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RESUMEN

En el presente estudio se realizé el aislamiento del
virus de Influenza equina de muestras nasotraqueales tomadas
a caballos de 2-6 &ﬁos de édad’de 1a raza pura singre Inglés
localizados”en las instaldcfdnes del‘Hip6dr056 He las Améri-
cas en 1a ciudad de Héxico dichls muestras se inocularon en
embriones de pollo spf de 9 dfas de. embrionldos en los que -
se relljzaron cu;tro;pasaje§:obteniéndose<el 20! de los ca--
sos, positivos y tftulbs‘&e;l:iﬁo-l:IOZQO al tipificar el vi

rus aislado resulté positivo.al‘antisuero A equi 2/Mianmi.

Conjuntamente se realiz6 '1a detecci6n de los diferen
tes niveles de anticuerpos inducidos por la yacunacién y vi-
rus de campo dg‘muesfras séricas pares (A'y B) tomadas a los
7y 28 dfas de vhcunados a caballos pura f.za espafiola, a --
los 7 y 21 dfas se tomaron a caballos pura sangre Inglés pa-

ra 1a detecci6n de anticuerpos por virus de campo.

Las muestras se corrieron por la prueba Inhibicibn -
de la Hemoaglutinacién (HI), los tftulos de anticuerpos indu

cidos por la vacunacién fueron md&s altos que 1os estimulados



por el virus de campo siendo los mayores titulos para el sero
tipo A equi 1/Praga en todas las muestras. Las pruebas de la-
boratorio se corrieron en el Centro Nacional de Referencia en
Salud Animal ubicado en Santa Ana Tec&mac Edo. de Mé&x. Cabe-
mencionar que es el primer trabajo que se realiza sobre Aisla

miento del virus de Influenza equina en México.



IT. INTRODUCCION

La Influenza equina es una enfermedad epizootica de -
etiologfa viral la cual se encuentra en todos los lugares de-
crfa y explotaciones caballares expandiéndose con rapidez --

afectando principalmente a potros o caballos viejos.

El nombre de Influenza equina le fué denominado al --
realizarse el primer aislamiento del virus causante de la en-
fermedad en Checoeslovaquia en el afio de 1957, ya que formaba
parte de un sindrome respiratorio sin conocerse el lgehte es-

pecifico.

En México estS presente en forma latente todo el afio-
siendo més manifiesta en los cambios climéticos principalmen-
te al final del otofio y gran parte del invierno, (Octubre a -
Febrero). Cuando se llega a presentar en primavera o en el -
verano es debido a cambios bruscos de temperatura y el tiempo
postvacual ha ya sobrepasado los 120 dfas descubriéndose tftu
los de anticuerpos muy bajos incapaces de progeter (37, 36),-
es hasta ahora lo que se ha venido observando en los Gltimos-
afios y su diagn6stico habia sido meramente cifnico. Al obser

var 1a similitud de los signos con otras enfermedades respira



torias surgid la inquietud de aislar el virus para demostrar-
Su presencia en varios brotes y conjuntamente corroborarlo --
con pruebas séricas mediante la deteccidn de anticuerpos espe
cificos asi como evaluar la utilidad que aportan las medidas-
de vacunacidn para poder realizar nuevos programas preventi--
vos e implementar las pruebas menos sofisticadas para su diag
ndstico; todo esto con el fin de evitar futuras pérdidas eco-
némicas en todos los sectores de explotaciones equinas asf co

mo colaborar a la proteccién de la salud animal.



I1I. OBJETIVOS

a).- Generales.

1.- Demostrar la presencia del virus tipo Influenza-
como causa de los trastornos respiratorios dentro de las ins.

talaciones del Hip6dromo de las Américas.

2.- Reafirmar el objetivo anterior mediente la detec-
cibn de anticuerpos-séricos’& desarrollar buehoSﬁprograpas’-~
preventivos de l1a enfermedad. Asi‘con0'ia motivaciOn de Médi
ccs Veterinarios al desarrollo de nuevos trabajos los cuales-
resulten de gran utilidad a quienes ejerzan la profesibn y la

clinica equina.

b).- Particulares.

1.- Aislar el virus de la Influenza Equina para detec
tar el serotipo especffico causante de los brotes presentados

anteriormente en el HipSdromo de las Américas.

2.- Detectar los diferentes niveles de anticuerpos in
ducidos por la vacunacibn y virus de campo para compararlos-
entre sf a los 7 y 21 6 28 d%fas de vacunados o iniciados los-

signos clfnicos de la enfermedad.



IV. DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

INFLUENZA EQUINA

La Influenza Equina es una enfermedad de etiologfa vi
ral provocada por cualquiera de los dos serotipos del Mixovi-
rus de tipo Influenza, A equi 1/Praga o A eQui‘Z/Niamia carac
terizada por expanderse r&pidamente en las poblaciones equi--
nas con una alta morbilidad y baja mortalidad o nula afectan-
do con mayor severidad a animales jOvenes o muy viejos (3, --
II). Su incidencia es epiz6tica, manifestSndose con mayor --
frecuencia en el otofio e invierno y los signos m&s cominmente
observados son una tos frecuente y reseca que puede llegar a-
durar hasta 15 o 21 dfas e incluso més o desaparecer durante-
fa primera semana, fiebre los primeros 2 a 4 dfas de iniciada

la enfermedad y descargas nasales acuosas (5, 38).

Esta enfermedad es exclusiva del tracto respiratorio-
ya que é&ste tipo de virus tiene una gran afinidad por las pro

tefnas que en estos sitios se secretan (5, 17, 16).



a). HISTORIA

Antiguamente a la Influenza Equina se le conocfa co-
mo sindrome respiratorio (17, 38) por desconocer las causas-
que provocabah los trastornos en las vias respiratorias, jun
to con Rinoneumonitis Viral‘quiha y Arteritis Viral Equina.
E1 aborto que ahora se conoce producido por Rinoneumonitis -
éntes se decfa que era una secuela de I. Equina; hasta 1932-
que se comenzaron a diferenciar las causas de los transtor--
nos respiratorios y la primera fué Rinoneumonitis 1laméndose
le Virus de aborto equino. En 1956 investigadores en Praga-
Checogslovaqgia. 1ogrhron aislar en'éib?\ibs;VgI vfrys,de in
fluenza,gﬁuiﬁa. al menos, es el prihgr reporté que se conoce;
el virusAfué;identificado>com§'dﬁ subt ipo qﬁ ﬁfxovjrus,ln; -
fluenza A y el #erotipo"fué designado como'actuaimente se co
noce, A equi I/Praga 1956. En 1957, fué aislado en los Esta
dos Unidos; en 1963, en Inglaterra y a la fecha se ha aisla-

do en muchos otros pafses.

En 1963 fu€ aislado en los Estados Unidos un virus -
que provocaba los mismos signos élin'cos que A equi ] pero -
més severos y fué designado A equi 2/Miami/63. Este mismo -
virus fué aislado en Inglaterra, Irlanda, Francia y poste- -
riormente en otros pafsesde Europa Occidental por el movi- -

miento de animales enfermos (5, 38).

Hasta ahora, son dos los serotipos de Influenza Equi



na que se conocen. El A equi I/Praga/56 A y Equi 2/Mami/63,
dos virus muy similares pero antigen&ticamente diferentes; -
tales diferencias existen en las Hemoaglutininas y en las --

Neuroaminidasas (32).

b).- ETIOLOGIA

La 1nf1henza.£quina es ‘una enfermedad causada por un
virus RNA de tipb Influen;q'qué,correSpohde a uno de los sub
grupos de los Mixovirus, En‘esté“gfupo.se encuentran los vi-
rus de tipo'lnfluen?a:y Pardinfiuenza (21), o cbnocidos tam-
bién coﬁoaOr;omixpv{rus y;Paramixoyirus:o Nigovirus I y-Il -
(9). E1 nombre Mixovirus fué. derivado por la. afinidad de es
te virus hacia las mucoproteinas, de ahf su se]ectibidad por
el tracto respiratorio de dfferentes,eSpecies. el cual es ri
co en mucoprotefnas por 1o tanto ambos Serofipos tienen en -
com@n un nGmero de propiedades (9, 24, 13). Y. han sido ast -
clasificados por las diferencias que existen entre ambos vi-
rus y aln en cada subgrupo existen varijos tipos y subtipos -
de Virus (Cuado 1). Sus principales diferencias estdn dadas
por las Hemoaglutininas que se localizan en la membrana que-
recubre 1a superficie y las Nucleoprotefnas internas; ambas-
actian dando la antigenicidad especifica de cada serotipo --
(13, 24, 9, 30). Las diferencias en la morfologfa de los --
Mixovirus han conducido a ir realizando una clasificaci6n de

acuerdo a su estructura, propiedades de cada serotipo y com-



sicidn quimica principalmente.

Morfologia

E1 Virus tipo Influenza es de forma esférica, mide -
aproximadamente de 80.a 120 nm. (800-1200 i). en su genoma -
contiene RNA y en su superficie muestra pequefias proyeccio--
nes que corresponden a las Hemoaglutininas y Neuraminidasa,-
se desconoce el porcentaje de cada una, ambas=proporcionan -
la antigenicidad del virus; a los lados de las protusiones -
muestra pequefios filamentos que'talovei sean los que determi
nan 1a antigenicidad especffica de los serot1bos (13, 24). -
Las proyecciones”qhe corresponden a las Hemoagluiininls son-
cilindricas y miden aproximadamente de 80-100 K'(za); la --
Neuroaminidasa contiene subunidades de -ayof'cdnplejidid en-
su morfologfa, es cilindrica de aprox. 80 x 50 A con una pro
longacién de 10 i al final (24), la membrana es poco rigida-
y mide aprox. de 60 a 100 A de grosor. Muestra una ;inetrih
cGbica dnicamente en los ac. nucléicos y proteinis de la en-
voltura del virus de Influenza que encierran de 5 a 6 subuni
dades, en su interior el RNA se encuentra en forma helicoi--

da) (espiral) que corresponde a)l antfgeno RNP (proteinas ri-
bonucléicas) (13).

