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1. INTRODUCCION

1. 1. NATURALEZA DEL. PRUBLEMA

La Anemia Infecciosa Equina (AIE) es una enfermedad infecciosa gue
afecta los eguinos convirtiendolos en portadores de por vida gracias a

la formacidn de complejos inmunes.

Esta enfermedad ha merecido poco interés en el &mbito agropecuario: pe-
rece ser gue éste desacato se debe a la poca ilustrecidn que se tlene,
1o cual hace gue la AIE en virtud de su sintomatologia poco peculiar,
sea confundida con toda clase de enfermedades hemoliticas., 51 bien es
clerto gue hoy dia el caballo hé sido desplazado por artefactos mecani-
rados en casi todas las latitudes, en Colombia por su singular topogre-

f{a no puede ser remplazado ni a corto ni & largo plazo,

La AIE esta diseminada por todo el mundo y produce pérdidas considera -
nles en casi todos los continentes, de suesrte, gue es imperativo su es-
tudio en nuestro medio donde el ganacdo caballer es imprescindible como
medio de transporte. Como las técricas de diagndstico empleadas na han
rendido Bptimos resultados para ser utilizadas en forma corfiable, no
existen datos precisos gue indigquen su grado de infecciosidad y zonas

de incidencia.

£l control y erradicacién de la AIE en el mundo ha sido dificil, debido
a la falta de métodos seguros y especificos para el diagnéstico. En
Colombia el Instituto Colombiano Agropecuario ha practicade juiciosos
estudios histopatolégicos, pero como es obvio,8ste técnica adolece de
ciertas limitaciones que se reflejan en la lentitud del diagnéstico vy
1a dificultad de emplearls en forma masive puesto gue se realizg prin -

cipelmente post-morten o por biopsias gue no siempre resultan viables.

Hoy con el perfeccicnamiento de nuevas tdcnicas se sstd en mora de efec—

tuar log dismgnfsticos requeridos para conocer exactamente la infecciosi~



dad de la enfermedad v su distribucifn en el pais,

Se ha empleado por mucho tiempo el cuadro hemftico pera el diagnfstico de

la AIE, peroc ocurre que no es patognomdtico de la enfermedad, algo similar
ocurre con la iﬁuestigaciﬁn del ndmero de siderositos gue solo es confia -
ble en paises como el Japén donde no existen enfermedades como tripanoso =

miasis y piroplasmosis.

Los anticusrpos fluorescentes otorgan 6ptimos resultados, pero presentean
gl inconveniente de que reguieren gl cultive de leucocitos y en algunos

animales estos degerneran repidamente.

La técnica més efectiva y que se utilizé en 8ste trabajo, es la prueba de
inmunodifusién de Coggins {2), desarrcllada en 1,569. El material usado
es #l sueroc sanguineo cuyos anticuerpos precipitarntes persisten por tiempo

indefinido.
1.2. OBJETIVOS

1. Producir un antfgeno para el diagndstico de AIE a partir de reactores

positivos de nuestro medio.

2. Aealizar un estudio comparativo de eficiencia entre el antigeno local
y el antigenc derivado de la cepa Wyoming utilizado por Coggins con

l0s sueros cbtenidos en las distintas regiones del pais.

3. Precisar algunas zonas de incidencia de AIE en el territorio Nacional.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1, HISTORIA

La AIE o fiebre del pantano fué descrita por primera vez en Frencia en
4,845, En ese tiempo se consideré como una carencia nutricional, Més tarde,
en 1.589 Anginierd citado por Ishii (13), confirmé cue se tratabs de una
enfermedad infecciosa, y Vallé y Carré citedos por el mismo autor demostra-
ron experimentalmente en 1,904 que se trateba de una enfermedad causada por

un virus (13).

En Colombia la enfermedad se diagnuéticd por primera vez en la Buajira en
1.948, Este diegnéstico se hizo en base & estudics hematolégicos. Despuéis,
en el afio de 1.965, el Instituto Colombiano Agropecusric inicid estudios de
esta enfermedad en el Laboratorio de Investigaciones MEdicas Veterinerias
(LIMV), con animales pertenecientes a la policfa Nacional, de los cuales se

aiglé el virus responsable y se reprodujo la enfarmedad,*
2.2. SUSCEPTIBILIDAD

Se reconoce generalmente que solo los equinos son susceptibles a la in-
feccifn, se han hecho intentos de producir la enfermeddd en gatos, ovejas,

cabras, conejos, curies y micos sin obterer resultados precisos (=8].

Miura et al citados por Moreman y Smith (28), detectaron el virus en el bazo

de ovejas, 77 dias despuss de inoculadas con sangre de equinos infectados.

Sakali 53,51 citados por Moremar y Smith (28), inocularon cerdos recién na--
cidos con suero infectado de caballo, el virus fué eislado del bazo cinco

dfas més tarde pero ello no ha sido sustentado.

Segdn Ishitani (14), los cerdos han sido considerados como los més suscepti-
bles después“ée los &quidos, pero el virus solo fué detectado durante cinco
dfas,

% Comunicacién personal Dr. Omar Hincapié N.



2.3. MECANISMO DE INFECCION

Ishii (13), observé gue las especies de insectos més importantes en

la difusién de la enfermedad son Aedes togonii, Anopheles maculipennis,

Psorophora columbise, Stomoxys calcitrans y la familia Tabenidae. Las agu—
jas hipodérmicas y el instrumental quirdrgice son también responsables de
la infeccifén.

2.4, FORMAS CLINICAS

La AIE presenta cugtro formas clinicas: aguda, subaguda, crfnica y
ﬁzor‘tadores latentes, aungue es posible gue el animal pase de un cuadro
clfnico a otro. La enfermedad se carecteriza bésicamente por fisbre, ang
mia, depresién, edema y emaciacién (28, 39). De acuerdo con Pearson (39),
el pariodo de incubacién es de B~21 dfas, pero se han observado perfodos
de 61 dfas, E1 tiempo de incubacién no parece estar correlacionado con la
severidad de la enfermedad, Los animales rara vez mueren anteés de los 14
dias en la fase eguda, & no ser que se compligue con infeccinnes'sécundaw
rias bacteriales o parasitismo, Después cde la primera exacerbacifin los
caballos permanecen deprimidos, si la forma aguda continda,se présenta
debilided creciente, anemia, hemorragias en las submucosas, hemorragias
profusas de las heridas y edema de les partes declives. La resaccién febril
puede continuar hasta la muerte o bien puede retornar a lo normal y l1a
enfermedad revierte a la forma subaguda o crénica por algln tiempo. En la
forma subaguda presenta ategues febriles similares a la anterior pero la

muerte ocurre con menos Frecuencia. Se presente depresién y anorexia.

En la forma crfinica el animal pressnta atagues febriles aproximademente ca
da treinta dfas. Es comin no detectar otros signos clinicos difersntes del
aelza de temperatura, El intervalo entre cos episodios febriles puede ser

de afios o revertir a la Forma sguda especialmente después del stress (39).

En la forma latente los signos clinicos regularmente no apsrecen, o bien,
pueden ser provocados por otras enfermedadss infecciosas, por la clrugia,

el trabajo excesivo o la mala nutricién (15).



2.5. INMUNIDAD

En la AIE como en otras enfermedades virales, el virus persiste en
los tejidos por largo tiempo y con un titulo relativamente alto sin pro-
ducir sintomas..Ests grupo de enfermedades ha sido llamado por Sidgursan
citeds por Hincapié (12), enfermedades de virus lentos. El virus de la
AIE como el virus de la coriomeningitis linfocitaria, el complejo visna-
maedl, la enfermedad del Visén Aleusiano y el virus de la deshidrogenasa
léctica, estdn en éste grupo. Los animales que desarrnllan esta enferme-
dad permanecen portadores por largo tiempo y poseen una viremia permanen
te, ademéis, poseen complejos antigenoc-anticuerpo persistentes, Los estu-
dics tienden a indicar gue el virus no es destrufdo por los lsucocitos,
y la constante asociacifin de virus con leucocitos y macrbfegos suglere
que esas células pueden ser muy importentes en la patogenesis de la en -
fermedad (12).

Se han hecho muchos estudios sobre la naturaleza auto=inmune de la AIE.

La teorfa del antfgeno secusstrado sobre auto —inmunided, postula que
todos los antfgenos sobre la superficie celular durasnte la vida embrio -
rmaria se ponen en contdcto con linfocitos circulantes y posteriormente
siempre son reconocidos como propios, pero los antigenos gue estén bajo

la superficie celular o no son aceesibles a los linfocitos & causa de la
vascularizecién vedada de un érgano dado, no spn recodocidos en el embridn
y por lo tanto no quedan impresos en los linfocitos. Si tel antfgeno se -
cuestrado es mis tarde expuesto por infeccién o trauma, los linfocitos
reaccionan como & una protefna extrafia y se producen anticuerpos autoinmue
nes. Esos anticuerpos ocurren en altos tftulos y aparecen répidamente en
las infecciones agudas (41), Asf, los animales gue llevan el virus en for-
ma crénica son altamente susceptibles & enfermedades autoinmunes porque el
virus destruye las célules y libera antfgenos ocultns; En animales gue su~
fren traumas & un stress_Fuerte que destruyan las células, puede desencade
nar la enfermedad eutoinmune, pero adn no se sabe si los anticuerpos son

los responsables o nS de esta enfermedad o concomitantes a ella (41).

