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l. INTRODUCCION

La Anemia Infecciosa Equina (AIE) es wuna enfermedad viral,
infectocontagiosa, inmunosupresora, de distribucion mundial que afecta a los
équidos de todas edades y razas causando desde formas inaparentes hasta

casos fatales (6).

La importancia del diagnostico confirmativo temprano por medio de
pruebas de laboratorio a animales sospechosos de padecer dicha enfermedad
radica en que el equino es el unico reservorio del virus. Dicho virus tiene la
capacidad de mutar genéticamente, integrarse a las células hospedadoras y de
formar nuevas variedades de cepas virales, las que circulan libremente por el
torrente sanguineo, creando cuadros clinicos poco especificos de la enfermedad,
constituyéndose asi, en fuentes de contagio vivo para los caballos circundantes
sin olvidar el papel primordial que juegan los insectos hematofagos voladores en
la transmision de la enfermedad. Ya que no existe un tratamiento efectivo para
combatir al virus de la Anemia Infecciosa Equina, la medida de control mas
efectiva es el sacrificio de animales que resulten positivos a la prueba de
referencia internacional Inmunodifusion en Agar de Gel (AGID) conocida
también como prueba de Coggins. Existen otras pruebas de laboratorio
reconocidas para el diagnéstico de Anemia Infecciosa Equina, como es el caso
del Enzimoinmunoensayo en fase solida (ELISA), la cual es una técnica sencilla,
reproducible, de interpretacion objetiva que permite procesar una gran cantidad
de muestras en poco tiempo, lo que facilita su implementacién en laboratorios;
obteniéndose resultados precisos y en forma mas rapida que la prueba oficial

antes mencionada.

El objetivo de este trabajo es validar la prueba de C-ELISA para el
diagnostico de la enfermedad Anemia Infecciosa Equina y correlacionar los

resultados frente a los obtenidos con la prueba de Coggins.



Il. HIPOTESIS

No existe diferencia significativa entre la prueba de C-Elisa y la de Coggins

para el diagndstico de Anemia Infecciosa Equina.



[1l. OBJETIVOS

3.1 General:

e Contribuir a la disponibilidad y confiabilidad de nuevas pruebas
serologicas para el diagnéstico de Anemia Infecciosa Equina en
Guatemala.

3.2 Especificos:

e Validar el método serolégico de C-Elisa para el diagndstico de Anemia
Infecciosa Equina en el Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de

Guatemala.

e Comparar los resultados obtenidos de las pruebas de C-Elisa y de

Coggins.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1DEFINICION:

La Anemia Infecciosa Equina (AIE) es un padecimiento contagioso de los
equinos ocasionado por un virus, que se caracteriza por presentar un curso
cronico después de un ataque agudo inicial. La replicacion periddica del virus en
los macréfagos origina una anemia aguda mediada inmunoldégicamente
(3,6,7,9,14,15,20,21).

4.2 SINONIMOS:

La Anemia Infecciosa Equina también es conocida como “Fiebre de los
pantanos”, “Sida de los equinos”, “Anemia perniciosa de los equinos” o “Zurra

americana”; entre otros (3,6,7,21).

4.3 HISTORIA DE LA ENFERMEDAD:

La Anemia Infecciosa Equina fue identificada en Francia en el afio de 1843,
y en los Estados Unidos de América en forma experimental en 1888. Esta
enfermedad es histéricamente importante debido a que fue la primera enfermedad
equina causada por un virus filtrable, el cual pudo sobrevivir y mantenerse
infeccioso aun pasandolo a través de un procedimiento de filtro especial de
laboratorio. Es la primera enfermedad causada por un refrovirus que se ha
comprobado ser transmitida por insectos; y la primera enfermedad viral para la

cual se ha aprobado una prueba diagndstica (8,12). En 1904 se determind



la etiologia viral de la enfermedad (10). Desde que Coggins y Leroy descubrieron
la prueba diagndstica en el ano de 1970 y que el Gobierno de los Estados Unidos
de América, en Noviembre de 1972 la reconocié como la prueba oficial para la
deteccidon de animales portadores del virus de la enfermedad, se ha reducido la
cantidad de brotes clinicos y fue de importancia econdmica, ya que también

redujo el costo del diagndstico y el tiempo en procesar la muestra (15).

4. 4ETIOLOGIA:

El virus causante de la Anemia Infecciosa Equina es clasificado como un
retrovirus, incluyéndose dentro de los llamados slow viruses, es denominado
Lentivirus, el cual pertenece a la familia Retroviridae. (6,8,10,11,13,14,20,21,22).
Se ha clasificado de esta manera en base a su secuencia de acido nucleico, la
actividad de la transcriptasa reversa y reactividad seroldgica cruzada (9). El acido
nucleico que contiene es Acido Ribonucleico (RNA), material genético con el cual
produce el Acido Desoxirribonucleico (DNA), que se incorpora en las células

infectadas de los caballos (8,14).

Recientemente, el virus de la Anemia Infecciosa Equina ha sido reconocido

como un tipo de lentivirus que causa enfermedades progresivas y mortales (12).