Propiedades

Las propiedades que cada virus posee dependende va--

rios factores, es por eso que existen una gran cantidad de -
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diferencias entre cada virus. Estas propiedades entre otras
estdn dadas principalmente por su estructura, composicibn --
quimica, tipo de huésped y afinidad por determinados tejidos.
Una de las principales propiedades es la de Hemoaglutinacidn
de células rojas (eritrocitos) de diferentes especies o am--
bos serotipos hemoaglutinan eritrocitos de caballo, humano,-
coballo, ovinos, bovinos y aves, siendo éstos Gltimos los --
m&s utilizados prefiriéndose que sean de gallo (13, 24, 9);-
se sabe que puede hemoaglutinar de otras especies pefo ain -
no se tienen bien estudiados, produce efecto .citopstico en -
cultivos celulares a las 8-12 hrs. post-inoculados (22), --
otra propiedad es que se puede reprodutir en el laboratorio-
en embribn de pollo de 9 dfas de embrjénados inqcu1ados por-
las vfas alantoidea y amnibStica y en cultivos celulares. Es
aislado de exudados nasales, en el diagnéstico reaccionan an
te las pruebas Inhibicién de la Hemoag)utinaciGh (HI), Fija-
ci6n de complemento (FC®) e Inmunodifusién en Gel (IDG) sien
do HI la més utilizada (4, 5, 15), es inactivado el virus --
por calor, luz ultravioleta, formaldehfdo, solventes orgéni-
cos grasos, detergentes sintéticos y agentes oxidantes (4, 5
16) .

Composirnibn quimica

Su composicibn quimica general est8 formada por pro-
tefnas, 11pidos y caribohidratos en diferentes proporciones.-

Dependen de las funciones que desarrolle cada estructura del
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virién. Al ser desintegrados los Mixovirus en los componen-
tes que lo forman observamos las proporciones que muestra el
cuadro nGm. 2 y sus partes son de afuera hacia adentro fila-
mentos, Hemoaglutininas, Neuraminidasa, membrana, Ribonucleo
protefnas y genoma. Los filamentos y Hemoaglutininas gst&n-
formados por glicoproteinas; la neuraminidasa son enzimas de
estructuras netamente protéicas. La membrana est§ formada -
por lipoprotefnas, las ribonucleopfoteinas son polipéptidos-
en forma helicoidal y el genoma son Ac. nucléicos que contig

nen la informacién genética del virus (13, 24).

Clasificacidn y Nomenclatura

Los‘ﬂixovirus pertenecen al grupo de virus tipo RNA-
y an sido divididos en dos,sﬁbgrupos: virus tipo Influenza y
virus Parainfluenza. La Influenza pdsee los tipos A, B y C-
baséndose en sus caracterfsticas antigénicas de las nucleo--
protefnas internas denominadas antigeno (NP), las hemoaglutji
ninas Ag. (H), y las neuraminidasas Ag. (N), H y N tienen --
una antigenicidad muy &érradl por ser antfgenos externos y -
caracteristicos del virus Influenza tipo A los cuales deter-
minan los diferentes serotipos. Otros elementos de la nomen
clatura incluyen el huésped del cual fué aislado el virus, -

situacibn geogrdfica y afo en que fué aislado.

Los antfgenos H en humanos son tres, en quinos dos,-

en cerdos uno y en aves ocho, los antigenos N en humanos --

¢
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existen dos, en cerdos uno, en equinos dos y en aves cuatro-
de origen aviar por lo que antigénicamente quedan agrupados-

en doce subtipos antigénicos H y nueve subtipos antigénicos-

N (30).

Los virus Influenza tipos B y C Gnicamente se han re
portado en humanos, los virus Parainfluenza en humdnos y ani
males, (cuadro 3) (15, 24), los Ags. H y N pueden ser separa
dos de la membrana y estudiados independientemente asf como-
estimular la producci6n de anticuerpos especificos contra ca
'da uno y determinados por las pruebas (IDG) y (HI), hasta --
ahofa'los virus de Influenza equina han quedado clasificados

de la forma siguiente:

a).- A/equi/Praga/56, (Heql Neql); A equi 1/)raga/56.
b).- A/equi/Miami/63, (Heq2 Neq2); A equi 2/Miami/63.

La clasificacibén de los virus A en humanos, aves y -
cerdos es igual a 1a descripcifn anterior de acuerdo a cada-

uno de los serotipos antigénicos H y N. (31).



CUADRO No.

13

1.- Diferencias entre Influenza y Parainfluenza.

Influenza Parainfluenza
Estructura.
-]
Tamafo de Ta partfcula 800-1200 A 1500-2500 A
Filamentos comunes no usuales
Ag. RNP, diSmetro 90 A 170 A

Ag. RNP, estructura
Coeficiente de sedim. RNA

Hultiplicacidn
Sensibilidad a 1a Actinom.
Sitio de acumul. del RNP

Genéticos. ‘

Fen6meno de Von Magnus
Rango de recombinacién
Reactivacibn de la mul-
tiplicaciobn

Inactivacién de cepa ’

doble hé&lice
30 S

sensible

nGcleo

(+)

alto

(+)

hélice simple
57 S

no sensible

citoplasma.

(-)
bajo

(15) Hilton B.L. 1969
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CUADRO No. 2.- Composicidn Quimica.

RNA  Protefnas Lipidos Carbohidratos

Virion de Influenza 0.9% 60-70% 25% 5-8%
Nucleocspside 10.0% 902 - -

Virién de Parainfluen-
2a. 0.9% 73% 20% 6%

Nucleocpside 4.0% 96% - -

(24, 15) Maramorosh K, and Kurstak E. 1972 y Hilton B.L. 1969.

CUADRO No. 3.- Clasificacidn de los Mixovirus.

Subgrupos del grupo Influenza Subgrupos de Parainfluenza
Influenza A: Enfermedad de Newcastle
(Virus Influenza tipo A Parainfluenza 1 (Sendai, vi-
de humanos, cerdos, equi rus hemoadsorcibn 2).
nos, patos y aves). Para influenza 2 (Virus aso-

ciados, Mixovirus de simio y

Influenza B. Parainfluenza de pollo tipo-
2).
Influenza C. Parainfluenza 3 (Virus hemo-

adsorcifn tipo 1 y Parain- -
fluenza 3 bovina).

Parainfluenza 4.

(15) Hilton B.L. 1969,
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c).- PATOGENESIS.

La patogénesis de la Influenza equina no ha sido bien
estudiada pero se pueden tomar como referencias algunos estu
dios realizados en humanos, hurones, aves y ratones. Aunque
existen diferencias entre cada especie en general es el mis-
mo procedimiento que sigue el desarrollo de la enfermedad. -
Se caracteriza por difundirse ripidamente, los animales la -
contraen por aspiracidén (inhalacién), para que la enfermedad
se de§arrolle y exista recugeracidq ¢ muerte depende de los-
factofgs ﬁde regulen el edhiiibrio entre agente, huésped y -

nediorambiente.

Por parte del agente son:

1.- Patogenicidad o virulencia.
2.- Capacidad de supervivencia.
3.- Capacidad de penetracién en las membranas de la-

mucosa.

Del huésped son:
1.- Mecanismos de defensa inespecfficos.

2.- Mecanismos de defensa fnmunol6gicos.

Medio Ambiente:
1.- Temperatura.

2.- Vientos y medios de comunicacién.
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E1 virus una vez inhalado tiene la capacidad de in--
fectar a todas las células del tracto respiratorio solo que-
parece replicarse con mayor facilidad en las vias altas del-
tracto, para que esto pueda suceder antes debe de vencer los
mecanismos de defensa inespecificos tales como 1a actividad-
mucociliar y microorganismos comensales de la flora bacteria
na y otros inhibidores que evitan la adhesi6n del virus, asft
como el arrastre por la secfecidn excesiva de moco y los re-
flejos tusfgeno o estornudo. EV virus logra pasar todas és-
tas barreras debido a propiedades que posee y factores am- -
bientales que le favorecen tales como las bajas temperaturas
que deprimen la actindad mucoc111ar. También gracjgs a las.
hemoaglutininas que posee logra la adhesidn en los recepto-
res-especificds que se encuentran en los cilios; una vez que
el virus lTogra adherirse a la mucosa necesita penetrar a las
células e iniciar su replicacifn debido a la accibn de las -
neuraminidasas, las cuales actGan sobre el sustrato (ac. neu
raminico), otros mecanismos tales como la fusién de membra--
nas, viropexis (energfa independiente) y pinocitosis se lle-
van a cabo en la penetracién. Una vez que se introduce ini-
cia el virus su multiplicacidn, es denudado en el citoplasma
de 1a célula, r&pidamente hay liberacifn de las polimerasas-
que inhiben el metabolismo celular para que utilice la infra
estructura de la célula y poder llevar a cabo su replicacién.
La transcripcién temprana ocurre donde los segmentos de los-

genes aportan su informacién al RNAm, le sigue la traduccién
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temprana a los ribosomas inicidndose la sintesis de ac. nu--
cléicos de la progenie que corresponde a la transcripcidn y-
traducci6n tardfa. También se sintetizan protefnas tardfas-
para el ensamble, todo esto lo realizael reticulo endopl&smi
co 1iso en donde es armada la estructura final del virus y -
liberado al citoplasma. Su maduracién ocurre y emigra poste
riormente a infectar otras células. E1 virus se multiplica-
mejor en células de las vias altas que en las bajas del trac
to, ya que los neumocitos I y II son pobres en retfculo endo
plésmico liso, asft la translocacifn es blogueada por la pro-

duccibn de surfactante por parte de éstas células.