Exigte evidencia de que se presenta una respuesta irmure directamente con-

tra el virus en animales infectados con AIE, pero no hay prueba de gue algu



nos animales desarrollen una sflida inmunidad aungue presenten perfodos de
aviremia. Asi gue la respueste inmune es ineficaz en neutralizer o inacti-
var el agente in vivo a diferencia de lo gque sucede en otras enfermedades

virales (41).
2.6, MECANISMO DE LA APARICION DE LA ANEMIA

Algunos estudios tiendén g8 indicar que los eritrocitos de caballos
infectados tiermen urna vida més corte gue los rormales, ademds, se afirma
que el virus de AIE se adhiere a los eritrocitos y posteriormente a los
anticuerpos y a le fraccifn C'3 del complemento. Matthias gt al. citados
por Henson y et al (10), han reportado gue los eritrocitos lavadns de
cabellos infectados, trensmiten AIE a caballos probados come negativos.
Sinembargo, recientemente se ha demostrado gue 1aé aglutininas frias ,
immunoglobulina M son probablemente responsables de la unidn de la fra -
ccifn C'3 del complemento & los eritrocitos. La relacidn de ésta inmuno -

globilina y el virus no estd claro (10).

Los caballos infectados con AIE desarrollan viremia gue persiste de por
vida, anemia hemolitica por accién de la fraccidn C'3 del complemento
adherido a los eritrocitos, depresfﬁn de la eritropoyesis, hipergamaglo-
tulinemia, depfsito del complejo virus-anticuerpo y la fraccifn C'3 del
complemento en glomérulos y disminucién de los niveles circulantes de ésta
fraccisn, Ses afirma gue el virus circula como un complejo con la gamaglo =
bulina y gue postesriormente se deposita en el glomérulo, No se sabe si el
antfgeno viral representa viriones intéctos u otro antfgenc viral, la im -
portancia cardinal de la infeccién con el complejo virus anticuerpo, en la
persistencia del virus en AIE y otras infeccliones virales es materia de
astudio, Parece razonable pensar gue la infeccién con el complejo virus -
anticuerpo asegura la persistancia viral proporcionando una fuente de antl

cuerpos que protegen al virus al infectar células susceptibles (24},

De acuerds con Ishii (13), la anemia gue se presente en AIE no es causada
por la accifin directa del virus sobre el eritrocito, sino por la activacién
de células retfculoendoteliales que han sido inducidas por la estimulacidn

cel virus de AIE cuyo resultado es el incremento en la habilidad para fago-



citar eritrocitos, producir hemorragias en visceras y conformar una sustan
cla productora de anemia. Esta sustancia ha sido demostrada en sl suero de
animales infectados sn el estado fébril y ademds, actfe sobre los nervios
vasomotores, produciendo pardlisis del bazo, higado y otros érganos. Se
observa tamhién que la proliferacifn de cflulas redondeadas bascfilicas
grandes en la medula de'los caballos infectados prqduce declinacién de la
actividad eritrepoyé&tice por degeneracién y atrofia del tejido hematopoyé
tico.

2.,7. CARACTERIZACION Y CULTIVO

La caracterizacién del agente causal se habfa demorasdo debido a 1la
falta de un método adecuado para inducir el crecimiento del virus. ﬁecishpg
mente, sinembargo, se estableci§ la técnica de cultivo en leucocitos y can

ellc ha sido posible establecer ensayos cuantitatives in vitro (16, 23).

El virus fué demostrado cuantitativamente en cultivo de leucocitos empleando
el efecto citopético como indicador. Tembién,se probaron diferentes cepas
exhibiendo todas ellas efecto citoppético como la cepa Wyoming, la cepa Goshun,

la cepa New Hamphire y la cepa German (16,19,23).

Mocre (26), posee une técnica de implentecién de leucocitos que presenta algu
nas variaciones. Este m&todo es mucho més eficiente (100 ml de sangre comple.
ta producen 200 ml de cultive utilizable, mientras los Japoneses solo obtie -
nen 10 ml con la misma cantidad de sangre). Las células desarroclladas por el
método de Kobayashi (16), crecen bien pero son menos numerosas que las obteni
tlas por el métondo de Mocre,. Ambas.técnicas mostraron una adsptacién lenta ne=

cesitando de seis a siete pasajes antes de obtener tftulos altos.

Lag cdlulas en las cuales se multiplican el virus son de la serie linfociti-
ca, Al colorearlas con Wright se esncentré gue se producfa una r8pida degene-
racifn de la serie granulocftica a excepcifn de los eosinéfilos, Las células
de la serie linfocitica crecfan con més citoplasma que los linfocitos naturg

les (28).

El sislamiento del virus se produce & partir del cultivo de leucocitos (26,27),



Se han encontrado tres frecciones diferentes al purificar el virus en
columna de Sefadex G=-200. La fraccifn I cuyo temefio es de 30-50 mm es
sensible al éter y posee DNA. La fraccién IT de tamafio variable se pre
senta en gran concentracidn, produce hemaglutinacifn de células rojas
de polle gue pueden ser inhibidas especificamente por antisueros pre -
parados en consjos u ovejas. L& fraccidn IITI ro ha sida muy bien estu-
diada, se presenta en cultivos infectados y no infectados., No ss anti-

génica al inocularla en animales experimentales (26).

Be han hecho numerosos intentos para cultivar el virus de AIE en varios
tipos de cflulas, Kono y Yokomizo [2?], trataron de propagar dos lineas
de virus de la cepa Wycming; el virus fué probado en cultivo de células
de rififh de cabello, células de m&dula 6ssa, leucocitos peritoneales

células de rififn de animales de lsboratoric, cé&lulas de embrifin de po -
1lo, células Hela, células KB y células BHK'21. El virus de las dos lf-
neas ho crecid en ninguno de los sistemas culturales emhleadas. El virus
de las dos lfneas Wyoming fué adaptado a leucocitﬁs de caballo per 50

pasajes y as{ logrd propagarse en células de rifén oe cabasllo, Se presu-

me que el virus crece en cultivo de células de medula Bsea (32),

El - Zein et 8l {5), estudiaron el comportamiento del virus en célules

de testfculo de.Euﬂeju, células de testfculo de caballo, células de sar
cinoma uterino (Hela), c&lulas de carcinoma oral (KB), células de medula
Bsea de ratdn {MBM). El virus no produjo efecto citopético en los siste-
mas empleados. La replicacién viral en algunos de los sistemas celulares
fué demostrada por interferencia viral, empleando virus de.astumatitis

vesicular. La actividad de interferencia fué mantenida por pocos pasajes

en cultivo de células,

Nekejima et al (32) concluyeron gue el virus mide de S0-140 mm. E1 tipo
de Acido hucléico del virus de AIE fué determinado empleando le técnica
de isftopos. En esta investigacién el virus se cultivé en leucocitos de
caballo en presencia de H3 Thymidina o H3 Uridina y se obssrvd cual pre
cursor se incorporaba. El virus se purific§ de cada cultivo infectado

por procedimientos combinados de ultracentrifugaecién, cromatografia por
columna de DEAE y equilibrio con clorurc de Cesio por gradientes de den

sidad. Se encontrd gue el H® Uridina se incorporaba dentro del wvirus



mientras gque el H:3 Thimidina no se detectd dentro del virus. Se concluye
que el virus posee RNA. Por las caracteristicas fisicoguimicas y biolégi

‘cas el virus de AIE se establece que es similar al RNA que contienen los‘
virus de los tumores y visna -maedi virus (32)., Moore et al (27), sugieren
gue el virus de la AIE es probeblemente un virus peguefio ONA,

'El virus de la AIE es resistente a la tripsina. Esto significa gque no hay
probablemente cadenas de péptidos de los amincficidos bAsicos erginina y

tripsina o de otros eminoicidos en la superficie del virus (31).

El virus es sensible al &ter, y la densidad se considera gue esté entre
1,14 = 1,20 g/ml. y la protefrna conteminante estd localizada en una den-
sidad cde 1,28 g/m, (29,30).

2,8, OTAGNOSTICO

2.8.1. Fijecién del complemento,

Log anticuerpos fijedores de complemento se presentan sproximada-
mente 18 dias después de la exposicibn, pero como ha sido observado con
el antfgeno cultivado en lsucocitos, &stos anticuerpos persisten sale por
un corto perfodo v no se aumentan con el progreso de la enfermedad, como
a menudo ocurre en otras infecciones. Ademfs, la reaccifn ro reaparsce

después de una descarga con material virulento (9,17,18).

El hecho de gue esta reaccifn se demuestre con un extracto salino de higado
y bazo de caballos normales, sugiere gue no debe haber interaccién del anti
geno de AIE con los correspondientes anticuerpos. En consecusncia existe en
el suero un factor pasajero que actda como un anticuerpo que fije el complg
mento cde curf en presencia de un antigeno inyectado o tejido normal de caba
1llo, Este puede ser un anticuerpo:anti-tejido que se desarrolla en sl caba-

1lo después de la primera exposicién a la infeccién (1,11).

