn valer medio de 0,775, es decir por
daba e Bel pentrel negative.

Bl wosty gz animales, presentan valeres predecibles para la
whad § wordliclonas gun ge encuentrdn. {Graf.nve)
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Graf. n9%é. Valores por Ellsa indirecto, de las
nuestras obtenidas en los sementales de lLore-Toki
{San Sebastian), leidos a 492 nm.



ig

Lo sapanlales ¢ Jarageza, s& encuentran todos entre los

wglzves, en B.0., 4adny al eantrol pesitive (1,910} y al control
megaliwe {3,.478). Mo se aprecir nada slgnificative en gus
walotas, R axpeps.On dal animal nell, gue presenta un valor medlc
e B, 384, eslamds Gste por debaje del control nhegative. Siendo

e} reste 2a Io8 valores, razonables respeacts a sy odad y

garvanterlatisas, (Gral. ned}

ELISA INDIRECTO
ZARAGOZA
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Graf.n®?. Valores por Elisa irdirecto, de las muestras
#itenidas en los sementales de Zaragoza, lefdos a
193 mm,
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Lea oessntales de Altald ds Hemaras, alsanzan waloges, =0
B.6., syy altes, siends varies les gae suparan el vwaloy dal
semtrol pesitlve (1,945), dablds a gue kan aide vasueedes de
pinopesnenitis equina, en fothas prdulmas al de rexagida do Ia
prinera tema da wusatrad. Heo ebstariae, bay algdeee animalea de
sstos, Yue prosentan valores algs bajes, copo el RILY {1,470),
al BE21 (1,510} ¥ al ne2N (1,449). (Sraf.ned)
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Graf.ni@. Valores por Blisa indirestn, da lao musatyas
obtanidas e les sementales da Aloald de Hemares
(Madrla;, leldos a 493 s,
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En lus sesantales de Jeres dm la Frontera {Cadlz), cabe
remaliay, gue se saTpentran jos anipales de mayor edad del
wstndin, ovas se Semsestira en el apartads II-4 ¥y qua cono hemoa
warey jomads anteriornante, preseatan alyuno 49 estos animales una
Aiwalemecifn 48 los valores chtenidss en D.O. Asi, tenenos gue al
soimal A933, tlema 11 afos y un valer medio de 0,504; el neza,
sigra 33 afled ¥ we valor pedio de 0,499, Los valores de los dends
amimaies, son I49isss respects a la edad y condiciones en las que
a8 enrpeatlan.

En agba regifn, sabe destascsr gua sble pudimos realizar la
rocoyita 48 dos mweatras, debide, a que los animales sa
sprpnlralan da parada, ouands latentamos recoger la tarcera
mungtira. {Graf.ned)

ELISA INDIRECTO
JEREZ DE LA FRONT. (CADIZ)

graf, ni9. Valores por
Eliza indirecto, de las
maestrag chtanidas en los
sesentales de Jere: da
la Frontera (C&diz),
lefdos a 492 nn.
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cuando realizamos 1a nmedia de los valores, en D.0., obtenidos
por Ellsa indirecto, en las distintas regiones estudiadas para
loa sementmles, apreclamos, que el valor medio obtanido en los
anipales de Alcald de Henares (Madrid), es de 1,822, slendo 6ste
muy superior al resto de lom valores medios de las domds regionas
y aproximfndose al d&do, para el control positive (1,968 na.).
Este hecho, es debido a que los animales de Alcals de¢ Henares,
estin vacunados de Rinoneumonitis equina, en rfechas préximas a
la toma de muestran. El resto de los animales, de las regiones
rastantes, tlenen valores prdximos entre ellos y asi tenemos, que
el valor medio de los semantales de Loxe-Toki (San Sebastian) esn
do 1,100; el da Jerez de la Frontara (Qadiz), es de 1,074 y al
de Zaragoza, es de 1,041l. (Flgura nod)

COMPARACION DE VALORES POR ELISA
INDIRECTQ SEGUN ACTITUD
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Fig.n%4. Valores medios por Elisa Indirecto, de los
sementales estudiados en las diferentes regliones de
Fspafia, lelidos en D.O. a 492 nm.
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A la mopa 48 wonparar lse resultados obtenides antre los
mwarns  poaitlves (por enfermedad y vacunados) y negativos,
mpmeresned gus o) valoer d4ds a los sueros vacunados, va ha tener
mast relagiin pem ia fecha de vacunacidn, ya que sl ésta es
eefxina a 18 de veosyida As muestras, S3 acercars al valexr del
mealllve, mientras gue dismisuirs este valor, contra mis se
alelan autas fenhas eatre sl.