La reproduccifn viral provoca dafios que desencade--
nan nuevos sistemas de atagque por parte del;ﬁuéspea. el pifs
mero es una reaccidn inflamatdria Tocal que atrae fagocitos-
predominando polimorfonucleares (PMN) un 90% en contraéte a-
fagocitos mononuc]eares (MN) encontrados en otras infeccio--
nes. Esto ocurre en la mucosa, las células 1nfl¥mator1¢s --
son expulsadas y el virus es adsorbido e inactivado debido a
1a actividad quimot&ctica de los fagocitos, luego es 1levado
a los 6rganos del sistema retfculo endotelial (SRE). Los --
leucocitos pirSgenos (PMN y MN) actGan en la interacci6n con
los virus sobre el hipot&lamo via sfntesis de prostaglandi--
nas "E" estimuld&ndolo a producir FIEBRES, mecanismo que va a
fnactivar las polimerasas liberadas por Tos virus y por lo -

tanto detener su replicaci6n., También pueden provocar fie--
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bres las endotoxinas liberadas como resultado de las necro--
sis celulares. Simultdneamente acude la inmunidad celular -
mediante la infiltracién de linfocitos T y B para dar la res
puesta especifica. Una vez que los anticuerpos (Acs.) espe-
cificos acuden al ataque viral, &stos bloquean las hemoaglu-
tininas impidiendo la adhesidn produciéndose también anti- -
cuerpos antinueraminidasa. Los anticuerpos logran lisar al-
virus désencadenando la actividad del complemento, ademis --
las cé&lulas infe;tadas pueden ser destruidas por dos mécanig
mos mediados por los anticuerpos que son las célulaS‘K }v1a-

actividad del complemento.

La actividad del interferon y las linfoquinonas no -
es ain muy clara pero se ha detéctado en pocas cantidades en
algunas epizootias de Influenza. El virus puede adherirse -
a muchas células, como a los eritrocitos pero no logra pene-
trar a ellos ast pocas horas depués es eludido y flciTmente-
detectado por fagocitos. In vitro puede replicarse eﬁ teji-
dos extrarrespiratorios pero in vivio es muy diffcil e inclu

s0 la viremia es raro llegar a observarla, (34).

Para que se desarrolle la enfermedad en equinos al -
igual que en humanos tienen que ocurrir 10s procesos que an-
terformente se mencionaron y va a depender de la capacidad -
de supervivencia de cada uno (agente-huésped) para que se --

desarroller la enfermedad hasta ocurrir la recuperacibn o --
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muerte en donde se impondrd la fortaleza de uno y la debili-

dad de otro.

Cuando 1a enfermedad se presenta en equinos, les pro
vocan lesiones multifocales en todo el revestimiento del --
tracto respiratorio, después de tres dfas la mucosa se vuel-
ve edematosa y con infiltracién linfocitaria. E1 grado de -
las lesiones dUran;e su desarrollo dependen principalmente -
de la edad del huésped, patogehicidad del virus, resistencia
del animalféfeciido. gérmenéﬁ‘de asocia;iﬁn y tritamiento 0-
cuidados que se tomen'coanOS'aﬁimqle§ éﬁ%ékmos. Cuando cau-
sa la'muerte/en potros. regularmente ocurre al cuarpo dfa --
posﬁ-ihfeéc{onyén promedio; i@dque’eINVifus es diffcil que -
1legue a causar 1a;muerte‘p9f751 s6lo. En la mayorfa de los

casos ha estado asociado a gérmenes como el Estreptococos --

zooepidermidiz. Los mis afectados por Influenza equina son-
los potros y caballos viejos, causindoles graves neumonfas -
(34) y cuando se ve en animiiés adultos es debido al seroti-
po A equi 2/miami. Cuano'ho existen asociacionés de gérme--
nes en la enfermedad la recuperacibn ocurre entre las tres -

primeras semanas post-infeccifn, (5, 17, 30).
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d).- SIGNOS CLINICOS

El primer signo que se presenta es la fiebre de ---
39-41°C, ocurre aproximadamente de 20 a 27 horas post-infec-
cibén y puede durar de uno a cuatro dfas (5, 39), después hay
anorexia, depresidn, inicio de exudados acuosos; al segundo-
o tercer dfa inicia-un; tos reseca y frecuente que puede du-
rar hasta tres semanas o mis si se encuentra asociada a gér-
menes bacterianos y no es tratada; pero si se tienen buenos-
cuidados con’elvpaciente suele desaparecer en trea a ocho --
dfas. Los exudados se van haciendo m&s espesos a medida que
transcurre la enfermedad o en ocasiones hasta retornan a pu-
rulentos debido a graVes:asociacionés. Si'no desaparecen --
los‘sigﬁos‘antes de ocho a diez dfas es muy séguro que exis-
tan gérmenes secundarios, encontréndose frecuentemente Es- -

treptococo zooepidermidis. Es una -enfermedad noble observa-

da en potros o caballos viejos en 1a mayorfa de los casos pe
ro que al asociarse con neumonfas bacterianas puede 1legar a

ser fatal, (1, 5, 39, 34).

Las lesiones macroscﬁpjcasacomdnmente observadas son
una inflamacibn de todo el tracto respiratorio con congestio
namiento de las mucosas, &stas est&n recubiertas por grandes
cantidades de exudados. En hembras gestantes aunque no se -
tienen evidencias claras en estadios tempranos, puede provo-
car reabsorciones embrionarias y en los Gltimos estadios 11-

geras anomalfas o debilidad en 1a progenie.
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Las lesiones microsc6picas consisten en bronquitis -
difusa, edema pulmonar, miocarditis intersticial, infiltra--
cidn linfocitaria en el tracto respiratorio, linfocitopenia-
que puede durar de unas cuantas horas hasta 4-5 dfas de ini-
ciada la enfermedad, le sigue una leucopenia y ‘en muy raros-
casos neutropenia (5). Los animales severamente afectados -
pueden sufrir lesiones en hfgado, aumento en la bilirrubina-
sérica_y enzimas, descamacién de los cilios respiratorios --

lleginddSe a réportéf encefalopatfas, (5, 35).

e).- DIAGNOSTICO

La Influenza equina'puede-ser djagnos;icada presun--
cionalmente por sus signos ;ffnicos. FPaba unwdiqgnﬁstico es
necesario el uso de pruebas. de ldboratorfo. las que ahora se
utilizan son la Inhibicibn de lavhemoag]dtinaciﬁn (HI), Inmu
nodifusién en Gel (10G), y.FijgciGﬁ de Complemento (FC'). --
Pruebas para las que se requiere teher el antfgeno especfifi-

co previamente tipificado (2, 5, 28, 25).

La prueba Inhibici6n de la hemoaglutinacibn consiste
en detectar los diferentes niveles de anticuerpos especifi--
cos en el suero de animales ya sean aparentemente sanos, en-
fermos o sospechosos de alguna enfermedad "X". Al correr la
prueba con antfgeno ya conocido y eritrocitos de alguna espe

cie capaces de ser hemoaglutinados por el virus que estamos-
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usando, al no haber hemoaglutinacidn nos indica que en el --
suero muestra existen anticuerpos especificos contra el anti
geno usado; al unirse antfigeno anticuerpo se bloquea la hemo
aglutinacidn precipitdndose los eritrocitos en un tiempo --

aproximado de 30 min. (5, 29, 39).

Las pruebas Fijacifn de Complemento e Inmunodifusién
en Gel no se utilizan por tener mayor grado de complejidad -
pero son muy {itiles en el diagndsitco de enfermedades vira--
les en donde elnvirps no tieneuia cab;cidad de hemoaglutinar.
El diégnﬁstico‘mediante‘el‘aisiémiénto del virus resulta muy
complejo, sin embargo se pdede realizar siguiendo las técni-

cas ya establecidas, (4, 5, 11, 16).

f).- PROFILAXIS, CONTROL Y TRATAMIENTO

La medida més segura de prevenir la enfermedad de In
fluenza equina en zonas epizobticas es mediante la vacuna- -
cién bivalente (serotipos A equi 1 y A equi 2), los cuales -
deben de aplicarse juntos. Repartir la vacunacifn a las dos
0 cuatro semanas para estimular la respuesta secundaria a la
produccién de anticuerpos y posteriormente cada cuatro o cin
co meses en lugares donde se encuentren en confinamiento, --
previamente a los cambiso climfticos mids severos y cada seis
meses en los lugares en que se encuentren mds aislados (5, -

20, 37). Se ha demostrado que en la primera aplicacifn el-
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titulo de anticuerpo mids alto es para el serotipo A equi 1 y
los de A equi 2 son tan bajos que en algunas ocasiones no --
son detectados por la prueba HI; en la segunda aplicaciGn el
tftulo mayor es para el serotipo A equi 2, (5, 36). Los ni-
veles de anticuerpos pueden variar dependiendo de los tftu--
los de antfYgeno inoculado asf como del vehfculo en gque se en
cuentre suspendido (adyuvante) principalmente sin desactar -

los cuidados de conservacién y manejo de las vacunas.