La utilided de la prueba de fijacifn de complemento en el diagnfstico de
AIE es limitado, debido & la corta duracién y la ausencia de &stos anticuer

pos en casos avanzados de la enfermedad. 56lc tiene wvalor como indicador
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de presencia de enfermedad en caballo experimentalmente inoculados cort ma
terial sospechoso. Las caracteristicas del antfgeno fijador del complemen
to en AIE se estudif en relacién a la infectividad del virus por la técni
ca de gradientes de centrifugacién en sucrosa {24}, El virus infectante
se demostrd principalmente en la tercera porcidn de las cinco fracciones
lpogradas. Esta fraccifn solo fué antigénica cuando se usd en la prueba de
fijaci6n de complemento, previo tratamiente con &ter, Con ello se conclu-
ye gue el antigeno Fijadar'del complemento no esté localizado en la super
ficie de la partfcula viral, sino gue forms parte de ésta partfcula. Se
presume gue el:antfgeno tratadso con éter sea soluble pués no puede ser

pracipitado por ultracentrifugaciﬁn a 100.000 g. por 2 hcras‘(zo).

2,8.2, Neutralizacién

La prusha de neutralizacitn ha sido gensralmente empleada en estu -
dios de numerosas enfermedades virales pero no es frecuente en el sstudio
de AIE (42). Dregus y Lombard citades por Tenska y Sakaki (42), obtuvieron
resultados negativos en la prusba de neutralizacién empleando el suero de

portadores recuperados de AlLE.

Stein y Gates citados por Teraka y Sakaki [42), indican gue si hay reutra-
lizacién entre portadores recuperados infectados con cepa Wyoming, ésto oocu
rrif cusndo se mezcld virus y suero en proporcién de 1:10 6 1:40 y se calen
t6 a 300C paor 24 horas, pero, el antisuero de un portador que se habfa recu
‘perado de la infeccifn producida con cepa California, falld en inhibir 1la
accifn del virus cuando éste pertenecfa a la Cepa Wyoming o New Hampshire.
De mcuerdn a &sto, &l hecho de gue gl suero de un portador que se hubiera
recuperado de la infeccifn con el virus California fallara en neutralizar
el virus perteneciénte a la cepa Wyoming, sugiere la asusencia de anticuer-
pos especificos en el suero del portador. £Es muy posible que exista alggna

diferencia irmunolégica entrs las cepas del virus.

Seglin Nakajima y Ushimi (33), los anticuerpos neutralizantes se encuentran
aproximadamente un mes después de iniciada la pirexia y persisten por largos

perfodos, estos anticuerpos resccionan con el virus de tipo especifico y né
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con el virus de grupo especifica, a diferencia de los anticuerpos preci -
pitantes que reaccionan con el grupe especffico. Los anticuerpos nsutra -
lizantes, precipitantes y fijadores de complemento se sncuentran en la

fracci6n 7 S de gamaglobulina,
2.8.3. Prusbha de precipitacibn

La prueba de precipitacién useda corrientemente, se basa en la pro
dugcidn de un entisuero en oveje empleando leucocitos infectados de cabe-
1llp como agente inmunizante. Este antisuero se usa en pruebes de preciplta
cifn capilar empleando suero de caballos sospechosss como antigeno. La
desventaja de &sta prusba consiste en gque no detecté antfgenos circulantes
en caballos infectados antes de los atagques febriles. Ademés las muestras
recolectadas y transportadaes defectuosamente presentan falsos positivos,
La meyor desventaja es la inhabilidad para detectar portadores con éste
método (4,34).

Los estudios electroforéticos indican gue 12 prueba de precipitacién para
AIF mide las protefnas anormales cdel suero., Esta protefna tiene una alta
afinidad por las cargas positivas de los eritrocitos debido probablemente

a la carge negativa de las protefnas, La naturaleza de ésta protefna no ha
sido determinada, pero les estudios estéin encaminedos hacia su identifica-
cién. Esta prusba puede mostrar reaccioneg negativas en el comienzo de la
enfermedad. Un caballu;positivo gue se en;uentre muy debilitado puede resul

tar negativo a la prueba de precipitacién pocos dias antes de la muerte (25).

Los enticuerpos precipitantes aparecen una a dos semanas después de iniciada
la fiebre y son parecidos a los anticuerpos fijadores de complemento, sin -
embargo,los anticuerpos Tijadorss de complemento permanecen solo por un cor-
to perfodo después de la respuesta febril lo cual indice gue no hay relacidn
entre ellos (33).

2,8.4, Anticuerpos fluorescentes

Ushimi et al (43), emplean susro positivo de ceballos infectados para

la prueba de neutralizacidn y gemaglobulina anti-equino marcada con fluores—
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ceina, preparada en conejo para detectar células infectadas con virus de
AlE producidas en cultive de leucocitos, por la técnica indirecta de an-
ticuerpos fluorescentes. En el cultivo inoculado con virus de AIE las cé
lulas pressentan una fuerte fluorescencia que esté aumentada en los perio
dos més avanzados de la enfermeded. Esta fluorescencia fué observada

exclusivamente en el citoplasma. Una fluorescencia no especffica en algu
nas células del cultivo control se ha presentado pero generalmente es di

ferente de la fTluorescencia especifica.
2.8.5. Presencia de sideroleucocitos

El uso de siderocitos en el dimgnfistico de AIE se ha empleado por
muchos afios, Sirmembargo, la pruesba no es especifice puesto que aparecen
en otras enfermedades hemoliticas como piroplasmosis y tripanosomiasis.
E1 orfgen de los siderocitos no es claro, Ishii citado por Henson gt al
(9), establece gue la presencia de &stos concurre con la proliferacién

de histiocitos.

Bakamoto citado por Henson gt al (9), indica que los siderocitos proba-—
blemente se derivan de los histiocitos liberados por los tejidos y por

las cé&lulas circulantes,

Oki citado por Henson gt al (9), observa gue hay un incremento en la circu
lacifn de ferritina libre en caballos afectados con AIE y que el aumento
de sideroleucocitos y ferritina aparecen simulténeamente., También se ha
observado eritrofagocitosis por leucocitos circulantes, Es posible gue to-
dos estos factores jueguen un papel importante en la produccién de s%derc—

citos, pero su relativa importsncia es desconocida (9).

Segdin Granzien y Newton {6), los sidercleucocitos aparecen en la sangre pe
riférica 6 dfas despufs de la elevacifin de temperatura inicial, En otros

casos Fué de 2 -~ 3 dlas.

Sakamoto citado por Granzien y Newton.[ﬁ), cunsidera que los siderocitos se

originan de neutréfilos, monocitos, célules retfculo-endoteliales tipo IT,
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fagocitos y peguefias c#lulas linfoides., El las clasifica de acuerdo a la
naturaleze del contenido de hemosiderina, en granular, difusa y mixta,
Los neutrfifilos son de tipo granular los monocitos de tipo difuse o mix-—
o, Los fagocitos de tipo difuso o mixto,‘y los pequefos linfocitos de
tipo difusa. |

Los sideroleucocitos no se detectan en animales normales, aunque el prg
cedimientn tiene limifaciunes en la interpretacién de hallazgos en ani=
males negativos, el exdmen de los siderocitos de la sangre de la vena
vugular ofrece una gufa répida en el diagndstico de AIE. Los resultados
sugleren que la presencia de sideroleucocitos en la proporcifn de 4 en
10.000 es indicativa de la enfermedad. Los siderocitos se detectan unos
diss después del alze inicial de temperatura y en algunos animales exis -
ten largos psriodos entre reascciones febriless aussntes de siderccitos.
Por ello, aungue el encuentro de &stos es indicativo de AIE los resulta-

dos negativos no excluyen necesariamente la enfermedad (6,7).
2.8.56, Cambios en protefna vy 1lipidos del suero

Se ha conocido por mucho tiempo que los caballos hiperinmunlzados
con varios antfgenos bacteriales responden con la produccifn aparente
de "rnuevas® protefnas en el suero. Sé trata de anticuerpos directos core
tra el agente, gue pueden ser visualizados por electroforesis y por el
métoda de Tiselius. Tales anticuerpos {Gama, Beta}, han side llamados
"TY v tienen un peso molecular de 1 millén, Caballos gue sufren ALE
ocasionalmente tienen componentes anormalss en el suero altamente pare-
cidos & los componentes "T*, Esto es mds comin en infecciones crénicas
de AIE. Estos anticuerhos después de ser sepsrados del suerc infectada

son usados en las pruebas de inmuno—adherencia y hemaglutinecisn (8).
Otro hallazgo interesante en AIE es el aumento inusitede de los 1ipidos
del sueroc. Su etiologfa no es conocida parece ser que los lipidos se

derivan de las células rojas destrufdes o de otras células del cuerpo (6).

En AIE se presenta incremento en los valores de la deshidrogenasa léctica,
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aumento de la actividad de la colinesterasa del suero y ligeros incremen

tos en la concentracién de alpha 2 y gamaglobulina (38).