B} walor medis dSe lea animales vacunados, Be obtuve de las
waguas de Cordevilla la Beal (Palencia) y los sementales de
Aiwali de Hemares [Madrid). Estando estos animales vacunados
antra @ y &28 pessd astes de la primera toma de muwestra.

ta madia de voleozes recsygidos en esta trabajo em, para el
s peaitive de 3,483 ma., para el susro vacunado de 1,568 nm.
¥ para el suere Regative da 0,593 mm.. Ratos resultados se

expresan sa la £1g.ne6.

ELISA INDIRECTQ __ VALORES MELIGS

F8s55 8

#13.97%3. Valorss medios, leldos en D.O. a 492 nm., de
ive pueres pusitives, vavunados y negativos.



para avaluar la técnica de Elisa indirecto, puesta a punto
por nosotros, para el diagnfstico de Rinoneumonitias equina,
utllizamos la Sercneutralizacién como técnica da referencila,
dando & &sta como valor positive, a partir de un tftulo de 17186,
que es la dllucidn Sptima obtenida en nueatro trabajo.

Esta técnica, la hamos efectuadoe con todos los sueros
recogidos en la primera toma dea nuestras.

Realizamos los c¢édlculos matemdticos para valorar la
sensib{lidad y espacificidad, obteniende 1lcs aigulentes
resultados:

SERONEUTRALIZACION —+ + {1/16)

+ -
LI T 1 1
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| a | 1a8 }
t [ J
a 10
Sensibilidad ~ . 100 = . LO00 = 100%
at+h 1046
d 188
Espaci{ficidad = « 100 = « 100 =37,9%

d+c 188+4
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Toapiitla henas estuwliads los resultades, asigulendo al método
se Fallerim y ool (1937), sxpeniende los resultados obtenides
para oRAA BwErd, Bn wna 1abl: & doble entrada, aybdividida en
aonas paga lo6 valeres de carte de asbas tecnicas comparadas,
s81 8} walmr 2 eorte pars Blisa, es el dado a la media do los
greasales megatives (9,%81) y el de la Baronsutralizaclén es de
Ly ib.
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Z, = Suercos hagativos por lan dos técnicas.
Zz, = Sueros positivos por FLISA y negativos por 8.HM.

Suercs positives por las dos técnicaa.

=3
-
|

Bueros positivoa por B.N. y negatives por ELISA.

2, =

En el estudlo cinético de laa proteinas estructurales y de
inteccién, abservames la aparlcién de dstas en un snsayoc de post-
infeccién, desde las O horas hasta las 20 horas, utillzando geles
de Acrilamida a2l 312% y 17%, para asl poder apraciar, las
diferentes proteinas con pesps nolecularss altos y bajoa vy
comprobandoe a la vez, cual era el orden de aparicion entre
e)las. { Foto nes)
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Pota ni4. Batudin sindtleo entra las 0 y las 28 horas,
#a las proteinas estusturales y deé lnfeccidn, realliado
en gales de Aurilamida al 13%(1) y al 17%(2).
i.) Patesn de pesos melegulares
1.) tzpaentragidn dsl gel utilizddo en la
elactrioresis, a1 33% ds acrilamida.
2.) teongentracidm del gel wtilizado en la
alevirafevesis, a) 17% de acrilamida,

A e jarg: del ensayy distirguinos 12 proteinas eatructurales
¥ 4w snfeosits del viruws, o0 pesos moelesculares que oscilaban
amtre 330 Bd v 31,8 ¥4, Las primeras gue aparesieron fueron a las
3 howrss poat-lnfesuidn, sierdo sus peses moleculares de 117,35 Kd
¥ &1 Bd; wfs basrde a las LY heras aparecid otra cen un peso
wrieasiar da 39.% ¥4y a ias 12 boras apareclieron las de 230 Kd,
TRLB B4 oy 9% Bd: oa las 3 havag las de 160 Kd, 44,5 Kd y 33 Kd;
F & lag #8 bewss agaresieyesn iaz de 18,8 R4, 14,3 Kd y 11,8 Rd.