Después de la vacunacién los niveles de antituérpos-
alcanzan su pico hasta los 50 6 60 dias post vacunaci&n man-
teniéndose hasta los 120 dias aproximadamente comenzando 3 -
descender a parttr de estos dfas. En qlgqus}animales‘a los
130 dfas ya no sbn’detectédos pbr la prﬁeba Hi pdr 1o que es
necesario aplicar una revacunacifin y no eésperar a que los ti
tulos deciendan hasta cero. (37, 36), ver cuadros uno y dos.
Los caballos con cuatro meses previamente vacunados en un --
brote mostraron signos de la enfermedad tan[sevéros como los
no vacunados, (36). En la vacunacién hay dos pa?lmetros que
se deben considerar y estudiar a fondo en los sistemas de va
cunacibn y son la antigenicidad (capacidad de inducir la pro
duccibén de anticuerpos) y la inmunogenicidad (capacidad de -

conferir resistencia a las infecciones), (7).
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CUADRO 1.- Tftulos de anticuerpos de la hemoaglutinacidn del
virus A equi 1.

Dfas de vacunados

Potro

0 21 41 75 104 131
1 5 80 640 320 320 20
2 5 -- -- 160 320 0
3 5 160 -- 1280 160 20
4 5 20 160 160 320 0
5 5 40 160 40 -- 0
6 5 80 160 320 320 0
7 5 160 640 1280 160 0
8 80 160 640 -- 0
9 5 160 640 640 640 80
10 5 320 320 320 40
X 5 97.5 360 516 320 16

-- = No realizado.

(37), Turnes C.G., Pereira J.C. y Moreira C. 1979,
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CUADRO 2.- Titulos de anticuerpos inhibidcres de 1a hemoaglu
tinacién del virus A equi 2.

Dfas de vacunados

Potro
0 21" 41 75 104 131
1 5 80 320 160 40 0
2 5 -- -- 160 160 0
3 5 80 -- 320 160 20
4 5 20 80 320 80 0
5 5 20 160 320 -- 0
6 5 80 160 320 80 0
7 5 80 320 640 80 0
8 5 40 80 1280 -- 0
9 5 40 320 1280 80 40
10 5 40 320 1280 160 40
X 5 53.3 220 608 105 10

-- = No realizado.

(37), Turnes C.G., Pereira J.C. y Moreira C. 1979.

Como control en esta enfermedad es muy importante -
que se tengan todos los cuidados necesarios con los animales
enfermos ya que no existe un tratamiento especffico, los que
se practican son con el fin de evitar complicaciones secunda
rias y ayudar al animal a sanar mds rédpidamente por sf salo.

Los principales cuidados son evitar el ejercicio, que esté -
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el lugar ventilado perc gque no tenga corrientes de aire, gue no
descienda mucho la temperatura y no permitir la entrada a las
instalaciones de animales no vacunados o que hayan estado en

lugares enzodticos, (1, 38, 5).

El tratamiento de Influenza equina en parte es sinto
mdtico y con el fin de evitar infecciones secundarias por -
gérmenes oportunistas ya que no existe un tratamiento especi
fico. Los potros tratados con penicilina han respondido po-
sitivamente al tratamiento, (34), la ampicilina logra inhi--
bir el‘creéimiento del virus de Influenza pero no el de Para
influenza, ambos in vitro. Puede utilizarse in vivo y lo- -
grar buenos resultados, (15). Se debe de tomar la temperatu
ra constantemente para detectar -la secuencia de la fiebre la
cual debe de desaparecer en los primeros cuatro dfas. Se --
pueden aplicar medicamentos antipiréticos para ayudar a des-
cender 1a fiebre y en ocasiones se recomienda la vacunacifn
en los inicios de la enfermedad como medida terapéutica por-

la estimulacién répida de altos niveles de anticuerpos.
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V. MATERIAL Y METODOS

I.- Material utilizado en el aislamiento del virus.

a).- Hateria] Biol6gico:

1.- Se utilizaron‘1§ caballos de 2-8 afios de edad de
la raza pura sangre inglés de ambos sexﬁs alojados en las -
instalaciones del HipSdromo de las Américas en la Ciudad de-
México a los cuales se les tomaron muestras de exudados naso
traqueales entre los 2 y 6 dfas de iniciados los signos clf-

nicos sugestivos de Influenza equina.

2.- Se emplearon dos gallos que manifestaban todas -
Jas caracteristicas de madurez a los cuales se les tom§ san-
gre para la obtenci6n de glb6bulos rojos, los necesarios para

correr las pruebas de HA y HI.

3.- Gl6buius rojos de gallo al 0.5% y al 50% en sus-
pensi6n de PBS.

4.- Antisueros especificos A equi 2/Miami y una cepa
Saratoga que se utilizaron en la tipificaci6n del virus ais-

lado.
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5.- Embriones de pollo libres de patdgenos especifi-
cos (spf) de 9 dias de embrionados para utilizarlos en la re

plicaci6n del virus.

b) .- Material no biolégico:

1.- En 1a toma de muestras de exudados se utiliz6 -
una sonda nasotraqueal con una torunda fija en la punta, tu-
bos de rosca de 20 cc con medio para'cuftiyos celulares y --
articulds para la sujecibn y asepsié de las fosas nasales -

del 9aballa.

Reactivos:

1.- Medio para cultivos celulares.

2.- Antibidticos (penicilina, estreptomicina).

3.- Suero salino o agua bidestilada.

2.- En la replicaci6n del virus en el laboratorio pa

ra manejo y conservacidn de las muestras se utilizd un refri
gerador con congelador, una centrffuga y tubos estériles de-
20 cc de rcsca. Para la inoculacién de embriones se emple6-
un 1&piz, ovoscopio, algoddon, mechero, lanceta o aguja grue-
sa con punta en forma de bicel, jeringas de tuberculina de -
1 cc, agujas de 14 pulgadas de largo del No. 22 y agujas de-
3/4 de pulg., de largo del No. 25 y una iricubadora.
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Reactivos:
1.- Alcohol o lodo al 2%.

2.- Resistol o cemento Dupont.

3.- En la cosecha del flufdo alantoideo y amnibtico-
se utilizé algoddn, tijeras de punta; pinzas de diseccién --
sin diente de ratén, jeringas de 3 cc estériles con aguja, -
tubos de rosca de 5y 10 cc estériles, gfadillas, etiquetas-
para la identificacién dévlas muestras, mechero y congelados

a -70°c.

Reactivos:

1.- Alcohol o lodo al 2%.

4.- En la prueba de hamaglutinacién, para la prepara
cibn de las células (gl6bulos rojos de gallo) se util}zd dha
jeringa éstéril de 10 cc, agujas estériles de 22 x 32, algo-
dén, alcohol, balanza centrffuga, tubos édnicos y pipetas de
1.5 y 10 ml. |

Reactivos:

1.- Solucién Alsevers ({nticoagulante).

2.~ Solucibén buffer (PBS).

3.- Alcohol,

5.- Para el método de hemoaglutinacién en microplaca

se usaron microplacas de 96 cavidades con fondo en forma de-
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“U", pipetas microdilucidon y microtitulacion de 0.025 ml.

Reactivos:
1.- Solucibén buffer (PBS).
2.- Agua bidestilada.

3.- Bioldgicos: gldbulos rojos de gallo y antigeno.

II.- Para la deteccidon y determinaci6n de anticuerpos séricos

se conto con el siguiente material:

a).- Material Biolé6gico:

1.- En Ya deteccidn de anticuerpos estimulados por -
virus de campo se tomaron muestras pares de sangre para sue-
ro (muestras séricas) a los 7 y 21 dias de iniciados los sig
nos clinicos de 60 caballos alojados en las instalaciones --
del Hip6dromo de las Américas en la Ciudad de Méxjco, 30 ca-
ballos en el Brote I presentado en los meses de Diciembre de
1981 y enero de 1982 y 30 caballos en el Brofe Il presentado
en los meses de Marzo y Abril de 1982.

En 1a deteccifin de anticuerpos estimulados por virus
vacunal se tomaron muestras séricas pares a los 7 y 28 dfas-
post-vacunales de 40 caballos de 8 meses a 8 afios de edad, -
de ambos sexos, pura raza espafoles, alojados en la granja -
"La Esperanza" del Sior Luis Gonzdlez Diez, ubicada en Texco

co, Fdo. de México.
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2.- Dos gallos a los cuales les fue extraida sangre-

para la obtencidén de gl6bulos rojos.

3.- Globulos rojos de gallos al 50% para el lavado -
de los sueros y al 0.5% para correr las pruebas de Hemoaglu-

tinacién e Inhibicidn de la Hemoaglutinacidn.

4.- Antfgenos especificos de Influenza equina (A equi
1/Praga y A equi 2/Miami) para la deteccidn y determinacifn-.

de los anticuerpos vacunales y de campo.