2.8.7. Hemeglutinacifsin

Dregus y Lombard, citado por Ditchfield {4), afirman que las cé-
lulas rojas de la sangre derivadas de pollitos, se aglutinmaban en pre -
sencia de sueros de caballos infectados. Saurino y asccilados (40), tam-
bién'encuntrarcn'aglutinacién en eritfucitus humenos tipo O, peroc se
ha comprobgdc que ceballos con la forma aguda de la enfermedad o enimg-
les portedores, possen el mismo nivel de hemaglutininas gue en caballos

normales.
2,8.8. Inmuno-adherencia

La inmuno-adherencia es un fenfmeno inmunolégice de aglutinacifén
de células rojas de primate en presencia del complejo antigeno - anti -
cuerpc -~ complemento, originalments descrita por Nelson citads por
Ditchfield {4). Le prueba ha sido empleada por Saurino et al. (a0}, en
el diagnbstico de AIE, puestec que la sangre de ceballos infectados con
tiene el complejo antigeno - anticuerpo por todo el cursc de la enfer
medad, El suero de caballo bueda contensr hemaglutininas para células
humanas tipo 0 emplsadas en esta prusba, aunque los niveles de esas he
maglutininas pueden ser drésticamente reducidas por sbsorcifin con sangre
humaria tipa 0, antes de la prueba. Le técnica es laborioss y produce fal

sos positivas (4).

2,8.9. Hemaglutinacifn indirecta

El antfgeno y el anticuerpo pueden ser cubiertos con eritrocitos
de oveja despufs de tratados con dcido ténico. Cuando teles eritrocitos
son expuestos al antfgeno correspondiente los anticuerpos son aglutina-

dos. Esta prueba ha sido usada por Ssurino et al. (40).
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2.8,10. Irnmunodifusidn de Coggins

El desarrollo de una técnice de diagnéstico satisfactoria ha sido
el esfuerzo de muchos investigadores. Practicamente todas las pruebas vy
técnicas concebidas han sido experimentadas. En los estudios de Cogglns
y Norcross (2), se inocularon ponies susceptibles con cepa Wyoming que
habfa sido cultivada en leucocitos de caballo por nueve dfas. E1 animal
resultd febril cinco dfas después de la inoculacifn con temperatura de
1069F y moribundo a los diez dfas tiempo en el cusl fué sacrificado. E1
bazo reaccioné sn prueba de irmunodifusién en agar gel formando una 1f-
nea de precipitacién con el suero procedente de un pony sobreuiuieﬁta a
varias descargas con virus Wyoming. El suerc de éste animal antes de 1=

inoculacién no presentd reaccién de precipitacién,

Le especificidad.de los anticuerpos se determind por la prueba siguiente:
se probaron sueros de ponies normales que no posefan anticuerpos detecta -
bles cuando se enfrentaron en la prueba de irnmunodifusidn, la mayorifa de
esos sueros contenfan anticuerpos neutralizantes contra virus de aborto
gquino, La lfnes de identided en la prueba de inmunodifusién no formé ban
da de precipitacifin con el virus de eborto squino. Un ceballo con sintomas
de fiebre recurrente, con disminucifn de peso y con edema presenté anti -
cuerpos de AIE en el suesro. El diagnfistico de ALE en éste caso fug con =
firmado por inoculacién de un pany susceptible con sangre de animales sos
pechosos. Tembién se presentf una linea de precipitacién con sueros de
ponies infectados con cepa Texashy con cepa New York, Se presentaron fuer
tes reacciohes de precipitacidn en animales descergados repstidamente con
virus de AIE (2,3).

De estas abservaciores se deduce gue para la preparsecién del antigeno es
importante seleccionar animales que reasccionan severamente una semana des
puSs de la infeceidn y extreer el bazo despufs de tres a cinco dfas de
fiebre alta. Antfgenos preparados de bazo tomado més tarde son muy d8bi -
les guizds debido & gue existen demasiados anticusrpos gque toman el anti-
geno (2,3).
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Se han descrito casos de inmunodifusién con antigenos preparaedos a par-
tir del péncreas pero parece gue presentan bandas difusas tanto lps

derivados de pdncreas normales como de péncreas infectados (2).

Hert y Broussard II (B), idearon une técnica para concentrar el anti~

geno utilizando ciertas sustancies que lo hacen més soluble (8).

Nekajima et al (36), afirman que no existe diferencia antigénica entre
el virus de AIE purificado a partir de cultivo de leucocitos de caba -
llo y un entigeno extrafdo de bazo de animales infectados. Los resulta
dos indican que la sustancia antigénica derivada del bazo de caballos
infectados es idéntica al virus de AIE y se concluye par lo tanto gue
cada reeccifin detecta los mismos énticuerpos en caballos infectados
con esta enfermedad (35,36).

La resccidn de inmunodifusifn es una prueba de valor para el diagnfisti
co de AIE porque es altamente especifica pare AIE. Los anticuerpos
precipitantes ordinariemente aparecen une o dos -semsnas después de ini
ciada le enfermedad y permanecen por largo tiempo; el antigeno viral
purificadeo reacciona con el suero de ceballos infectados con cuatro
cepas diferentes de AIE (26).

Los viriones intdctos no entran en la reaccidn de inmunodifusidsn por
los siguientes aspectos: el virus parece ser bastante frégil vy el an
tigeno tratado con éter o por congelacifn y descongelacién no produ—
cen cambios marcados en la reacciin y las bandas de precipitacifin se
forman & las 24 horas, Ademéis, el antfgeno reacciona con el suers de
caballos infectados con diferentes cepas de AIE. Se deduce que el
antigeno envuelto en la reaccidén no esté en la superficie del virus
y se trata mds bi&n de un componente interno del virién que reaccio-

na con el grupo especifico (8, 37).
2.9, PATOLOGIA

En el estado iniciael de la enfermedad las células basofflicas
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Jjuegan un papel importente en la lesiftin proliferativa del bazo y nfdu
1o linféticos. Esto es particulermente cierto con sl tipo subagudo dé
la enfermedad. La nbservaciﬁn 8l microscopio electrénico demostrs gue
esas télules podfan dividirse en tres tipos de acuerdo a su estructu—
ra: tipo I} tipo II y tipo ITI. Las células Tipo I estén relacionadas
con células plasméticas, plasmnbiastos o sus derivados, con reticulo
endoplésmico de aspecto rugosc, eparato de Golgl bien desarrcllado vy
distribucién de cromatina nuclear, La lesidn proliferafiua en sl barzo
y nBdulos linféAticos era de células tipo I en sl caso subagudo, La
lesién proliferativa de los tejidos linfaticos contenfa unas pocas
células del Tipa II y III (48).

Las células Tipo IT estén relacionadas con una forma primitiva de Tipo
I, con reticulo endoplésmico de superficie rugosa y la presencia de un
aparato de Golgi moderademente desarrollado y con dos o tres. nucléolos,
Les células de TipD.III se relacionan como células linféticas irmadu -
ras con gran cantidad de proteinas ribonucleicas formando rosetas, re—
tfoculo endoplésmico con escasa superficie rugosa y nucléolos de forma
irregular. Be puntualiza ademfs, gue al microscopio electrénico las
c8lulas de los tipos antes descritas muestran la misma estructura de

las células productoras de anticuerpos (46).

Los hallazgos histopatoldgicos descritos en la medula ésea vertehbral,
esternal y femoral son los siguientes: En los caballeos infectados se

presenta aumento de la medula Ssea por una proliferacifin celular, Las
células hematopoyéticas de la medula 6sea, sinembargc, generalmente

muestran una reducida formacién gue es particularmente notable en los
tipos egudos y subagudos de la enfermedad, de manera que, en el caso

de la enfermedad aguda, la hiperplasia de las c&lulas hematopoy&ticas
ern la medula dsea se acompaiia de sdema severg del estroma y degenera-
cifn celular. La proliferacién de célules en la medulaz bsea se agrups
histolégicamente en 3 formas: células reticulares derivadas del siste
" me reticuloendotelial, células blasto (grandes célules basfifilas re =
dmndas) y peqguefias cflulas redondas. En 1la primera fase de la enferm%

dad, las células reticulares y células blasto son notables. Las pegue
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fias células redondas son abundantes y acompafiadas por cé€lulas hemato ~
poy&ticas en el caso crénico. En los casos agudos y crfinicos las células

proliferativas estén esumentadas (44).

En las formas aguda y subaguda de la enfermedad, la cépsula de Glisson
del higado generalmente estd infiltrada de linfocitos, células plasmé-
ticas y algunos histiocitos. También se observa degenerecifn, grasa ,
atrofia y necrosis de las células de los cordones hepéticos. Ademés
gs frecusnte encontrar necrosis, colapso o desaparicién de las células
hep&ticas alrededor de las venas centrales. Los sinusoides hepéiticos
ge hallan dilatades y las células de Kupffer estén hiperplésicas y con
tienen hemosiderina, lLas dreas portales estén consistentemente infil -
tradas por linfocitos, monocitos y & veces por macréfagos con ﬁemusidg
rina (13).