Los datos del andlisis de proteinas aestructurales y de
inteccién, fueren de gran jnteres para la pussta a puntc de la
técnica de Immunoblotting.

Todas las proteinas anteriormente citadas, reccionan con el
poal de suaros controles positives.(Foto ne7)

Por el contrax_-lo, no aparecié ninguna rescoién, cuando estas
proteinas las enfrentamos gon un pool de sueros contreles
negativas. (Foto nua) '

e ¢ Mg vmman- -w"-f‘-ms‘ sk ey

CONTROL POSITIVO |

. — 23 -
- 18,8

— 4,8

— =148

Foto n#?, Protelinag aparecidas, Foto n®8. Proteinas aparecidas,
en un suerc control positivo. e¢n un suero control negative.
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umn ws2 adapindas las cordinliones 1dfneas para la vécnica, se
satudisean 10 sweres e animales de la primera tona de mpuestras
&% ia esparisszia, Aietribuides an 19 nuestras para cada aptitud
iptires, yeguas § Somentales), de las diferentes regiones
2iimAtheas ¢ 2pn waloven dintintos encontrades por Eliaa.

B iwd Eeswitades obtenidow, encentramos diferaencias por
wiadan ¢ $3 eataam o no vasurados da Blnoneumcnitis equina.

Para ilevar a ¢abo dicho estodio, salesticnamus lea sigulentesm
R L

I Hirguno cstaba vacunado de Rinoneusonitls
s b, pea o gue o) estudle lo envarminamos a cosparar, las
41 Feyentas protetvas de infeopidn, segin las edades.

Bt towades, el owestras de una poblacién de anlmalen
mahres $8 wn alle vy obyas aime? musstras de otra poblacién de
Aakalen pEperes da on ado.

Y5 Bwm anieakes Pepoves 40 un afo, no aparsce ninguna
pevkalban, &l oompararios oon uwn pool da pueroy controles
gomittven . [Padn BY9)

Bin eombargs, Les potyen supericres al afo, al compararlos con
o posh Bde sosrea del gantrel pesitive, aparecieron con poca
Ltasnided, proteinas ewypos pesss molecularss soni 39,5 ¥d;
6.5 Bdr %3 B4 oy 117,48 KA. {(Fete ne10)
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Foto n99. No hay reacclén

de protafnas, en animales
menoras da un afio,
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Procedencia: © Cadiz. . -]
.Vacumcnoms. Iniluenzu (&-e8).
Raza: Pura Raza Espahola
Edad: 4 afosg -
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Poto n#1o. Aparicién de
protelnas, en aninales
payores da un afio.
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LI0.3. 0.B. YROEM, Al tarer satos animpales edades adultas,
taodua  presenias  readeidn  lrmunolégica <on las  proteinas
eptrardurales y da lnfeccion, pudlends conparsr 8stas, cob la de

toa poresd paysres Ae un ale.

# pbatarte, eh este CAsH Bemos enfdcado al eatwdle, hacla los
anipales varanados du Jivonewmenitis equina, para poder comparar
eun weaped oon 126 do leg animales de edad adulta y los Buerce

e 4 hwna

B ae yogwss pe vaiwnadas de Rivonsumenitis equina, aparece
pepeneresui i own 1as protelpas ¢uyss pesos moleculares son:
w8 Rd; 48,8 B4 85 Rd; a00 i oy 117.5 Fd. {Poto nell)

#p la® yeguan vaswradan da Rinonewmonltls equlna, aparscen
bosedis ewoias protainas ouyds pesss mpoleculares son:i 29,5 Kd;
45,9 R4 %% mdp 79.% Bd; 199 Kd oy 107,85 Kd. (Poteo nRl2)

Ba jus sweres 42 anisales vasunados de Rinonausonitis equina,
sgarraie wna basda en la proteina de peso molecular de 79,5 Kd.
wad B2 apaTese en las yoguas we vapuhadas.