5.- En la inmunizaci6n se utilizaron 40 dosis de una
vacuna bivalente que contenfa los serotipos A equj 1/Praga y
A equi 2/Miami reprodu;ida en embrién de pollo, inactivada -
con formalina y suspendida en un vehfculo que tenfa como ad-

yuvante fosfato de aluminio.

b).- Material no Biolégico:

1.- En l1a toma de muestras séricas se utilizaron tu-
bos vacutainer de 10 cc sin anticoagulante al vacfo, agujas-

vacutainer toma miltiple, centrffuga y refrigerador.

2.- En el laboratorio para el lavado de los sueros -
se emple6 una tina de bafio marfa a 56°C, pipetas de 1 y 5 ml,

centrifuga, balanza, refrigerador y gradillas.



32

Reactivos:
1.- 0.04 grs. de Kaolin por muestra.

2.- Solucidn buffer (PBS)

3.- Para la prueba inhibicién de 1a hemoaglutinacién
se emplearon microplacas de 96 cavidades con fondo ovalado -
en forma de "U", pipetas microdilucidén y microtitulacién de-

0.025 ml.

Reactivos:
1.- Solucidn bufrer (PBS).
2.- Agua bidestilada.
3.- Bioldgicos: glébulos rojos, sueros tratados y an

tfgenos especificos.

METODOS

Los métodos practicados en el aislamiento del virus-
como en la deteccidén de los anticuerpos estdn establecidas -
por "Linbro Scientific Co., Inc. New Haven, C.T." y "Natio--
nal Veterinary Services Laboratories" de los Estados Unidos-
de Norteamérica. La técnica de inoculacion de embriones fue
extractada de médicos veterinarios capacjtados en esta rama-
que colahoran en el Centro Nacional de Regerencia en Salud -

Animal.
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La utilizacidn de cada una de las técnicas y su des-

cripcidn se mencionan a continuacidn:

1.- Técnica para el aislamiento del virus. Se des--
cribe el procedimiento en la toma de muestras de exudados y-

H

la replicacion del virus en el Taboratorio.

2.- Técnica de inoculacion en embridn de pollo. Se-
cita el procedimiento de inoculacién por las vias alantoidea

y amnidética, asi como la recolecci6n de los flufdos alantoam

niéticos.

3.- Técnica de hemoaglutinacién (HA). Se utiliza pa

ra la detecci6n de hemoaglutininas .y titulacién del virus.

4.- Técnica de Inhibicién de la Hemoaglutinacién (HI).
Se toma para la tipificacién del virus y la deteccién y de--

terminacién de anticuerpos séricos.

DESCRIPCION DE LA TECNICA PARA EL AISLAMIENTO DEL VIRUS.

a).- Toma de la Sangre.

1.- Tomar muestras de exudados nasofarfngeos con una
sonda y torunda.

2.- Diluir el exudado al 20% en suspensién en TC me-
dia (medio para cultivos celulares), conteniendo

3X de antibi6ticos, 100,000 u y un mg penicilina
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estreptomicina respectivamente (igwal a I X de -
antibidéticos).

Congelar y descongelar repetidas veces,
Centrifugar a 2500 rpm durante 20 min.

Refrigerar.

b).- Reproducci6n en el laboratorio.

1.

Tipo de huésped, huevos embrionados spf de 8-10
dfas de embrionados.

Inocular 0.2 ml por via amnibtica o alantoidea -

kY

con las jeringégﬁde‘thberculina de 1 ml.y aguja-

del No. 22 x 14 pulgadas para la vfa amnibtica o
agujas del 25 X 3/4 de pulgada para la via alan-
tbidea.

Observar los embriones diariamente por tres dfas
hasta que mueran.

Cosechar el flufdo alantoamnidtico y realizar un
segundo y tercer pasaje como en los pasos ante--
riores.

Congelar el flufdo alantoideo no usado de cada -
pasaje a menos 70°C.

Después del tercer pasaje al igual que en el pri
mero y segundo cosechar el flufdo alantoideo o -
amni6tico dependiendo de la vfa utiljzada para -

observar la actividad aglutinante (aln si el em-
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brién estd vivo), titulando el virus que se en--
cuentra en el flufdo mediante 1a técnica de He--
moaglutinacibn.

7.- Si la actividad aglutinante es realizada, titu--
lar el virus usando 4-8 UHA contra antisueros es
pecificos usando el sistema Bhy'recordar correr-
el aislamiento contra ambos serotipos del virus-

Aly A2.

(12).- Equine Influenza Virus, 1978.

TECNICA DE INOCULACfON'EN EMBRION. DE POLLO.

1.- Los embriones antes de ser inoculados deben te--
ner de 8-10 dfas de embrionados, incubados a 37-38°C a una -
humedad relativa de'40-70% y conservados a no mds de 5-15°C-
durante los Gltimos 8-10 dfas preincuchidh ademés provenir-

de aves reproductoras libres de pat6genos especificos (spf).

2.- Comprobar con un ovoscopio la viabilidad de los-

embriones 24 hrs. antes y en el momento de ser inoculados.

3.- Transportar los embrijones de las incubadoras al-

laboratorio 24 hrs. antes de ser inoculados.

4.- E1 tiempo de inoculacién no debe sobrepasar a --

1as 3 6 4 hrs. para evitar que estén fuera de la incubadora.
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5.- En un cuarto obscuro ovoscopear los embriones y-

delimitar la camara de aire con un ldpiz.

6.- Localizar la cabeza del embridén, marcarla y en -
el lado opuesto delimitar el sitio de inoculacién aprox. de-
.5 - 1 cm de distancia hacia la parte superior o inferior de
la 1fnea limitadora de la cémara de aire dependiendo de la -
técnica a utilizar. Para la inoculacién intracavidad alan--
toidea se marca debajo de la 1fnea el punto de inoculacién;-
1-3 mm de diSmetro en un lugar desprovisto de vasos ﬁangui--

neos.

7.- Para la inoculacidn intracavidad amnibtica se si
gue el mismo procedimiento anterior;con la diferenCia-que 1a
inoculaci6n es en el mismo lado en que se encuentra la cabe-

za del embrién ligeramente a un costado.

8.- Desinfectar con alcohol, Iodo al 2% o mercuria--

les el sitio de inoculacidn.

9.- Hacer una minima perforacién con alguna lanceta-
u objeto con punta en forma de bicel en el sitio marcado pa-
ra la inoculacibn con el fin de facilitar la entrada de la -

aguja y evitar traumatizar al embrién.

10.- Inocular 0.2 ml de antfgeno a reproducir con una

Jeringa de tuberculina y una aguja (dependiendo de la técni-
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ca elegida) del No. 22 de 14 pulgadas de largo para la vfa -
amnibtica y del No. 25 de 3/4 de pulgadas de larga para la -
via alantoidea, todo esto en las mejores condiciones de este

rilidad para evitar contaminaciones.

11.- Sellar 1a operacibn realizada para la inocula---
cibn con alguna goma adherible recomendéndose Resistol o ce-

mento Dupont.

12.- Incugar a 37°C los embriones y prervarldé cada
24 hrs. hasta que mueran o dentro de las prinéras'72'hrs.‘--

post-finoculacién.

TECNICA PARA LA COSECHA DE FLUIDOS ALANTOAMNIOTICOS.

1.- Refrigerar los embriones de 12 a 24 horas antes-
de cosecharlos para producir una vasoconstricciSn de los va-

sos que irrigan las membranas dlaﬁioidea'y amnfibtica.

2.- Desinfectar 1a zona de cémara de aire del embrién

Y equipo con que se trabaja en l1a cosecha.

3.- Con unas tijeras de punta golpear ligeramente en
el centro de la cdmara de aire y recortar posterjormente to-
da 1a 1inea marcada que la limita a una distancia de .5 cm -

hasta desprenderla por completo.
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4.- Con unas pinzas de diseccidn sin diente de ratén,
desprender suavemente la membrana de la pared que cubre la -

parte inferior de 1a cdmara de aire (farfara).

5.- De igual manera que la anterior.‘desprender las-
membranas -coroalantoidea y alantoidea o en ocasiones que sea

necesario tambiéh.la amniética.

6.- Con una jeringa de 3 cc estéril colectar los --
flutdos alantoamnibticos apqy&n¢o§e de ]asipinzas;dg disec--
ci6n cerradas para evitar la absorci6n de membranas o teji--

dos del embriédn.

7.- Depositar los flufdos colectados en tubos de ros
ca de 5-10 cc estériles, usar un tubo por cada muestra inocu

. lada.

8.- En cada pgsajefchecar la actividad hemoaglutinag
te y refrigerar los tubos con fluidos alantoideos o amni6ti-
cos, en menso de 24 hr;. congelarlos, dependiendo del tiempo
en que se vuelvan a utilizar, congelar a -70°C si es muy pro
longado o congelacidn simple si el tiempo no sobrepasa a los

siete dfas.

(23) Maramorosh K. and Kaprowski H,, 1967.
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DESCRIPCION DE LAS TECNICAS HEMOAGLUTINACION E INHIBICION DE
LA HEMOAGLUTINACION.

Procedimiento de HA y HI en Influenza Equina:
a).- Preparacién de las células.

1.- La sangre de gallo es colectada en una solucibn-

Alsever's (50% solucién y 50% sangre)

2.- Luego las células son enjuagidas tres veces en -
0. 01 M PBS a PH de 7.2 a un voluuen de sangre y 3 4 volime--
nes de PBS. centrifugar a 15000 rpn durante 10 min. después-

de cada lavado canbiando el PBS entre cada enjuague

3.- Preparar una concentracién final de sangre:de ga
110 colectada en PBS al 0.5%.

b).- Método de hemoaglutinacién en microplaca.