Durante las formas agudas y subaguda de la AIE la pulpa roja del bazo
38 encuentra heﬁorrégice, congestionada y muy aumentada de voldmen,
Este aumento se debe & la hiperplssia de las células reticuloendotelis
les, a la infiltracién de los sinusoides y de los cordones de Bilroth
con células mononucleasres, Los corpfisculos de Malpighi muestran redu-
ccifn de su tamefio y estén constitufdas por linfoblastos y células rg
ticulares (13).

Los cambios microscSpicos de los ganglios linféticos son similares a
lps del bazo. En los rifiones es frecuente observar glomerulitis que
se menifiesta por un aumsnto anormel de la célula debido & la proli -
feraciédn endotelial y por adhesién de las lédminas visceral y parietal
de la cépsula de Bowman. Se ha reportado miocarditis infersticial en
la forma aguda y subaguda y mernos frecuents en la forma crénica y se
caracteriza por degeneracién hialina y granular de las fibres cardia
cas (13).

Las lesiones del sistema nervioso central corresponden a una Meringo-
encefalomielitis y son consideradas como una extensién de le resccién
general del organismo hacia la enfermedad y no como una manifestacién

de neurotropismo viral especifico. En gl ganglic de Gasser se ha obser
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vado infiltracifn de linfocitos e histiocitos con o sin implicacién
del tejido nerviose. Se ha reportaco degeneracidn y corpisculos de
inelusidn en las células de Purkinge, hemorragia y edema en el cere
bro (13).

2.10, INMUNIZACION

De acuerdo con Kono gt zl. (22) los animales inoculados con
virus V - 26, una cepa Wyoming no patfgena y descargados 200 dfas
después con virus V - 70, cepa Wyoming patégena, resistieron a la
infeccifén pero al ser descargacos con cepas diferentes desarrollaron

la enfermedad,



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. PREPARACION DEL ANTIGEND

Para la preparacifin del antigeno se utilizaron 9 eguinos clinica
mente sanos (7 machos 2 hembras de diferentes edades), negatives a la
prugba de inmunodifusién de Coggins. Los animales se alocjaron en uni=
dades de aislamiento gue impiden el acceso y trénsito de mosguitos ;
se controld temperatura dos veces dlarias por tres dfas consecutives

y se elabord hematocrito,

El virus empleado en éste trabajo fué aislado de un caso de cempo y
con 1 se reprodujo la enfermedad en el Leboratorio de Investigacio-
nes Médicas Veterinarias (LIMV), en el afio de 1.965, y permenscid con
servado & menos 209C, desde entonces. Este suero virulento se descon-
gelé e inoculd sucesivamente a los cuatro primeros ceballecs clinica -
mente sanos hasta gue presentd un grado de virulenclia aceptable, Los
4 equinos iniciales se inocularon con 50 ml, de suero virulento via
endovenosa en pases sucesivos de animal a animel (Figuras 1,2,3,4).
Cuande la temperatura ascendid a 402C. o' 'més, los egquinos se sangraron
en cantidad de 250 -~ 300 ml. por animal de la vena yugular utilizando
tubos al vecfo (vacutainer) de 20 ml. de capacidad sin anticoagulante
y agujas BD N2 20, Todos los animales se sacrificaron en perfodos com-
prendidos entre los 14 y 22 dfas post-inoculacién, por electrocucién
can corrients de 110 -voltios. Los electrodos siempre se dispusieron en

la base de la oreja y la regién perianal.

Una hora antes del sacrificio los caballos se inyectaron con clerhidra
to de adrenalina 1:1.000 sn dosis de 6 ml, por animal lentamente en la
vena yugular. Esta droga provoce contraccidn del bazo haciendo que

desaloje gran cantidad de sangre de manera gue se presenta mayor con -

centracifin viral,
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La necropsia se practicd en todos los animeles scbre el lado izgquierdo.
Acto seguido se les hizo extraccifn aséptica del bazo, Se enviaron a
histopatologia cortes de higado, rifién, cerebro, bazo, medula y ganglios

linféticos,

Los animales restantes disponibles se inocularon via endovenosa con 20 ml.,
de suero procedente de los animales antes descritos. Se controld tempera
tura dos veces al dia. Previamente 2 la inoculacidn se mont§ la prueba

de Inmunodifusifn de Coggins resultando negativa,

El antfgeno sa preparf de acuerdo a la técnica de Coggins y Nercross (2)
a partir del bazo de animeles inoculados con virus de AIE y sacrifica =
dos después de 4-5 dfas de posser fisbre alta (40-419C), Del bazo extraf
do asépticemente y dividido en cubos de 1 c.c., se pesaron 60 gr. después
de haber sido congelado y descongelado cinco veces consecutivas., Se le
adiciond 60 ml de solucién buffer boretada preparada de la siguiente mane
ra: 2 gr. de NaQOH, 9 gr de H3803 para 1,000 ml de agua destilada y ajusta
da & un pH B.6. Se sometid a enérgica maceracifin en un aparato mezclador

OWNI MIXER * a fin de provocar el méximo de liberacidn viral,

Para precisar mds las bandas de precipitecién el antigeno fu€ concentrado
cuatro veces por liofilizacién de la manera siguiente: despufs de mezclar
el antigero en el OWNI MIXER con igual cantidad de solucidn boratada, se
llevé a la centrifuga refrigerada a 4.340 g. durante 20 minutos. Se elimi
nf el precipitado y el sobrenadante se distribuyd en viales (2 ml en cada
vial) y se sometié a liofilizecidn, luego se reconstituyé el liofilizado

en 0.5 ml de agua destilada.

El antigeno se concentré también utilizando thyocianato de acusrdo con
la técnica de Hart y Broussard {8). Esta técnica se basa en el empleo de
sustancli as chaotrfpicas, cuya finalidad es aumentar la solubilidad del

antigenao.

#* Ivén Sorwall, Inc, Norwalk, Conn. USA,
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También se empled en la concentracidn del virus, la dialisis en polig

tilenglicol a 49C despufs de precipitado con sulfato de amonio ai'SD%.
3.2, MONTAJE DE LA PRUEBA

Para el montaje de la prueba se utilizaron caje de Petri nuevas
de vidrio de 100 mm conteniendo agar noble boratado pH 8.6, Sobre la
caja de Petri se pusieron dos capas de agar, la primera, 10 ml, con una
concentracifn del 2%, Despuds de solidificada &sta capa se colocs una
segunda capa de agar ndble al 1% en cantided de 15 ml. Una vez solidi
Ficade la segunda capa se elaboraron las celdillas para el depfisito
del antfgenc y los sueros respsctivos. Estas celdillas tenfan 7 mm de
didmetrn y 3 mm de separacién entre ellas, E1 nimero total de celdi ~

lias fué de 7 y en cade caja de Petri se dispusieron 4 de éstas series.

Los orificios se perforaron mediante plantillas, con un sacabocado de
3 mm de difmetro. E1 sacabocado en ningdn momento perford la capa de
agar noble al 2% para evitar la diseminaéiﬁn del antigeno o los sueras
por la superficie de vidrio de la ceje de Petri. La disposicién de las
celdillas fud de tipo concéntrico. E1 antigeno se depositf en el cen -
tro v los sueros controlss positivos y sueras & probar en la periferia

(ver figura 10).

El montaje siempre se prepard con dos controles positivos (ver figura
11) para cbservar la identided de les bandas de precipitacién, Cual -
guier incongrusncia entre la banda de precipitacién del suero control
positivo y el suerc sospechoso se considerf como una resccifin inespe-

cffica. (Figura 12}

Las pruebas fueron leidas a las 48 horas después de mentadas, con una
luz fuerte procedente de una bembilla Carl Zeiss ref.380177 de 6 vol-
tios 15 amperios; las cajas montadas permaneciercn en cémara himeda

a temperatura de labcratorio,



3.3. OBTENCION DEL ANTIGENO WYOMING

Para obtener antfgeno derivado de la cepa Wyoming se inoculd un
equino negativo a la prueba de immunodifusién y clfnicamente sano '
con virus virulento de la cepé Wyoming gentilmente proporcionado por
Leroy Coggins de la Universidad de Cormnell. Esta cepa llegf liofili-
zada. El animal se inoculd con 6 ml de antigeno. Esta dosis fug mayor

gue la utilizada por Coggins,

3.4. OBTENCION DE LOS SUEROS

Los sueros pare el estudio se obtuvieron mediante puncién en la
vena yugular de animales escogidos al azar procedentes de 7 departe—
mentos: Antioguia, Cérdoba, Cundinamerca, Meta, Santander, Tolima y
Valle, teniendo en cusnta el mayor grads de cencentracién equina,
Las musstras se colectaron en tubos estériles al vacfo (vacutainer)
de 20 ml y agujaes BD N® 20, Los sueros se trebajarocn en las depen -
dencias del LIMV y fueron mantznidos en congelaciéin a menos de 20°C.

entes vy después de procesados.

El nimero de sueros colectados fué de 1,000 en total. Para determinar
el nimero de muestras por departamento no se siguié ninguna norma y
sflo dependié de les Facilidades para su obtencifn y disponibilidad

del Laboratorio.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

La preperacifn del antigeno presenta ciertos inconvenientes todos

#llos flciles de ohviar si se cuenta con los recursos necesarios.