YEGUA
Procedentia: Cadiz
Yatunacionas: Influenza (6-82)
Raxa: Purg Raza Espahola
Edad: 5 afos

reto nell, Protelinas da
infecolin, on yayuhs RO
vaGuRadas .
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. Prozedesgia  Polenma

Ya g un ot one st fam Mg
Razo Hreten
Bdad 11 ands
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Pote mhil. Foobelnas aa
infaooida, on ypepaas ai
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L3I, AR, B 3 B ins sepentales, 2l lgual gue en las
ywamas, AL B2 arimaied adwltes, todes presantan reacoidn oon iam
graneime eatrasturales ¥ 4o infeogidn, por dee el estudie la
adh tambplén, aolee log armimpales vacunadns © no da

mamad  anl e
B a0 is mpaing .

Bm led sestsiales got o estaban vasmsados da Fissneussnitia
wpuisa, #e odserwd inEsnsrvestelin fon proYelnas Cuyed pesos
mslesiares som: 3% B4 2%9.% K4 oy 4% ®Y {(Foto niild

B les gseesstalesn wagumadza de Rlzmsneumonitis equlna, e
apredisn ia9 protaises, cwyns pescs orlegulares eon! 18,8 Kis
3 B TS BA; 48,5 Bd; %Y Bd; 79,5 Bdy 190 EA y 117,9 KA,
(W w14
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SEMENTAL I
Pracadensia: Zaragoze MENT AL

Vacunaciones: Inflyenzal 2-8g),  rosedencias Madrig
ﬁaam Hispany Braten ﬁﬁﬁ;ﬁfwﬁﬁﬂgwwmm%
Edad: 14 ahos 14 Eagahal

Edadh B atgs
. ||
By %
1 bk
S ?ﬁmiww
3 <
I
LLges
ﬁ;m
Feto pild. Protelnas de Totn nilé. Brotelnms da
infescidn, en senentales infecnidn, en sememiales

ey vaRunadon . i vaaumedae
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B hus animales vesupsdns ob 2es antes ds la primara toma de
msngtty, w9 B8 Apreriam ias proteimas de pesos moleunlares
11,8 B4 14,8 ®d; 3 B4 y 230 K4, que 8l aparezen an loa guexod
9 los ppimaies wnfermps. §im emzargs, el resto de proteinss sl
apavevan, Sisnivayends al sGpeso de &utas y du letenaidad, seghn
Ay SHmasomrylevdn el tiempy d8 vasunaclén.

RE LA TECN] gL ELIEA

108 whlowes obienides por Blise imdiredte, para suerss do
ARGAALES memoyed da wh afo, 89N en su mayorla inferiores al valor
dad ak comirel segative, actos nisses sweroed leg analliramos por
Tmmemeintting v a9 apreglsmes siegusa reascidn de pretelnss en
Hiles. Gwm oeata zans, asnas tésaizas coinviden en sum vesultades.

i apwra valozsans 1ed sudres de los potres mayeres de un afe,
oy Blisa ladiredts, shteneses ligeres aumantos, paro tedos slles
prieisng al waler Aado al soentrs) megative, sl con los suercs de
wpLu pRtETe maywres da wn afe, realizases un Inpunoblotting ¥
lea DMeBOD Gomparar ton 8l pes] de gueres eentroles pusitivos,
nhE apAreceR preteiras A8 peacs mpledalares de: 39,5 Kd; 46,5 ¥d;
W5 omd oy MY B4

i ies anizalas aduites veswnades, los resultides ofrecidos
g ¥iisa indiresie, oon hastante altes e imvluse algyune, hemos
RIHGLS QuR en saparisy al el eceestval positive. Yedo éato, oats
raisaioetdr son la preximidad gue baya entre las fechas de
wacuranidn y 48 reguglda de puestras, siepds estes valores nda
alten, ety mds prdsiza estén las des feohas anteriormante
mamdbomnditg . B8 eptae andmales el Inmwrwdlottimg, varla también
wopda ta frexisddad de la fegha de vasunawitn, gon respacto a la
feuha ¢ tema de Bueatrs. Asl, hemgs comprobede que animales
whaitos veouwsadss da wme A tres mases antas de la toma de
mapstia, B3 COMPArsties Toa wn poel de sseros comtroles
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peaitives, sparecian proteinas de pesgs solesulsres da: 39,5 K3
45,5 Ky 8% K4; 79,5 B4; 188 ¥4 oy 117.5 Ed. La variavida, la
srooRtranpss on los sueres cuysd fecha de wazesasidn Ba elde wn
ned amterisnr & 1a toma da muassiva, aparesiesbs adends de las
protelnas anteridrmenrte monglonadid. las proteinas 42 peds
muletuiar 48 ¢ 38,8 K4 ¥y 3% Rd.