Este virus no es infeccioso para los animales de laboratorio (15), y ha sido
el primer virus que in vitro, muestra relacion con el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH) causante del Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida —-SIDA-,
a través de reacciones cruzadas en pruebas de suero sanguineo. Estos dos
lentivirus comparten muchas fracciones estructurales y bioquimicas; el virus de la
Anemia Infecciosa Equina ha sido de importancia como modelo a tomar para
muchos aspectos de la investigacion de la enfermedad de VIH, especialmente en

el descubrimiento de los mecanismos comunes del control inmunologico. También



se relaciona con otros virus inmunodeficientes como el de los gatos y ganado, y
con el virus de la artritis encefalitis caprina y el virus Maedi Visna de la ovejas
(9,11).

Se han determinado varios serotipos antigénicamente diferentes y
serologicamente identificables mediante la prueba de Neutralizacién Viral, existe
tal grado de variacion antigénica en este virus que probablemente haya serotipos
no identificados. El virus puede cultivarse en leucocitos, células fibroblasticas de

equinos y solamente se multiplica en macréfagos de equinos (6,10,12).

Algunas de las caracteristicas fisicas que este virus presenta son las
siguientes: posee un tamafno de 80 a 130 nm, la simetria de la capside es
icosaédrica, presentando envoltura y el genoma es linear diploide de sentido +,
RNA de 10 kb, el lugar de replicacion del genoma es el nucleo y el lugar del
ensamblaje viral es el citoplasma (12). EI RNA viral es protegido y rodeado por
varias proteinas como la nucleoproteina, nucleocapside, matriz y cubierta, con un
numero bajo de copias de la transcriptasa reversa en el centro de cada particula
(12).

La particula viral esta constituida por una proteina asociada con el genoma
RNA. Alrededor de la célula hospedadora se derivan envolturas lipidicas las
cuales estan integradas con moléculas de glicoproteina virales especificas. El
genoma del refrovirus esta compuesto de dos hileras de codones RNA vy varios

genes accesorios (10). (Ver figura No. 1y 2 del anexo No.1)

Este virus es relativamente resistente a la mayor parte de las influencias
ambientales, asi como a la ebullicién durante 15 minutos y desinfectantes, pero es
destruido por la luz solar. Persiste durante varios meses a la temperatura
ambiente en orina, heces, sangre desecada y suero (6,15,23). También se ha
encontrado en semen, saliva y leche (15,22,23). El virus esta presente en todos

los tejidos, secreciones y excreciones, y puede persistir en el organismo animal



hasta 18 anos; lo que proporciona una fuente de infeccidn para el resto de
animales susceptibles. Sin embargo, el virus pierde efectividad fuera del

organismo animal (15).

Con respecto a la resistencia de la accién fisica y quimica se determina lo
siguiente: los lentivirus son inactivados a 50°C por 3 horas y a 60°C por 15
minutos, sobrevive en un pH entre 6.0y 12.0 y en el ambiente sobrevive a 37°C
durante 37 dias (23).

Dentro de los productos quimicos a los cuales los lentivirus son
susceptibles se puede mencionar el éter y Beta propiolactona a una concentracion
de 0.4%; asi como también son funcionales la formalina al 0.1%, fenol y los

productos iodoforos (23).

Se pueden mencionar dos caracteristicas importantes de los lentivirus con
respecto a la composicion genética; los lentivirus pueden infectar a las células
que no se dividen y el genoma de los lentivirus codifican proteinas reguladoras,

las cuales se encargan de la trascripcion viral y el transporte del RNA viral (13).

Dentro de las propiedades patogénicas que presentan estos virus se puede

mencionar lo siguiente:

- Los lentivirus persisten durante toda la vida del animal, esta
caracteristica depende de la habilidad de los virus para integrarse en los
cromosomas del huésped, asi como la de evadir la inmunidad del
huésped, esto lo logran gracias al alto grado de mutacion, llegando a
infectar las células del sistema inmune (12,13,14).

- Los lentivirus tienen un alto grado de mutacion, y son seleccionados

por la respuesta inmunitaria del huésped (13).

- Debido a la inmunodeficiencia que induce el virus la enfermedad puede
presentar variaciones en los signos clinicos de los distintos estadios
(13).



La estructura y la funcion de las particulas virales del virus de la Anemia
Infecciosa Equina son similares a la de otros lentivirus, la organizacion y la
replicacion del material genético es menos complejo. EI RNA viral sirve como una
plataforma para que la enzima viral transcriptasa reversa catalice la formacién de
una copia de ADN (ADN proviral), el que se integra con el material genético de las

células del hospedador para permanecer de por vida (12).

Bajo condiciones o6ptimas, el ADN proviral codifica una variedad de
proteinas virales, algunas de estas interactian con el ADN proviral y son
facilitadoras de la multiplicacion del virus en las células hospedadoras. La sintesis
viral completa requiere del proceso de transcripcion de varias clases de RNA
viral, algunas de ellas son proteinas reguladoras o proteinas estructurales vy
algunas pueden ser empacadas con las proteinas estructurales nuevas dentro de

los viriones, los cuales vienen de las membranas celulares infectadas (12).