En =1 presente trahbajo el principel problema sstrib6 en la critica
disponibilidad de recursos. Si bién, las técnlcas descritas pare
la obtencidn del antigeno son sencillas! no ocurre lo mismo con la
fuente de multiplicacién viral. £s un hecho comprobado por numero-
308 investigadores que no todos los egquinos resultan adecuedos para
la preparacién del antfgeno, porgue existe cierta individualidad

para ello,

Coggins y Norcross (2) emplean pera la obtencisn del antfgeno, ani -
males altamente susceptibles, pories Shetland jévenes, cuya nimerc

habitual por descarga es de 12=15 equinos simultédneamente. General -
mente dos o tres bazeos y a veces ninguno de sllos presentan ung cone

centracién viral apropiads y confiable,

En éste trabajo se emplearcn equinos de diferentes edades, general -
mente adultos de baja calidad gue mostraron ura resistencia inusita-
da al virus a pesar de resultar negativos a la prueba de Coggins.
Ademfis, su nimetro resultf muy limitado por la dificultad para obtener
los, dado el alto valor de los mismos y la falta de recursos disponi-
bles.

Es de anotar, gue el virus debid ser refrescedo por inocculacién reite
rede en 4 animales y sflo se dispuso de S para la obtencién del antf-

geno.

En las Figuras {1,2,3,4,5,6,7,8 y 9}, se pusden apreciar las tempera-
turas de los animales inoculados. Se observa que el periodo de incuba
cién disminuye discretamente & medide que sumenta el nimero de pases.

En los animales inoculados iniciaslmente, el primer atague febril se
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FIGURA 10. Prueba de Inmunodifusién de Coggins con los
sueros controles positiveas y sueros de cam-

pc positivos.



FIGURA 11. Prusba de Inmunodifusién monteda con 2
sueros controles positivos los sueros

restantes son negativos,
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FIGURA 12. Prueba de Inmunodifusibn con sueros posi

tivos e inespecificos negetivos.



presentS a los 18 dias, luego descendid & 15 y asf ss sostuvo por vae
rios pases. Mds tarde, en los dltimos equinos inoculados el perfodo
de incubacién disminuyS sensiblemente hasta estabilizarse en 5-8 dfas,
eg decir, casi el dptimo & pesar de la apreciable disminucién en la
dosis de inoculaci6n (50 ml a 20 ml), Al mismo tiempo se observs gue
temperaturas de 40°C, o més permanecfan constantes por 4 a 5 dfas
(Figures 6,7,8), mientras que los animales inoculados inicialmente

solo sostenfan tempsreturas de 40°C por 1 a 2 dfas consecutivos,

En relacifn con la variacifn de temperatura se observa cierta contra
diceidn al respecto. Coggins y Norcross (2] aseguran gue solo los
animales cuyo perlodo de incubacifn esté comprendideo entre 3 a 5 dies,
con temperaturas superiores a 409C, por espacio de 5 dias o mis, re -

sultan adecuados para la obtencién del antigero.,

De otro lado Henson et al. (11), afirmen qus enimales cuyos perfodos
de incubacifin fué de 10 dfas y sacrificados a los 13-23 dfas después
de inoculados, resultan buenos antfgenos adn utilizando la pulpa sin

ningdn tratamiento.

Todo parece indicar gue los factores mfs importantes en la abtencidn
del antigeno son los atagues febriles severcs y sl sacrificio del ani
mal lo més répido posible, para evitar la presencia de anticuerpos

neutralizantes gue suelen aparecer a los 20 dfes aproximademente,

Los bazos que se procesaron en éste trabajo, generalmente se recolece
taron tardiemente dada la extremada duracién del pericdo de ircuba -
cién. La pulpa de éstos bazos al ser enfrentada en la prueba de irmu—
nodifusién de Coggins, dif resultados negativos, mientras que las pul
pas de animales cuyo perfodo de incubacién fué més corto, mostraron

cierta reaccién con los sueros contrales positivos.
4,1, ANTIGEND

El antfgeno se prepard de los bazos extrafdos a los animales de

acuerdo con la técnica de Coggins y Norcross (2) después de inoculados,



pero fallé al ser enfrentadc a sueros controles positivos extranjeros
y sueros derivados de caballos infectados de distintaes regiones del
pafs en la prusba de inmunodifusién, La pulpa esplecnica de los Glti-
mos caballos sacrificados (nimeros 377, 378, 1683), mostraron reaccidn
al enfrentarse a sueros positivos en la placa de inmunodifusiédn pero

se considerd débil y poco confiable,

Las bandas gue se formaron con los antigenos preparados locelmente
difirieron bfésicamente de les observadas con los antigenos extranje =
ros. Fueron més gruesas y difusas y su formacién fué més répida que
las formadas con antigenos extranjeros sungue desaparecfan tamhién
més répidamente. Ademfs, acontece que &stas bendas se formerocn con
ciertos suercs, psro, al ser enfrentados &stos con el antfgeno deri
vado de la cepa Wyoming no produjercn ningfin tipo de precipitacién,
Este resultado induce a pensar gue las bandas formadas con la pulpe
de los bazos extrafdos locelmente, no fueron especificas y bien
pudieron corresponder & otros padecimientos com@nes tanto al produc

tor del antfgeno como al dohador del suero,

Las pulpas concentradas por liofilizaciédn, precipitacidn con suifato
de amonio al 50%, diflisis en polietilenglicol y tratados con sustan
cias chaotrdpicas (8), usadas como antfgenc no reaccionaron con los

suerns controles en la prueha de inmunodifusién,

Es importante, ademés, reiterar en la falla del antigeno la beja cali
dad de los animales utilizados. 5 traté de caballos de svanzada edad,
algunos de ellos ya habfan sido empleados experimentalmente en otros

menesteres, especificamente inoculados con virus de Encefalitis Equi~
na Venezolana., Es posible que éste tratamiento en alguna forma alterd
la respuesta inmunolégica de los animales hacifndolos méds resistentes

a la accifn del virus de AIE.

Esta teorfa se vid reforzada &l inocular un equino con virus virulento
de la cepa Wyoming en dosis de 6 ml, El animal no reacciond como era

de esperarse {Figura §). Solo presentd ligere fiebre por 2 dfas y luego
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se recuperd permansciendo como portador,

Analizando los factores antes descritos se concluye gue el éxito sn
la preparacién del antfgeno de AIE estriba en,1? seleccién de animg
les jbvenes y sanos, 22 en la inoculecifin simulténes de 12-15 cebge
llos, 32 en la utilizacidn de virus fresco de gran virulencia y 4%
en el emplec de t&cnicas de concentracifn para purificacién del antf
geno svitando asi que se produzcan bandas no especificas o bandas

demasiado gruesas,

4,2. SUEROS

La utilizacién de sueros controles positivos tembién registré
inconvenlentes. Ciertos suesros muestren en la prueba de inmunodify
si8n un halo causado por el exceso de 1lfpidos presentes en el
suero, Estos halos enmascaran la prueba dificultando su lectura,
También se observd que muchos sueros presentan en la prueba de ine
munodifusidn una banda muy tenue, mientras gue otros; como los pro-
cedentes de la Mesa (Cundinamarce), Cérdoba y Valle (Tablas 2,3,7),
arrojan una gran cantidad de bandas inespecificas. Se anota que pue

de tratarse de une entidad patolégica presente en la zona posible -

mente de origen viral virtuelmente parecida al virus de AIE,

En-este trabajo los mejores sueros positivos procedieron de Alvarado
(Tolima), por lo cual se conservdn como sueros controles positivos,
Es posible gue ésta diferencia entre los distintos sueros sea debida
a la presencia de cepas diferentes, o quizés al estado de cronicidad
de la enfermedad. Estos animales aparentemente parecfan normales y

trebajaban can =ficiencia,

En la ejecucién de la prueba se emplearon las normas establecidas por

Coggins y Norcross (2) en la preparacién de los medios y tamafio de las
celdillas, perp existen varias modalidades de acuerdo con el investiga
dor, Nakajime (35) utilizé celdillas més pegquefies sin afectar los re -

sultados,



4.3. RESULTADOS

De acuerdo a los resultados obtenidos se cbserva un porcentaje
relativamente alto de animales positivos a AIE, En 1,000 muestras
procesadas se encontraron 171 positivas que arrojan un porcentaje
de 18,4%. Los Depertamentos més afectados fueron Santander y Mets
con 33,3% y 24,8% respectivamente, El nimero inusitado de sueros
positivos en Santander posiblemente obedece a la escasez de 1la

muestra. De 45 sueros obtenidos 15 resultaron positivos,

e enfermedad no acusb variaciones especiales en relacién con =1 512
xt1, L.Os machos presentaron una reaccidn de 19,5% frente a un 17,4%

de reaccidn positiva de las hembras.,

Todo parece indicar que tanto los machos como las hembras poseen la
misma posibilidad de infeccifn. También, de sste estudio se despren
de que la utilizecién de ambos sexos en el trabajo es similar; de
las 1.000 musstras tomadas 493 cur?esponden 8 los machos y 507 a

las hembras,

El Departanento del Meta parece ser el més importante en presertacidn
de AIE con 24,8% de animales reactores positivos. Es posible, gue en
éste Departamento exista més de una cepa de AIE por la diversa presen
tacién de las bandas de precipitacifn, Muchas de ellas son terues y
difusas,; mientres gque dtras son claras y precisas., Quizés correspon -

den & cepas diferentes,

La edad promedia en afios no sufrid variaciones especiales en los Depar
tamentos de Antloquia, Cundinamarca, Meta, Santander y Tolime con valg

res de 5,6 « 5,7 =~ 6,7 - 5,5 y 6 afios respectivemente.