Lo gen al se apracia, es gua estos sueros da animales pliultes
y vazunados un nef antes da la tesa da syestrad, PO apsreden laa
protelnan 44 poso polesuwlar de: 11,8 Xd; 14,8 ®d, 33 2 y 238 8,
gue son prepias da aninmales enfernad.
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La Rinoneumonitis eguina es una enfermedad extendida por tode
el mundo, pero ¢ontrolada en la mayorla de los paises, sobre todo
de la CE. En Espafa, debido a la falta de buenas técnicas de
diagnéstico que nos pudiaran ofrecer una situaecisn
epizootiolégica de la enfermedad, asi comoc la falta de estudio
de factores gue pudieran tener ralacién con ella, hace que se
desconozca au incldencia v localizacién, apareciendo
esporidicamente brotes en sus distintas manifestaciones.

En este trabajo, hemos tratade de cubrir este espacio vacio
anteriormente citado, estudiande los posibles factores gue
pudieran influir en el desarrollc de la enfermedad, asi como
poniende a punte, un Elisa indirecto y un Immunoblotting, gque
fueran lo suficientemente rdpidos y sensibles como para poder
llevar a cabo estudios serolégicos masivos.

Hemos estudiado animales de diferentes regiones de Espafia y
da diversas caracteristicas, las cuales hemos tenido en cuenta
a la hora de valorar el trabajo. Estas caracteristicas, son: el
clima, la edad, el peso, el sexo, la raza y las condiciones de
habitabilidad y gque al igual que Camphell y Studdert{1983),
creemos gue pueden tener gran importancia en el desaryxollo de la

enfermedad.

Los resultados seroclégicos obtenidos en este trabajo, nos han
llevado a pensar, gue la incidencia de la enfermedad en nuestro
pais es muy alta, ya que en la mayorfa de los estudios
serolégicos realizados han sido positivoes, observando antilcuerpos
frente a la enfermedad.

El hecho de haber realizado tres periodos de muestreo, en
tiempos diferentes, nos ha permitido conocer la posible evolucién
de los anticuerpos y de las distintas formas clinicas. Durante
todo el trabajo, no se presentd ninguna manifestacitn clinica,
pero se mantuvieron los niveles da anticuerpos detectados por
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Elisa indirecte & Immunoblotting, indicindonos que la mayoria de
1os animales estudiadog, ha tenido contacto con el virus.

Este pona de manitieste, el riesgo que potencialmente existe
¢n nuaatro pals, de gue se produzca una reactivacién de la
snfermedad, ya que el ndmero tan elevado de casos asintomdticos
crénicos, hace que en cuanto ga modifiguen algunas de las
caracterfsticas aspecificas y ambientales estudiadas en estos
animales, pueda desencadenarse, algunas de las distintas
nanifestaciones patoléglcas de esta enfermedad.

* Regpecto a las caracteristicas del CLIMA,RAZA,SEXO Y PESO, na
hazos apreciado ninguna variacién significativa, que pudiera
relacicnarse con el dasarrollo de la enfermedad. Ya que aninmales
con diferencias on estas caracteristicas, mantlenen valores
similares da niveles de antlcuerpos, tanto por Elisa como por
Immanoblotting.

* Ne oturre lo mismo con la EDAD, ya que hemos apreciado
variabilidad en los resultados seroldgices, aumentando el nivel
de positividad por lo general, con la misma. Lo que nos sugisre,
gqua al sumentar la edad, aumenta la posibilidad de contagio. Un
hecho qua nos llama la atenclén en algunos sementales adultos,
eq la disminucidn de los indices de anticuerpos.