1.-%Las;helqag]ut1ninas de Influenza equina son pro-
ducidas en embridn de pollo de 8-10 dfas de enbrionadoéﬁbor-
inoculacibén de 0.2 m1 de virus 1ntr|c¢v1dad alantoides o am-
ni6tica. E1 flufdo alantoamnibtico es colectado a las 24 -
hrs. de muerto el embrifn o a l1as 72 hrs. s§ adn estd vivo;-
es verificado para l1a actividad hemoaglutinante de las hemo-

aglutininas del virus.

2.- Se usan en la titulac.6n microplacas con fondo -

en forma de "U" (96 cavidades/placa), colocar 0.05 ml de ca-

!
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da uno de 1os virus a ser probados en la primera columna de-

cavidades.

3.- Adicionar 0.025 m1 de PBS a todas las cavidades-

a partir de la segunda columna hasta terminar en la doceava.

4.- Con pipetas microdiluidoras de 0 25 ml jnicjar -
la microdilucidn doble a partir de la primera -columna de po-
zos 1os cuales contjenen 0.05 ml de virus y continuar seria-

damente a través'de.lbs doce pozos en 1fnea.

- Adicionar 0. 025 ml de PBS y 0.05m] de gldbulos -
de gallo al 0.5% a todos los pozos incluyendo la primera co-
lumna y a una 1fnea control que deberl tener al final 0.05 -

ml de PBS y. 0 .05 ml- de glﬁbulos de gallo al 0.5% Gnicamente.

6.- Sacudir suavemente las microplacas, cubrirlas e-

incubar aftenpratura:anbiénte.

7.- Leer la‘pruebaycuando 105 gl6bulos rojos en la 4
1fnea control estén estables en el fondo de las cavidades --

(Precipitados aprox. en 30 min.).

c).- M&todo en la prueba Inhibicién de la Hemoaglutinacién.

1.- Los sueros control positivos o negativos y los -

sueros a ser probados son dilufdos 1:5 en PBS (2 ml de dflu-
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cién total) e inactivados en calor a bafo marfa a 56°C 30 --
min.

2.- Todos los sueros son tratados con aprox. 0.04 --
grs. de Kaolin lavados en &cido para romper Inhibidores ines
pecificos, 1a mezcla suero Kaclfn es puesta a reaccionar du-
rante 20 min. a temperatura ambjente agiténdose cada 5 min.-

y al final centrifugar a 2500 rpm durante 30 min.

3.- Los sueros son decantados en tupos Timpios y tra
tados con 0.05 ml de glébulos roJoS de galfq‘al 50% shépen--
sién en PBS, agitar y pgflitib reaccionar durante 20 min. --
con agifaciones‘ocasioniles cada 5 min., esto removeré las -
aglutininas normiles encontradas en élguhos sueros, centrifu
gar a 1500 rpm durante 15 min para sedimentar los glidbulos -

rojos de gallo.

4.- En una microplaca colocar 0.05 m1 de los sueros-
tratados en la primera columna de pozos y 0.025 m} de PBS en
cada uno de los denis pozos excepto los asignados como con--
trol.

5.- Con pipetas microdiluidoras hacer diluciones se-
riadas dobles a partir de la primera columna hasta las dilu-

ciones deseadas recomendfndose a la séptima columna.

6.- Usando el virus de Influenza equina preparado y-

titulado previamente por la prueba HA, calcular la dilucibn-
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de fluido alantoamni6tico el cual deberd de .contener de 4-8-
unidades hemoaglutinantes por 0.025 ml. La dilucifn correc-
ta de virus a ser usada en la prueba Hl'es determinada divi-
diendo el titulo de hemoaglutininas entre ocho, por ejemplo-
si Ta m&s alta dilucidn mostrd una agiutinaciﬁn completa de-
1:320 cuando fue titulado de un volumen de 0.025 ml, 320 en-
tre 8 es igual a 40 qu_equivale 2 una relacifn 1:4, se hace
una dilucibn 1:4 que.cdntendri de 4-8 unidades hemoaglutinan

tes por 0.25 ml.

7.- Adicionar 0.025 m} de dilucién de virus especifi
co conteniendo 4-8 UHA (0.025 ml1 de dilucién 1:4 como en el-
ejemplo), a cada uno de los sueros problema en todos los po-

zos excepto a los sueros control.

8.~ Se pone un suero control en la Gltima columna a-
una dilucién de 1:10 1a cual se obtiene colocando 0.025 ml -

de suero tratado dilucién 1:5 més 0.025 ml de PBS.

9.- Una titulaci6n final de virus es preparada en ca
da una de las pruebas de HI usando el procedimiento HA para-

estar segquros que 4-8 unidades hemoaglutinantes por 0.025 ml

son usadas.

10.- Las mezclas de suero virus mds los controles --

son ifncubados a temperatura ambiente durante una hora.
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11.- Adicionar 0.05 ml de glébulos rojos de gallo al
0.5% a todos los pozos y leer las pruebas cuando los gldébu--

los se encuentren establecidos (precipitados) en el fondo de

los pozos de control.

(11) Equine Influenza HA and HI procedure, 1978.
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VI. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el aislamiento del virus
de Influenza eq01na y en 1a deteccifén de anticuerpos por la-
prueba Inhibicién de la hemoaglutinacifn se reportan en los-
cuadros 1 2 9 y se describen'a groso modo en cada uno de é&s-

tos puntos.

Los resultados por la inoculaci6n intracavidad amnié
tica no fué posible lograr con los objetivos, se cambié a la
via alantoidea, aquf se realizaron cuatro pasajes y en el G}
timo se intentd de nuevo la inoculacién via amni6tica obte--
niéndose tftulos de virus halagadbrés por ambas vfas (cua- -
dros 5 y 6). De las 15 muestras nasotraqueales s6lo tres re
sultaron positivas (el 20%) observéndose una correlacién es-
trecha entre los dfas de toma de la muestra post-infeccifbn,-
la edad y los signos clinicos de ésta enfermedad, (cuadros 1
y 2).

En cada uno de los pasajes los embriones se observa-
ron cada 24 horas. En el primer pasaje los que resultadon -
muertos a las 24 hrs. se desecharon al suponerse morfan por-

contaminaci6n o traumatismos pero en los tres subsecuentes -
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se cosecharon obteniéndose de algunos muy buenos tftulos. En
el segundo pasaje se hicieron inoculaciones iGnicamente con -
las muestras que resultaron positivas en el primero. El ter
cer pasaje se realizé igual que los dos primeros observindo-
se en &ste el incremento mds alto y en el cuarto pasaje se -
hicieron inoculaciones por las vias alantoidea y amniotica -
siguiendo las técnicas ya establecidas logrindose buenos re-

sultados por ambas vfas.

En la cosecha de flufdos alantoamnifticos se colecta
ron todos los qUe no mostraron signos de cdntaminaciéh. los-
1iquidos fueron en la mayorfa cliros. semitransparentes y 1i
geramente amarillentos. Los,embriones que morian‘a 1;5 48 -
horaS‘pbst-inoculacidn siempre mostrdion‘mayores‘t1tulos; el
1fquido era'iurbio,_rojizo'por-las partes de tejidos'QUe és-

tbs'¢qnten1an y hemorragias més desarrolladas.

En la tipificaci6n del virus por la prueba Inhibi- -
cién de la hemoaglutinacidn al correrse contra antisueros es
pecfficos A equi 2/Miamia y una cepa Saratoga, resulté posi-

tivo a ambos serotipos.

Los resultados obtenidos en la detecci6n y determina
ci6n de anticuerpos vacunales y de campo por la prueba HI se
reportan en los cuadros 7, 8 y 9. Al observar dichos resul-

tados notamos que existe un descenso en el promedic de las -
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muestras A hacia B para los tftulos de anticuerpos vacunales
mientras que para los anticuerpos de Brote se nota un ascen-

so de las muestras A hacia B en ambos serotipos.

En el Brote 1 no siempre se presentaron todos los --
signos clfnicos sugestivos de Ya enfermedad, hubo casos que-
inicamente presentaron fiebre, otros exudados, algunos exuda
dos, tos y muy pocos todos los signos; se vieron afectados ca

ballos de ambos sexos de 2 a 7 afios de edad.

.E1 Brote II fué mucho més severo que el Brote 1 afec
tando Gnicamente a potros, los cuales habfan recibido una G-
nica vqcunqcidn 4 a 5 meses p}eyios al Brote, los signos clf
nicos més sugestivos fuefoh manijfiestos en maydr grado de in

tensidad que en el Brote I.
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CUADRO 1.- Muestras inoculadas por via alantoidea y alanto-
amnidtica por el aislamiento del virus.

Muestra Toma de 1a muestra principales signos clinicos edad
nam. post-infeccidn Tos exuds. nasales fiebre
1 2 dias + + 3
2 2 dfas + + - 5
3 3 dfas + + + 3
4 3 dias + + + 2
5 3 dfas + + + 2
6 3 dias + + + 2
7 4 dfas + + 5
8 4 dfas + + 9
9 5 dfas + + 2
10 5 dias + + 2
11 5 dfas + + 3
12 5 dYas + + + 2
13 5 dfas + + + 2
14 6 dfias + + - 5
15 6 dias + + + 8

+ = Presentd

signo clfnico.

- = No presentd signo clinico.
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CUADRO 2.- Titulacibn del virus en el primer pasaje a las 24,
48 y 72 horas post-inoculacion.