Los Departamentos de Cérdoba y Valle arrojaron un promedio més alto

con valores de 8 y 9 afios respectivamente,
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lLa relacién de los resultados se consignan en las Tablas 1,2,3,4,5,
6y 7. Cada Tabla corresponde a un Departamento y en ellas se espe
cifica la procedencia de la muestra, nimero de suercs recolectados,
la sdad promedia en afios, el ndmero de machos y hembras, nimero de
animales positivos discriminados de acuerdo con el sexo, nimero de
reacciones especifitas & inespecificas y total de muestras positivas.
Una vez obtenidos los totales se extrajeron los porcentajes cerrespon

dientes.,

4,3.,). Lesiones macroscipicas

Todos los animales presentaron e la necropsia lesiones macrog
c6pices compatibles con AIE. El bazo ss presentd sumentado de tamafio
con petequias y hemorragias en la superficie, a excepcifn de un equi
no gue durd snfermo 8 meses y cuyo bazo presenté atrofia marcada, E1
corazfn se observé dilatade e hipertréfico en todos los enimeles,
Los ganglios acusaron aspecto tumoral, hemorrégicos y aumentados va=
ries veces su teamafio, La medula Ssea femoral acusé invesifn de la zg
ne roja a la porcién medular amarilla, En ninguno de los casps se
observaron petequias ni en el tabique nasal, ni debajo de la lergua
peroc siempre se noté marcada ictericias especielmente en la fascia

abdeminal y arteria aorta,
4,3.2, Lesiones histopatolégicas

En el higado se cbserv® depeneracin grasa, necrosis de las
célules de los cordones hepéticos, necrésis de las células hepéticas
alrededor de las venas centreales y la cépsula de Glisson present§

infiltracidn de linfocitos.

La pulpa roja del bazo estaba aumentada de volémen, hemorrdgica y
presentd infiltracibn de los sirusoides y de los cordones de Bilroth
con cé€lulas mononucleares. Los corplisculos de Malpighi mostraron
reduccifn de su tamsfio, Los rifiones prasentaron infiltracién mono =

nuclear y glomerulitis. Se observé miocerditis intersticial con in =
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filtracidn focal de células mononucleares a lo largo de los vasos san
guinens.

En el cersbro se observd infiltracién perivascular por células mono-
nucleares, En medula 6sea se observaron hemorregias, edema, hemoside~

rosis y aumento del nimero de células reticuloendoteliales.



5, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La AIE es una enfermedad esencialmente crénica que ataca a los equinos.
Esta enfermedad se encusentra ampliamente distribufda en Colombia vy de
acuerdo con el muestrec realizado las regiones m&s afectadas fueron los

Departamentos de Santander, Meta y Cundinamarca,.

La AIE se diagnostica sn Colombia tanto en animales puros como en mes -

tizos y criollo vy no se aprecia resistencia especifica de raza.

La mayorfa de los animales afectacdos no mostraron signos que indujeran
a sospechar la presencia de la enfermedad, Posiblemente se trateba de
portadores crénicos o insparentes. Los casos agudos espectaculares fue

ron muy escasos como se deduce de las historias clfnicas,

La formacién de diversos tipos de bandas en la prueba de irmunodifusién
segin el lugar de origen, puede interpretarse como derivados de cepas
diferentes.

La preparacifin del antigenc a pesar de su facilidad rasult$ infructuc
sa dadas las precarias condiciones de disponibilidad en la adquisicién
de animalss adecuados, pere, se recomienda gue su produccifin sea empren
dida répidamente puesto gue el vollmen de desplazamiento de eguinos es
alto y con obstdculos en la adquisiciﬁn.del antigeno no es posible ofre
cer un reletivo control a la invasién de animales infectados. Ademfis,el
precioc comercial es alto y existen tropiezos para obtenerlo oportuna -

mente.

En el planteamiento de la politica de contrsl a seguir en Colombia con
los animales infectados se suscitan dos interrogantes: 1. Como se tre~
ta de una enfermedad muy abundante en el pafs con un 16% aproximada -
mente (se advierte que no es dato estadfstico) y una cantidad aprecia-
ble de los animales 1§bcra normalmente, quizés por traterse de casos

de enfermedad inaparente, es légico pensar, gque si se aplica fusil
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sanitario sin compensacifin se presenta gren resistencie por parte de

los propietarios con el agravante de gue la poblacidn eguina se veria
peligrosam ente diesmads dada la gran cantidad de animales infectados.
2, Podria pensarse en convivir con la enfermedad, declerando zonas 1i
bres basedas en el diagnfstico de Coggins, evitando el acceso de ani
males de las zonas infectadas, e iniciar estudios de tipificacién de

cepas como base esencial en investigaciones ulteriores.



6. RESUMEN

Desde hace mucho tiempo se han presentado en Colombia gran canti -
dad de casos de enfermedad hemolftica cuye sfndrome anémico era

compatible con AIE. Como no existfa un mé&todo confiable de diagnds
tico no se conocia exactemente el grado de prevalencia de la enfer

medad,

Hoy dfa con la introduccién de la técnica de inmunodifusién de
Coggine se emprendid un muestreo & nivel nacional gue una vez es
tudiado arrojé un sorprendente porcentaje de positividad, 18.4%.
Los Departamentos estudiados fueron: Antiogquia 128 muestras, Clr
doba 40, Cundinamarca 306, Meta 166, Santander 45, Tolima 205 y
Valle 110 para un total de 1,000 muestras,

Para el diagnéstico se puso en prictica la inmunedifusién de Co-
ggins empleando el antigeno preparado por éste investigador,quién

gentilmente lo remitid liofilizadao al laboratorio.

También se prepard un antfgeno e partir de cepas nacionales,pero,
debido al escaso nimera de animales disponiklss, y, & que habfan
sido inoculados con virus de encefalitis equina en grandes dosis,
alterando posiblemente la respuesta inmunolfgice al virus de AIE,
se fracasf en el intento, pués el antigeno producidoc de éstos ani
males, nunca alcanzé el tftuls requerido para el montaje de la

prueba y las bandas formadas fueron muy débiles y difusas.



7. SUMMARY

Bince many years ago it has been the presentation of many hemolytic
diseases with anemie symptoms in Colombia which are very similar to
EIA. Due to absence of a safsty method for diagnosis, the prevalence

of this disease is unknown,

To day, with the Coggins immunodiffusion technigue a survey was

made in the countryto see the prevalence, and an 16,41% was detected,

Semples were taken from Antiogquia 128, 40 from Cordoba, 306 from
Cundinamarca, 45 from Santander, 205 from Tolima and 110 from Valle,

All samples were tested using ar antigen sended by Coggins. Antigens
with national strains were prepared but the low number of animals and
besides that they were used before for Veneszuslan eguine encefalitis

assays good results wen not obtained, because reactions given by

these antigenswere very weakae,



2o

Se

6.

74

S

BIBLIDGRAFTA

BOULANGER, P. et al. 1969, Equire infections Anemia: Pre =
liminary investigation of the complement fixation test
for the demonstration of antibodies and antigen. Canadian
Jour. Comparative Medicine. 33 (2):148-153,

COGBINS, L, and L, NORCROSS. 1970. Inmunodiffusior reaction
in Equine infectious Anmemia. Cornell Vet., {EE.UU) (2):

330 -338.

y arnd V, PATTEN., 1970, Irmunodiffusion test for Egquine
Infectious Anemia. U.5. Animal Heglth Ass. Proc, 74:566-571,

DITCHFIELD, J. 19687, Eguire Infectious Anemiz; a review of

the dissase and diagnotic test, Canedian Vet. Jour, 8:273-278,

EL - ZEIN, A.; W. L. MYERS and D. SEGRE, 1968, Behavior of

Equine Infectious Aremia virus in dell oulture and developmernt

of a disgnostic test for the disesse. Jour. Inf. Dis, 118:
473-480,

GRANZIEN, C, K, and L, G. NEWTON. 1968. Sideroleucaocytes as a
diagnostic aid in Eguine Infecticus Anemia. Australian Vet,
dour. 44:406 -412,

GORET, P.; C. MICHEL and B, TOMA. 1967, Le diagnestic de
L' anemie Infectieuse du cheval. Les cahiers de Medicine

Veterinaires. N. 5. pp. 1=15,

HART, L. T, and E. A. BROUSSAR II. 1973, Extraction of Equine
Infectious Anemia Inmunodiffusion antigen with the aid of
the cheotropic agent, tyocyanate. Appl. Microb. (EE. UU.)
25 {2):150 ~194,



55

9. HENSON, J. B, gt al. 1967, The diagnosis of Equine Infectious
Anemia using the complement fixation test, siderscite count,
hepatic biopsies and Protein alterations. Jour. Amer. Vet
Med. Ass, 151 :1830-1839,

10, y Bt 81, 1969, ' Inmurity in Equine Infectious Amemia,
Jour. Amer. Vet., Med. Assoc. 155:336=343,

1l. » Bt al. 1969, Recent research on the virology, seralogy
and pathology of Equire Infectious Anemiaz, Proc, 2nd., Int.