* HNorpalmente en los potros, les valores que hemos obtenido en
los sueros de la tercara muestra, suelen ser los mis elevados,
como 68 aprecia en las gréficas nf1l y n®3, de las localidades de
Cordavilia la Beal {Palencia) y Jerez de la Frontera (Cadiz). No
cbetanta, de estas dos localidades, los potros de Cordivilla la
Real (Palencia}, tlenen valores superiores a los de Jerez. Esto
puede ser debido, & que las yeguas de Cordovilla la Real, estdn
vacunadas de Rironeumcnitis equina.
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mapbién se aprecia gue el potro n@g de Cordovilla 1a Real,
presenta un valor en su tercera muestra de 1,316, préximo al dado
al control positivo (1,587). Esto puade ser debido a gque @5 uno
de los de mayor edad estudiados en esa zona {2 afios}.

otro aspecto significativo, es lo qua ocurre con los potros
da Lore - Tekl (San Sebastian), debido a gque su tercera muestxa
@s la qua presenta los valores mis bajos, como se demuestra en
sl grafico ne2, pudiendo eato deberse a una ligera infecolén con
cuadre clinico poco manifiesto.

» En las yeguas, los valores obtenidos en Cordovilila la Real
{Palencla), son muy altos e incluso alguno como el ne?, astd por
encima al dade para el control positivo. Esto as debido a que
estos animales han sido vacunados en fechas proxiwas a 1la
recogida da muestras. No obstanté, apreclamon en el grifice ned,
que los valores de las tres puestras ds esta localldad, estén
pbantante proximos, a excepolén de las yeguan n®3 y nes, quyos
valores en sus primeras muastras, fud Inferior a los valores de
188 otras dos, También observamos como las yeguas n?l0 y nd 11
tienen unos valores muy bajoa, a pesar de estar vacunadas de&
Rinonsumonitis equina. Eato creemos que puede ser debido, a gue
la vacuna no les haya preducido una buena respuesta.

En las yeguas de Jerez de la Frontera (Cadiz), vemos en la
gréfica ne5, como los valores obtenidoas se wmanitlestan en forma
de dienteas de sisrra, entre los valores dados a les controles
poeitivo y negativo. Esta variabilidad, pueda ser debida a las
distintas formas de respuesta de anticuerpos chservada en 1a
vacunacién, frente a esta entermedad (Dutta y Shipley 1975).

No obstante, &n ia figura ne3, se aprecia que hay poca
difersncia de valores en las yeguas, entre las localidades
gstudiadas, apesar de estar las yeguas de Cordivilla la Real
(rPalencia) vacunadas de Rinoneumonitis egquina. La explicacidn a
esto, deba ser relaclionada con una reaspuesta inmune pobre a la
vacuna de estos animales.
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+  En los sementales, los valores da Elisa obtenldos segin las
graticas n%§, 7, 8°Y¥ 9, maniflestan que la tercera nuestra peorx
lo gensral, alcania valores intermedios o bajos, respecto a las
ctras dos muestras tomadas. guizas esto pudiera ser como
consecusncla a gue tuvieran un cuadre clinice no muy maniflesto
y estén en proceso de recuperacion.

tos senentalen de Alcala de Henares (Madrid}, son los que
tienen valores mis elavados, ya que Bus tomas de puestra fueron
realizadas en fechas préximas a la vacunacién da Rinoneumonitlis
equina. Los sgmontales de las otras regliones, presentan valores
en dlentes de slerra, entre los valores dados a los controlaes
positive y negativo, creyenda que es por <l milsno motivo que en
lag yeguas.

* Respacto al suere de los animales vacunados, no hemos
apreciado ninguna reaccién cruzada con nuestro antigeno, a
excepcion légica de loa vacunados de Rinoneumonitis equina, que
svidentemente aumentan sus valores de anticuerpos, en el
desarrelle de las mlsmas. Lo cual demuestra, que tanto el
antigena utilizado, como los pétodos puastos a punte, son lo
sufigientemsnte especificos come para no presentar reacciones
cruzadas con el antigeno de Tétanos o Influenza equina.

+ Ppor fltimo, las CONDICIONES DE HIGIENE y HABITABILIDAD,no han
infiuido en nuestro caso, ya que los locales en donde 8e
ancentraban les animales estudiados, ostaban en busenas
cendieiones.

Este punto es importante, ya que una de las vias de contagio
ds la enfermedad, es por contacte, bien directo o ambiental,
pudiendo influir en su desarrollo.
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La puesta a punto de las técnicas de Elisa indirecto e
1mmunoblotting, ha sido otro de los objetivos de este trabajo vy
nos ha permitido reallizar el segulmiento de la anfermedad, an

nuestro pals.

