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IDENTIFICACION DEL HERPESVIRUS EQUINO EN FINA SANGRE DE CARRERA.

IDENTIFICATION OF THE EQUINE HERPESVIRUS IN THOROUGHBRED.
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INTRODUCCION: La Rinoneumonitis equina (RNE) es una enfermedad infectocontagiosa, producida por los Herpes virus
equinol y 4 (EHV-1 y EHV-4). Afecta principalmente a caballos pvenes provocandoles una alteracién en su sistema
respiratorio. En el caso de los equinos fina sangre de carrera (f.s.c.) esta alteraciéon provoca la inhabilidad de participar en las
competencias con las consiguientes mermas econémicas para el propietario.

El Gltimo aislamiento publicado en Chile fue en 1985 desde un feto abortado.

El objetivo de la realizacion de este estudio fue aislar e identificar al Herpesvirus equino utilizando 20 muestras provenientes
del aparato respiratorio superior de equinos que presentaban sintomatologia respiratoria en sus inicios. El diagnéstico se
realiz6 utilizando 3 técnicas de laboratorio, para el aislamiento se utilizé el cultivo celular y se identificé por medio de la
inmunofluorescencia directa (IFD) y la Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR).

MATERIALES Y METODOS: Este estudio fue realizado en el Laboratorio de la Unidad de Virologia del S.A.G. durante el afio
2002. Las 20 muestras se extrajeron en Marzo del afio 2001 por medio de térulas nasofaringeas de equinos f.s.c del
Hipédromo Chile con sintomatologia respiratoria en sus inicios. El aislamiento se realiz6 con 3 tipos de cultivos celulares:
cultivo primario de rifién fetal bovino (RFB), linea celular de rifio n fetal de conejo (RK-13) y la linea celular de rifion fetal de
ternera (MDBK).

Para el desarrollo de la IFD se utilizé la linea celular RK-13 y el conjugado 640 OE DV 9101 para EHV-1 de NVSL, Ames,
lowa, USA.

Para la extraccion del ADN viral se realiz6 con el protocolo del kit comercial Wizard Genomic DNA purification®, de Promega.
Y para la PCR se utiliz6 un protocolo basado en estudios efectuados por Rimstad y Hyllseth, en 1994 y Godoy en el 2002,
con partidores localizados en el gen gp13 del EHV-1. El segmento de ADN a amplificar es de 370 pares de bases (pb).

En las 3 técnicas se utilizd como control positivo la cepa de referencia internacional para EHV-1, obtenido de USDA, NVSL,
Ames, lowa, USA.

RESULTADOS Y DISCUSION: De las 20 muestras analizadas se obtuvo 3 resultados positivos los que fueron confirmados
por las 3 técnicas oficiales para la RNE, por la OIE.

En el aislamiento por cultivo celular se observé diferencias entre las lineas celulares y el cultivo primario, visualizdndose un
mejor y mas claro efecto citopatico especifico (e.c.e) en las lineas celulares. Esta diferencia en el resultado de los cultivos
celulares puede deberse a que como primera opcion se utilizan los cultivos provenientes de equino, por ser mas sensibles al
igual que las lineas celulares RK-13, MDBK y BHK-21 (OIE Manual, 2000).

El resultado de las 3 muestras positivas analizadas por IFD se observaron con una fluorescencia verde manzana, en donde
se vio mas intensa a nivel de citoplasma y membrana nuclear delimitando al ntcleo. Cortés (1982) sefiala que el primer lugar
donde aparece la fluorescencia especifica es a nivel del nicleo y a medida que pasan las horas aparecera a nivel de
citoplasma.

El resultado de la amplificacion en la PCR se realizé por medio de electroféresis con gel de agarosa al 2%, y los resultados
obtenidos en las muestras positivas fue el fragmento esperado de 370 pb, y no se observaron amplificaciones inespecificas
en las reacciones de las muestras y en la de los controles. Los partidores utilizados en esta técnica son especificos para
ambas cepas ya que comparten antigenicidad y presentan una homologia del 76% (Rimstad y Hyllseth, 1994) La PCR es una
de las técnica mas sensibles, sin embargo es trascendental seguir los procedimientos de forma rigurosa para evitar
contaminaciones cruzadas.

Berrios en el 2002 sefiala que “debido a la situacién epidemioldgica silente de la enfermedad cabe pensar seriamente en la
inutilidad de vacunar en Chile contra la RNE. Debido a que desde 1985 no se han detectado caso de aborto viral herpético”.
Sin embargo en un Haras de la regién metropolitana el afio 2003 se observaron abortos 2 afios consecutivos con un
porcentaje de un 80 y 60% respectivamente. A pesar de las vacunaciones se observaron abortos y el diagndstico se confirmé
por serologia y aislamiento en cultivo celular.
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CONCLUSIONES: De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio se concluye que la RNE es una enfermedad que
se encuentra prevalente en lugares donde se concentra la masa equina, y al ser una infeccién latente se debe prevenir por
medio de la vacunacién en conjunto con las practicas adecuadas de manejo.

Por la rapidez con que se disemina y la importancia que presenta la RNE tanto en hipddromos como en Haras, es necesario
tomar las muestras en forma adecuada y realizar un diagndstico rapido y seguro para prevenir la propagacién de la
enfermedad.

REFERENCIAS:

O.l.E. MANUAL, ORGANIZACION MUNDIAL DE SANIDAD ANIMAL. 2000. Manual of Standards for Diagnostic test and
Vaccines. 42 Edicion. Equine Rhinopneumonitis. cap.: 2.5.7. pp.: 565-575

CORTES, F. 1982. Aplicacién de la técnica de inmunofluorescencia directa al estudio del virus de la Rinoneumonitis equina
(EHV-1) (Tesis Med. Vet.) .Santiago, Chile, Universidad de Chile. Facultad de Medicina Veterinaria.

GODOY, C. 2003. Identificacién del Virus Herpes Equino 1y el Virus Herpes Equino 4 en Chile, por la implementaciéon de la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y por Andlisis de Enzimas de Restriccion (PCR-RFLP), utilizando
cepas de referencia internacional. (Tesis Med. Vet.) Santiago, Chile, Universidad Mayor. Facultad de Ciencias
Silvoagropecuarias.

Portada/ Indice Posters/ Contacto/ Imprimir

ADERO S D IN OE PROTEL 1IN PECUAR A f BOLETIN WETERIMARIO OFICIAL LUD E INOCUIDAD DE LI IMENTOS

file://E:\base\6.htm 15-11-2004