Conf. Equine Infectious Disesse (France), pp. 178-199,

12, HINCAPIE, 0. 1971, Detection of Equine Infectious Anemia virus
by inmunofluorescence in leucocyte cultures from infected

Horses. M.S. Thesis, New York, Correli University. 50 h,

i3, IBHII, S, 1963, Eguine Infectious Aremia of swamps fewvar,
Advances in Vet, Science (EE.UU) 8:263-296,

14, TISHITANI, R. 1970, Eguine Infectious Aremia, Nat, Inst. Anim.
Hlth, Quart. (Japan)i0:1-28 (Suppl.)

16, JOHNSON, A. W. 1969, Eguine Infectious Aremia., Annotation
Vet. Bull. (England)36:465-489,

16, KOBAYASHI, K. and J. KONO. 1966. Serial Passages of Equine
Infectious Anemia virus in horse leukocyte culture, Nat,
Inst. Anim, Hlth. Quart., (Japén}7:1-7,

}..l
]
]

KONG, Y. and K. KOBAYASHL, 1966. Complement fixatior of Equine
Infectious Anemia; I. Specificity of the test., Nat, Inst,
Anim. Hlth, GQuart, {Jepén)g:194-203,



18, KONO, Y, and K, KOBAYASHI. 1966, Complement fixation test of
E.I.A. II. Relationship between C. F, antibody respanse an
the disease. Nat, Inst. Anim, Hlth, Quart. (Japén)g8:204-207,

19, y &nd K, KOBAYASHI, 1967. BSpecificity of assay of Equine
Infectious Anemia virus in horse leukocyte culture. Nat., Inst.
Arim. Hlth. Quart. (Japén)7:138-~144,

20. KOND, Y. 1968, Characteristics of complement fixing antigent
of Equine Infecticus Anemia, Nat, Inst, Anim., Hlth, Guart,
(Japén)B:117-121,

21, , and YOKOMIZO Y, 1968, Attemps to cultivate Equine
Infectious Anemis virus in various types of cells. Nat.
Inst, Anim, Hlth. Quart {Japdn)g:182--186,

22, 5 KOBAYASHI and Y, FUKUNABA. 1970, Ismunization of
horses against Equine Infectious Anemia, with virus attenuate
of E.I.A. Nat. Inst. Anim, Hlth, Queart. {Japén)10:113 =122,

23, ; To TOSHINO and Y. FUKUNAGA, 1970, Growth characteristics
of Egquine Infectious Anemia virus. Archiv. ges virus-forsch,
Germany. 30:252-256,

24, MoBUIRE, T, C.y T. B. CRAWFORD and J. B. HENSON., 1972. Equine
Infectious Anemiam; Detection of Infectious virus, antibody
complexes in the serum. Inmunol, com, {EE.UU) 1(6):545-851,

25, MOORE, R, W.; C. W. LIVINGTON and H, REDMON, 1966, Preparation
and preliminary investigation of a precipitinogen for Equine

Infectious Anemia. South-Western. Vet. (EE,UU) 19 (3):187-191.

26. . 19689, Inmunologic properties associated with Egquine

Infectious Anemia; Findings. .Jour. Amer., Vet. Med. Assoc.
155:331.335,



57

27. MODRE, R, W. KATADA and H. REOMON. 1970. A method for the
continues culture of peripheral horses leukocytes. Amer,
Jour. Vet. Res. 31(3):463-467,

28. MOREMAN, D, E, and H, A, SMITH, 1966, A review of Eguine
Infectious Anemia. South western Vet, (EE.UU)19(3):183-186.

29. NAKAJIMA, H.; 5. TANAKA and G, USHIMI. 1958, Fractionation
of Equine Infectious Anemia Virus by dietylamine ethil
cellulose chrometography and sucross density gradient
centrifugation, Net. Inst, Anim. Hlth Quart. (Jap&n)
8:57-63,

30, s TANAKA and C, USHIMI. 1869, Phisiocochemical studies
of the Eguine Infectious Amemia Virus. I. Buoyant density

of the virus. Archiv., ges. Virus-Forch., Germany, 26:389-394,

31. + TANAKA and C. USHIMI. 1969, Phisicochemical studies
of the Equine Infectious Arnemia Virus. II. Sensivity of the
virus to trypsin. Archiv, ges Virus~Forch, Bermaney.

26:395 «397.

az, : TANAKA and G, USHIMI. 1970. Phisicochemical studies
of the Eguine Infectious Anemia wirus. IV. Determination of
the nucleic acid type in the virus. Archiv. ges virus-Forch,
Bermany. 31:273-280,

33. : and USHIMI, 1970. Characterization of precipitating
antibody in Equine Infectious Anemia, Jour, Inmunol, (EE.LL)
107(3) :885-894.

34, : Y. KONO end C, USHIMI, 1971, Characterization of
precipitating antibody in FIA, Jour. Inmunol. (EE.UU)107
(3) :889-894.

35, : and C, USHIML. 1971. Inmunodiffusion studies of purified
Fquine Infectious Anemia virus. Infection an Inmunity (EE.UU)
" 3(3):373-377.



36.

37.

38,

39.

40,

4l.

a2,

58

; N.L. NORCROSS end L. COGGING. 1572, Demonstration of
antigen identity between purified E.I.A. virus and antigen
extracted from infected horses spleen, Infection and Inmunity
(EE.UU)E(3) :416-417,

. ; and C., USHIMI., 1972. Detection of precipitating
antibody in E.I.A., by concentrated virus antigent. Nat.
Inst. Hlth. Guart, (Japfin)l2:47-83.

OSBOLDISTON, G, W.; J. R. COFFMAN and S. M. KRUCKENBERG. 1970.
Biochemical differentiation of Equire Anemias. Jour. Amer.
Vet., Med. Ass, 157:336-343,

PEARSON, J. E. 1972. Equine Infectious Anemia diagnosis and
prevention. Io, State Univ. Vet. (EE.UU) 34(2):75-84

SBAURINO, V, R, et al. 1966, Inmuno-diagnostic relations of
three clinical types of Eguine Infectious Anemia. Jour.
Amer. Vet. Med, Ass, 149(11):1416-1422,

. 1969. The inmunologic response to Equine Infectious

L

Apemia, Jour. Amer, Vet, Ass. 155: 345-349,

TANAKA, K, and K, SAKAKI. 1962. Neutralization test on serum
from horses infected with the wvirus of Equine Infectious
Anemia. Nat. Inst. Anim, Hlth. GQuert. (Japdn) 2(3):128 -139.

USHIMI, C.; H., NAKAYIMA and S. TANAKA, 1570. Demostration of
Equine Infectious Anemia viral antigen by 1inmunof luorescence.
Nat. Inst. Anim., Hlth., Quart. (Japén) 10:90-91.

YAMAMOTO, H. and 8, KONNO. 1867, Phatological studies on bone
marrow in Equine Infectious Anemia. II. Histophatoleogy of
vertebral, sterral and femoral bone marrow. Nat. Inst, Anim,
Hlth, Quart. (Jap&n)7:40 -53.



59

45, YAMAMOTO, H, and S, KONNO, 1967, Phatological studies on hone
marrow in Equine Infectious Anemia. Nat, Inst. Anim., Hith,
Quart. (Japén)7:81-97.

48, YOSHIND, T; H. YAMAMOTO and A, OKANIWA. 1970. Firne structure of
basofilic round cells of the spleen and lymph nodes ir Egquine
Infectious Amemia. Nat. Inst. Anim, Hlth, Quart., {Japén)
10:11-25.



	MICROBIOGRAFIA

	TABLA DE CONTENIDO

	LISTA DE GRAFICAS

	LISTA DE TABLAS

	1. INTRODUCCION

	1.1. Naturaleza del problema

	1.2. Objetivos


	2. REVISION DE LITERATURA

	2.1. Historial

	2.2. Busceptibilidad

	2.3. Mecanismo de infección

	2.4. formas clinicas

	2.5. Inmunidad

	2.6. Mecanismo de la aparición de la anemia

	2.7. Caracterización y cultivo

	2.8. Diagnostico 
	2.9. Patologia

	2.10. Inmunización
 

	3. MATERIALES Y METODOS

	3.1. Preparación del antigeno

	3.2. Montaje de la prueba

	3.3. Obtención del antigeno wyoming

	3.4. Obtención de los sueros


	4. RESULTADOS Y DISCUSION

	4.1. Antigeno

	4.2. Sueros

	4.3. Resultados


	5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

	6. RESUMEN

	7. SUMMARY

	BIBLIOGRAFIA