Una cosa a tener ancuenta, es el control positive utilizado
en el ostudio, ya que se obtuvo de animales que presentaban un
cuadro clinico raspiratorioc y nervioso, en fase aguda. Por lo
tanto, se podria decir qua no es vilido como control para
animales, gue padecieran o hubleran padecldo, Rinoneumonitis
equina con sindroma abortive, Ho obatante, al jgual que Allen
(1983), creemos, que si hubieranos estado ante un caso de cuadro
clinico abortive,lo hubieramos detectado igualwmente, ya que
compartimos con los anterlores autcres citados, la Idea de que
la variacitn existente entre los subtipos 1 y 4, es aparantementa
funcional. También, compartimos la opinidén de Allen (1983} ¥y
gtuddret (1984), de gue el virus productor da todos losz cuadros
clinicos es el wismo, pero, dependiendo de donde avolucione,
presantard un cuadro clinico diferente.

+ ta técnica de_ELISA INDIRECTQ, la evaluamos respecto a 1a
gSeroneutralizacién, que es la técnica de referencia utilfzada en
ja actualidad para el diagnéstico de sesta enfermedad. La
geroneutralizacién, es una técnica de facil manejo, pero de
procesanlento muy largo y ho de muy alta sensibllidad, ya que
nos valora solamente la aparicién de antituerpos neutralizantas
{Vulcano y col 1988}. No obsatante, debida a la cindtica de
aparicién de los antlcuerpos neutrallzantes, algo tardia en esta
anfermedad, normalmente es necasarle realizar prusbas de
seroconversién, para ser mucho mis objetivo a la hora de valorar
un anilisis.

1a técnica del Elisa indirecto es m&s sensible y rdpida qua
la Seronautrallzaecién (Vulcano y col. 1988), pero quizss la
especificidad de Flisa esté ligada al nodo de preparar el
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antigeno (Soula ¥ col. 1982), aunque en nuestro caso, Nno hemos
gncontrado reccionss cruzadas contra la vacuna de Tétanos @&
Influgnza.

No podemos diferenciar por Elisa, los anticuerpos vacunales,
da los producldos por la enfarmedad, ya que 1a vacuna utilizada
se realiza con virus vivo atenuado. Asi, valores supariores al
control del positive, tendriamos gque ver sl el animal estd o no
vacunado de Rinonaunonitis equina, y sl estd, cuando se raglizb.
¥n este ultimo caso, es oportuno repetir la prueba cen 25 dias
de imtervale.

gl amplio abanico de valores obtenidoa en los resultados,
todoa comprandidos an el rango parcado por los valores dal
contrel negativo y positive, son debidos, a las diversas
sltuaciones que sl animal se ha encontrade a lo largo de su vida,
entre las gque se encuantran, lugares de estancia, proximidad a
animales afectados por la enfermedad o vacunades y condiclones
de hlgiene y habitabilidad.

; YITING, presenta la gran ventaja de su alta
egpwitieidad. al daefinirnos de una manara clara la situacitn de
las proteinas inmunoreactivas, asi como de localizar sus pesos
moleculares, para poderlos comparar con otras proteinas de pasos
moleculares conecidos.

En nuestro trabajo hemes distingudo 12 proteinas antigénicas
del EHV-1, las cuales tlenen pesos moleculares parecidos a los
deserites per Shimizuw y col.(1989), aunque este autor hace
alusién sclamenta a .11 protefnas antigénicas, dejando 1la
pesibilidad qua hublera alguna mdd,.

Animales vacunados con la misma vacuna de Rinoneumenitis
aguina en Diclembre de 1988, presentan dos proteinas
inpunereactivas mds (18,8 K4 y 23 Xd}, gque los vacunados en
Noviembre de 1958. Esto nos hace pensar, qus esas dos protelinas
antlgénlcas, son a8 lag primeras en ser blogueadas por el sistenma
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inmune.
8in embargo la diferencia que apreciames entre las protainas

do Inmunoreaccién de un animal enferme y un animal vacunade, se
encuentra en la aparicién en el enferwo de las proteinas cuyes
pesos moleculares son: 11,8¥d, 14,8Kd, 33Kd y aveces la da 2J0Kd.
Estas proteinas, son unag excelentes candidatas, como indicativas
para dar un dlagnéstico, diferenciando vacunacidn de enfermedad,
aunque un mMayor numero de pruebas se deberian realizar, para
poder comprobay este hecho.