Muestra Embr. ino Embrijones muertos y Titulos a las:
culados. 24 hrs. titulo 48 hrs. tftulo 72 hrs. titulo

1 3 0m - om ——- Im (-)

2 3 Om .- om Im (-)

3 3 0m --- 1m (-) Im (-)

4 3 Om 3m 1:16 ~—— ——-

5 3 om .- 2m 1:128 1m (-)

6 3 Om 1m 1:128 2m (-)

7 3 0m - Om - 2m (-)

8 3 Im .ee Om -—- 1m (-)

9 3 Om --- Om --- 2m  (-)

10 3 Om --- om --- Om (-)

11 3 Om ——- om -—- Im (-)

12 3 1m -—- 2m ¢-) ——— -

13 3 2m --- 1m (-) 2m  (-)

14 3 Om -—- Om ——- Om (-)

15 3 0m --- Om --- im (-)

pBs © 5 om --- Om im -

No fnoc.© & Om - Om -——— Om -—-
¢ = control
m = muertos

--=- = no realizados

(-) = negativos
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CUADRO 3.- Titulacidon del virus en el segundo pasaje.

Muestra Emb. inocu- Epb. muertos Titulos Fluidos
ndm. lados a las 24 hrs. recolectados
4 10 10 m 1: 64 1ig. Alantoideo
5 10 cl0m 1:128 1ig. Alantoideo
6 10 10 m 1: 64 1ig. Alantoideo
5 a —-- - Neg. 11q. Alantoamn.
6 a .- --- 1:2048 19q. Alantoamn.
pBS® 5 1m -
No inoculades 5 0 m ---

Todos los embriones jnoculados con muestra viral mu-
rieron a las 24 hrs. las muestras 5a y 6a se cosechd todo el
flufdo alantoamni6tico al encontrarse rota la membrana de la

‘cavidad amniftica.

éUADRO 4.- Titulacibn del virus en el tercer pasaje

Muestra Emb.. fnocu- Emb. muertos Titulos Flufdos
nGm. lados. a las 24 hrs, recolectados
4 15 15 1:2560 11q. alantoideo
5 10 10 1:1280 11q. alantoideo
6 10 10 1:1280 19q. alantoideo
5a --- --- 1: 320 11q. alantoideo
PBS® 3 0m ---
No inoculados 2 Om ---

Todos los embriones inoculados con muestra viral murieron a
las 24 hrs.
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CUADRO 5.~ Titulacién del virus en el cuarto pasaje por --
inoculacion intracavidad alantoidea.
Muestra Emb. inocu- Emb. muertos TTtulos Emb. muertos Titulos
lados a las 24 hrs. a las 48 hrs.

4 3 3m 1: 320 .- -
5 3 2 m 1:1280 1m 1:5120
6 3 3m 1: 160 - -

pBs® 3 om --- Om

No inoculados®3 Om -——- 0 -———

CUADRO 6.- Titulaci6n del

virus en el cuarto pasaje por
inoculacién intracavidad amnibtice.,

Muestra Emb, inocu- Emb. muertos Titulos
lados. a las 24 hrs. '
4 2 2m 1:10240
' 5 2 2 m 1:1280
6 2 2-m 1:1280
PBS® 2 I'm -
No inoculados 3 -—- ——

Siglas usadas en los cuadros anterjores:

5a y 6a

u

u

Muestras separadas originarias de las muestras 5 y
6 respectivamente.

Muertos
Control

No realizados
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TIPIFICACION DEL VIRUS AISLADO.

De una muestra de virus aislado con un tftulo de --
1:160, se realizd una prueba de Inhibicifn de la hemoagluti-
nacién (HI) para su tipificacién, se hizo una dilucibn del -
virus muestra en PBS de 1:1 para obtener de 4 a 8 unidades -
hemoaglutinantes, se corri6é con antisueros especificos A --
equi/Miami y una cepa Saratoga resultando positivos a ambos-

serotipos -a una titulacibn 1:64.
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CUADRO 7.- Titulacidn de anticuerpos inducidos por la vacuna
cifn, serotipos A equi 1/Praga y A equi 2/Miami.

Muestra A equi 1/Praga A equi 2/Miami
nlm. Muestra "A" Muestra "B" Muestra "A" Muestra "B"
1 21:640 1:320 1:160 Neg.
2 21:640 1:160 1: 80 1: 80
3 21:640 21:160 1:640 1: 40
4 21:640 1:640 1: 40 1: 80
5 21:640 z1: 80 1:160 Neg.
6 21:640 21:640 1: 80 1: 80
7 21:160 21:640 Neg. 1:160
8 21:640 21:640 1:320 1:640
9 21:640 21:640 1:640 1:640
10 21:640 =1:640 1:640 1:640
11 21:640 21:640 1:320 Neg.
12 21:640 21:640 1:640 1:320
13 21:640 21:640 1:10 1:160
14 21:640 21:640 1:80 1:160
15 21:640 >1:640 1:20 1:320
16 21:640 21:640 1:40 1:640
17 z21:640 21:640 1:640 1:160
18 21:640 21:640 1:160 1:160
19 21:640 21:640 1:10 1:320
20 21:640 21:640 1:640 1:320
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CUADRG 7.~ Continuacidn.

Muestra A equi 1/Praga A equi 2/Miami
nim. Muestra “"A" Muestra "B" Muestra "A" Muestra "B"

21 z1:640 21:640 1:160 1:80
22 z1:640 21:640 1:640 1:320
23 21:640 21:640 1:160 1:640
24 21:640 21:640 1:160 1:320
25 21:640 21:640 1:640 1:320
26 21:640 21:640 1:160 1:160
27 21:640 21:640 1:640 1:160
28 21:640 21:640 1:640 ©  1:320
29 21:640 21:640 1:160 1:160
30 21:640 21:640 1:320 1:160"
31 21:640 21:640 1:320 1:640
32 21:640 21:640 1:320 1:160
33 21:640 21:640 1:320 1:320
34 21:640 21:640 1:160 1:20
35 21:640 21:640 1:80 1:160
36 21:640 21:640 1:80 1:20
37 21:640 21:640 1:640 1:320
38 21:640 21:640 1:640 1:640
39 21:640 21:640 1:320 1:160
40 21:640 1:594 1:314 1:240
X 1:628 1:594 1:314 1:240

% 1:640 97.5% 90.0% 30.0% 12.5%
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CUADRO 8.- Titulacién de anticuerpos estimulados por virus
de campo, serotipos A equi 1/Praga y A equi ~--
2/Miami en el Brote 1.

Muestra A equi 1/Praga A equi 2/Miami
ndm Muestra “A" Muestra “B" Muestra "A" Muestra "B"
1 1:160 1:320 1:320 1:160
2 Neg. Neg. Neg. Neg.
3 1:40 Neg. Neg. Neg.
4 1:40 1:160 1:80 Neg.
5 1:160 Ney. Neg. Neg.
6 1:40 1:320 Neg. Neg.
7 1:160 Neg. Neg. Neg.
8 1:160 Neg. Neg. Neg.
9 Neg. Neg. Neg. Neg.
10 Neg. Neg. Neg. Neg.
11 Neg. Neg. Neg. Neg.
12 1:160 Neg. Neg. Neg.
13 Neg. Neg. Neg. Neg.
14 1:160 Neg. Neg. Neg.
15 Neg. Neg. Neg. Neg.
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CUADRO 8.~ Continuacidn

Muestra A equi 1/Praga A equi 2/Miami
ndm. Muestra "A" Muestra "B" Muestra "A" Muestra "B"
16 21:640 1:320 Neg. Neg.
17 Neg. Neg. Neg. Neg.
18 1:160 Neg. Neg. Neg.
19 Neg. Neg. Neg. Neg.
20 Neg. Neg. Neg. Neg.
21 Neg. Neg. Neg. Neg.
22 Neg. Neg. Neg.
23 Neg. Neg.
24 Neg. Neg.
25 Neg. Neg.
26 Neg. Neg. Neg.
27 Neg. Neg. Neg.
28 Neg. Neg. Neg.
29 Neg. Neg. Neg.
30 Neg. SNeg. Neg.
X 1:170 1:320 1:186 1:160
% de posit. 3.36 13.3 10.0 3.3
X Promedio.
% Porcentaje de animales positivos.
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CUADRO 9.- Titulacibn de anticuerpos estimulados por virus -
de campo, serotipos A equi 1/Praga y A equi - -

2/Miami en el Brote 11I.

Muestra A equi 1/Praga A equi 2/Miami
nim. Muestra "A"  Muestra "B" Muestra "A" Muestra "B"
| S 1:20 21:640 1:20 21:640
2 1:40 21:640 1:10 1:40
3 1:10 21:640 1:40 1:20
4 1:10 21:640 1:40 1:20
5 1:40 21:640 1:40 1:10
6 1:20 1:320 1:20 1:10
7 1:40 1:320 1:20 1:10
8 1:160 1:320 1:40 1:10
9 1:40 1:320 1:40 1:40
10 1:40 1:320 1:160 1:640
11 1:40 1:160 1:10 1:20
12 1:40 1:160 1:160 1:160
13 21:640 1:320 1:160 1:80
14 1:80 1:40 1:80 1:40
15 1:80 1:80 1:320 21:640
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Muestra A equi 1/Praga A equi 2/Miami
Muestra "A" Muestra "B" Muestra "A" Muestra "B"

16 1:160 1:160 1:320 1:320
17 1:40 1:40 1:10 1:10
18 1:160 1:80 1:80 1:640
19 1:320 1:20 1:80 1:80
20 1:160 1:80 1:160 1:20
21 1:40 1:160 1:80 1:80
22 1:320 1:80 1:160 1:320
23 1:320 1:40 1:80 1:640
24 1:320 1:320 1:80 1:640
25 1:160 1:320 1:80 1:320
26 1:160 1:160 1:40 1:160
27 1:320 1:640 1:80 1:80
28 1:320 1:160 1:40 1:80
29 1:320 1:10 1:80 1:160
30 1:320 1:40 1:80 1:80
X 1:160 1:262 1:86 1:200
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VII. DISCUSION

Por los resu]tédos obtenidos en el aislamiento del -
virus como en la deteccién de 1los anticuerbos se corroboran
datos que reporta la Bib]iografﬁa; asf como el diagndstico -
mediante los signos clfnicos que manifiesta la enfermedad -

al lograrse los objetivos planteados.

En el aislamiento del virus vfa amni6tica no se obtu
vieron resultados positivos a los propfsitos del trabajo de-
bido a que esta vfa es muy traumética y no se tenfa una pre-
via experiencia ya que en el cuarto pasaje de Ja segundg fa-
se se intentd de nuevo obteniéndose los mejores resultados -

para esta vfa.

En la inoculacibn vfa alantoidea 1as muestras 4, 5 y
6 de las 15 muestras tomadas, fueron las dnicas que resulta-
ron positivas, por 1o que se deduce exista una correlacibn -
entre los pard&metros edad, dfa de la toma de l1a muestra y --
signos clfnicos resultando 6ptimos edad menor a tres afios, -
tercer dfa de iniciada 1a enfermedad o el segundo dfa de ini

ciada 1a tos ya que es el momento en que los virus todavia -



59

no son atacados por los anticuerpos especificos y ain no -
existen graves contaminaciones secundarias que estén enmasca
rando la tos. Las muestras 12 y 13 tuvieron las mismas condi
ciones que 4, 5y 6 , con la Gnica diferencia del dfa de la-
toma de muestra resultando negativos pero en las muestras se
rol6gicas tuvieron altos tftulos de anticuerpos 1:160 lo que
corrobora la importancia de dicha correlacién, en la realiza
ci6n de cada uno de los pasajes se observdé que el virus pue-
de matar a los embriones a las 24 hrs. sin ocasionarles le--
siones que aparenten ser la causa de la muerte, lo que no --
siempre es debida a traumgtismos o contaminaciones en ese --
tiempo, la Eeﬁlicacidn‘vifﬁl 6ptima ocurré a las 48 hrs. --

'post-inoéuiaciOn, ya que los embriones que sobrepasan ese

tiempo muqrep,é las 72 hrs. o més resultaron negativos o die
ron,titu!o§ muy bgjos siendo 1a misma muestra para ambos - -
tiempos, en la inoéulacibn via amnidtica en el cuarto pasaje
los tftulos fueron mayores que en la inoculacibn via afantoi
dea posiblemente debido a que el virus tiene mayor contacto-
con cé]ulas para su replicacién, células de 1a membrana am--
niética y del embribn mientras que en la cavidad alantoidea-
existen s6lo las de las membranas, aparte pueden influir los
componentes de cada uno de lus 1fquidos, al inocular varios-
embriones con la misma muestra cada uno manifiesta diferente
capacidad para la replicacifn del virus aportando en los re-
sultados diferentes tftulos, puede ser que interfiera la in-

munidad del propio embrifn o los componentes requeridos para
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la replicacidn viral.

Al realizar la tipificacién del virus aislado resul-
t6 positivo al serotipo A equi 2/Miami, no fue posible co- -
rrer una prueba contra A equi 1/Praga pero se deduce que --
A equi. 2 sea el causante de los Brotes presentados por los -
bajos tftulos de anticuerpos presentados comparados con A --
equi 1, éstos tftulos a Jos 7 dfas de iniciada l1a enfermedad
son bajos. por jo'qye en el momento'de la infeccibn son mu--
cho m&s bajos incapaces de proteger ante un Brote pfoljferag
dO'r&bidaménte el‘yirus qug‘encuehtre menos barreras mien- -
tras que al existir'maybres t1tu1pS para‘A equi 1, es blo- -
queado y muy poca cantidad de éste es suficiente p;ra produ-
cir altosniveles de aniicuerpoé pof ser mis antigénico,ade--~
m&s de ser menos maligno por lo que no siempre se puede afir
mar como positivo al serotipo que manifieste los mayores tf-

tulos de anticuerpos.

En 1a deteccifin de anticuerpos vacunales y de campo
los mejores t¥tulos son paf& el serotipo A equi 1/Praga por 10 que pode-
mos decir que es mds antigénico que A equi 2/Miami, por eso en las va-
cunas bivalentes deben de contener un mayor tftulo para A --
equi Z'requiriéndose un mfnimo de 1:128 para A equi 1 y A -
equi 2, recomend&ndose 1:256 para A equi 1 y 1:512 para A --
equi 2, (20,37).
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En el brote I el porcentaje de animales positivos -
fué muy bajo por lo que es poco representativo, los animales
que resultaron positivos la mayoria habian sido vacunados 3
meses previos al Brote y otros que fueron negativos también-
habfan sido vacunados, todos presentaron fiebre, la mayorfa-
exudados y muy pocos tos, al resultar un alto porcentaje ne-
gativos podemos atribuir las fiebres a otro tipo de infeccio
nes como pueden ser algunas parasitosis o algin brote poco -
maligno que cedi6 ante niveles de anticuerpos muy bajos no -

detectados por la prueba HI.

En el Brote II el 100% resulté positivo a ambos sero
tipos posiblemente se debi6 a que 120 dfas previos al Brote-
recibieron una vacunacidn bivalente pero a ese tiempo los ni
veles de anticuerpos fueron incapaces de proteger ante el --
Brote siendo los m&s bajos para A equi 2, deduciéndose fué -
el que tuvo menos barreras y proliferd provocando el brote -
al mismo tiempo que fué el virus aislado, los tftulos en és-
te Brote fueron mayores que en el Brote | posiblemente por -
la vacunacién previa recibida pero al ser mds severo que el-
brote I no se excluye la induccién de anticuerpos por el vi-
rus de campo, los animales vacunados que enfermaron y mostra
ron tYftulos mds bajos que los detectados en niveles vacuna--
les posiblemente se debi6 a un mal manejo de conservacién de
las vacunas y al ser inoculadas su capacidad inmunizante fué

menos potente o el tiempo post-vacunal era muy prolongado.
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Los niveles de anticuerpos en la vacunacién para am-
bos serotipos fueron en descenso de la muestra A hacia la --
muestra B, mientras que los brotes fueron en ascenso y compa
rados; son menores para el virus de campo, ademds ‘menos capa

ces de permanecer e inducir inmunidad dentro de un organismo.

En las vacunas el adyuvante les permite inducir inmu
nidad por un mayor tiempo que el virus de campo, ya que el -
adyuvante los va liberando lentamente haciendo permanente su
estancia dentro del organismo, por lo tanto estd estimulando
continuamente la sfntesis de anticuerpos, resultando mayores
tftulos como respuesta secundaria, manteniéndose GStos_hasta
120-150 dfas post-vacunal en donde inicia un descenso r(pi-
do a tftulos menores de 1:46 incapaces de proteger en un bro
te por lo que se requiere una revacunacidn que aumente éstos
niveles en donde A equi 2 parece tener una méjor respuesta y
en un momento dado es el mds temido por ser el menos antigé-

nico y m&s maligno.
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VIII. CONCLUSIONES

Por los resultados obtenidos tanto en el aislamiento
del virus como en la detecci6én de anticuerpos que parecen --
ser contradictorios se concluye que el virus causante de los
brotes presentados en el hip6dromo de las Américas fué A --

equi 2/Miami/63 por las razones que en la discusidﬁ se des--

criben.

E1 aislamiento del virus debe realizarse en embri6n-
de pollo libres de patSgenos especificos (spf)ﬁde 8-10 dfas-
de embrionados o en cultivos celulares, en embri6n de polio-
los embriones que mueren a las 48 hrs. po;t-inoculaciﬁn son-
los que contienen mayores cantidades de virus repficado y --

una buena muestra en tres pasajes es suficiente para obtener

altos tftulos de virus.

En 1a vacunacién como medida preventiva en Influenza
equina para obtener una buena proteccibn es recomendable - -
aplicar una segunda vacunaci6én 4-6 semanas después de l1a pri
mera y posteriormente revacunar cada 4-6 meses en explotacio

nes muy confinadas o lugares altamente poblados y cada 6 me-
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ses en explotaciones aisladas o lugares poco poblados, las -
vacunas deberdn ser siempre conservadas a temperatura de re-
frigeraci6n hasta el momento de su aplicacién y estandariza-
das a titulos no. menores de 1:128 para A equi 1 y 1:256 pa-
ra A equi 2, deberdn ser virus inactivados y suspendidos en-

buen adyuvante para conservar su potencial de inmunizacidn.

En los brotes cuando son detectados en su inicioc pue
de aplicarse inmediatamente una vacunacién como medida tera-
péutica debido a la r&pida inducci6n de altos niveles de an-
ticuerpos comparado con el virus de campo, ya que son virus-
inocuos y se encuentran en mayor accesibilidad-ante las célu

las del sistema inmune.
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