Todas las proteinas inmunoreactivas, aon de apariclén tardia
en la infeccién, siendo la primera de ellas, la de 230Kd a las
12 horas post-infeccidn (h.p.i.), la de J3Kd a Jas 20 h.p.l. y
las de 11,BKd y 14,8Kd a las 28 h.p.i..

En los animales gque no padecén cuadro clinico, pero tlenen
anticuerpos frente al viruas, aparecen menos protefnas
inmunereactivas gue en los vacunados. Otra de las diferencias que
hemos visto, son las proteinas inmunoreactivas gue no aparecen
en loe animales sin cumdro clinico y si en los animales
vacunados. Estas son las de pesos molaculares de 18,8Kd y 79,3Kd.

£l Immunoblotting, s una excelente tdcnica para sstudiar los
casos dudogsos que por la técnica Elisa puedan surjir, ya que dada
su enorme espaciticldad resuelve las dudas. No es sin embargo una
técnica recomandada para utllizarla a gran escala, debido a lo
engorrosc de su elaboracién, aunque no complicade. Por eso para
el estudio de grandes poblaciones, recomendamos las técnicas de
procesamiento r&pido y sensibles, como es el Elisa, quedando el
Iamunoblotting para casod de comprobacién dudosa, como sk ha
racomendado o para el estudio da pocos animales.

Es también {mportante destacar que el suaro control positivo
utilizado en este trabajo, procede de animalea con enferaedad
aguda, presentando valores por encima de loa valores positivos
medios, obtenidos en nuestro estudic serclégice, ya que los
positivos encontrados por Elisa indirectc e Iamunoblotting,
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procedon de  animales asintomAticos. Quizas, para realjizar
estudicn serolégicos masivos, y ante la experiencia de este
trabaje, seria racomendable lncorporar como control positivo,
valoras de wstos Oltimos anlpales, ya que se darfa, una imagen
nds real de la situacisn epizootiolegia.

Finalmente resaltar qus en s) estudio realizado, hemos podide
cosprobar gue la incidencia de la enfermedad en su manifestacién
clinica, soa practicamente inexistente, no as{ ocurre en su forma
meroléglca, ya gue en animales adultos es bastante manifiesta,
ensontrapdoncs un gran nGmerc de animales, seropositivos por
Bilaa indirscto e Immunoblotting.

Ante estes resultados, seria recomendable hacer controles
poriédicos de estos animales, por ser posibles fuentes de
infeceién y transnlsién de la entermedad, ya que la falta de este
congrel, pusda llevar a la aparlcién exporddicamente en nuestro
pala de algdn caso, con las consiguientes pérdidas econdmicas y
sanfitérias. Por gso, recomendanos realizar campafias de vacunacién
en les animales de mayor riesgo, como son leos animales jovenes
¥ yeguas, puesto que hemos conprobade que la mayoria de 1la
pobladién eguina espafiola, estd sin vacunar.
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1. No se han encontrado diferencias significativas, respecto al
@lima, sexo, raza y habitabilidad, en cuanto a la distribucién
serolégica y/o clinica de la Rinoneumonitis equina en Espafia.

i. Respecto a la edad, se ha obsarvado que los animales adultos
ne vacunados de Rinoneumonitis equina, presentan anticuerpos
especificos frenta al ENV-1, datectados por las distintas
técnicas empleadas en el estudio ( SN., ELISA INDIRECTO e
IMMUROBLOTTING) |

3. fe ha puesto a punto, la técnica de Elisa indirecto, para la
dsteccidn de anticuerpos de Rinoneumonitis equina, presentando
unts resultados de sensiblilidad y especificidad con relacién a
1a Seronewtralizaci6n del 100% y §7,9%, respectivamente.

4. 8a ha puesto a punto, la téenica de Immunoblotting, para la
detencién de anticuerpos de Rinoneumonitls equina, presentando
unos Indices de senaibilidad y especificidad, comparables a los
chbtenides por Elisa lndirecto.

%. Enh ol Imsunoblotting, las proteinas de peso molecular de
11,8 X4, 14,6 X4 y 33 Kd, se presentan como las més
repregsentativas, para establecer un dlagnéstico de Rincneumonitis
eguina por este método.

&. E)} estudio sarolégico realizado, demuestra gque la
seropesitividad frente al virus EHV-1 en animales no vacunados,
estd muy extendida an nuestro pais,
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