4.5RESERVORIOS DEL VIRUS:

El virus estd muy adaptado a los équidos y tiene su reservorio
exclusivamente en las poblaciones hospedadoras infectadas, las que se
constituyen por todos los solipedos, independientemente de cual sea la edad,
raza o sexo (2,5,6,8,10,15,16,21,22,23).

Independientemente de la excrecion del virus, todo portador del mismo se
convierte en una fuente potencial de contagio para toda su vida, a pesar de
generarse anticuerpos. Los caballos que muestran signos clinicos agudos de la

enfermedad se constituyen como una potente fuente de transmisién del virus; sin

embargo el virus se puede encontrar en la sangre de cualquier animal infectado
sin importar los sintomas clinicos (15). La enfermedad clinica y la latente, no deja
ninguna inmunidad protectora, por lo que los animales infectados pueden

enfermar gravemente y morir al cabo de meses o afos, inclusive tras largos



periodos apiréticos (5). Son mas susceptibles los animales desnutridos, débiles y

parasitados (6).

4.6 FORMAS DE TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD:

4.6.1 TRANSMISION DIRECTA:

La transmision directa del virus responsable de la Anemia Infecciosa
Equina no se constituye como la principal forma de contagio, pero se menciona
que la asociacion continuada y estrecha de animales susceptibles con animales
infectados sintomaticos y asintomaticos termina casi siempre en infeccion
(6,8,10,19,22).

Debido a que el virus se elimina por las excreciones y secreciones de los
animales infectados, se considera una posible fuente de contagio el agua y el
pienso contaminado; aunque seria relevante, si el animal presentara
microlesiones en el tracto digestivo, constituyéndose asi la puerta de entrada de

dosis infectantes suficientes (5,13).

El virus puede invadir también el organismo por medio de la mucosa nasal
o bucal, heridas, e incluso, por el tegumento indemne, pero estas puertas de
entrada tienen poca importancia en los brotes de campo. Aunque se menciona
que, si hay penetracion del Refrovirus al torrente sanguineo por medio de
abrasiones en la piel y de mucosas intestinales, éstas tienen que estar
lesionadas para que el virus tenga contacto con el endotelio y se disemine hacia

el torrente sanguineo (11).

La transmision del proceso infeccioso de un caballo a otro ocurre a través
de instrumentos utilizados para recoger saliva para las pruebas de doping (6). La

saliva, el semen y la orina son consideradas como via de transmision aunque
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todavia no se ha probado su importancia en la transmision directa del virus (1,9).
Debera considerarse también la posibilidad de contagio por medio del coito
puesto que se consigue la transmision experimental del virus mediante la

inyeccion subcutanea de esperma proveniente de un semental infectado (8).

4.6.2 TRANSMISION INDIRECTA:

Este tipo de transmisidn es el mas importante en la propagacion de la
enfermedad. Al hablar de una transmision indirecta se destaca dentro de los
factores mas importantes los vectores mecanicos del virus y la transmision por
medio de utensilios quirurgicos no estériles, o el uso de agujas contaminadas con
la sangre de otros caballos, en las distintas vias de inoculacién. Dentro de los
vectores mecanicos mas importantes se encuentran los artropodos hematofagos
como las moscas tabanicas (7abanus), moscas de los establos (Sfomoxys
calcitrans), los mosquitos (Anopheles), aunque estos ultimos no son considerados
tan importantes en la cadena epidemiologica de la transmision de la enfermedad
(18); asi mismo, en caballos con heridas abiertas actuan también como vectores
las moscas de aparato bucal lamedor (fam. Muscidae) ; por su parte los acaros y
garrapatas no tienen importancia como agentes transmisores de la enfermedad
(3,6,8,10,13,19,15,16,21,22).

El piquete de los tabanos estimula un movimiento defensivo del caballo, el
que usualmente resulta en la interrupcion de la succién de sangre. Por lo que la
mosca es motivada a completar el proceso de alimentacion lo antes posible, y es
cuando se da el ataque al mismo, o a otro hospedero, hasta quedar repleta. De
esta manera cualquier material infectivo que provenga de la sangre del primer
hospedero puede ser transmitido mecanicamente hacia el segundo (10,12). (Ver

figura No.3 del anexo No. 1)
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La transmision del virus de la Anemia Infecciosa Equina por medio de
insectos es dependiente del numero y habitos de los insectos, la densidad de la
poblacion equina, el numero de veces que el insecto pica al mismo u otro caballo,
la cantidad de sangre transferida entre caballos y el nivel del virus sanguineo del
caballo infectado (12,14).

En condiciones naturales, cuando un caballo se detecta que es positivo a la
enfermedad por medio de las pruebas de laboratorio, convive con el resto de la
poblacion y en el entorno se localizan moscas tabanicas (las cuales pueden picar
mas de 1,000 veces por hora) es de esperar que se lleve a cabo la transmision

entre caballos (12).

4.6.2.1 VECTORES Y SU CICLO DE VIDA:

4.6.2.1.1 TABANOS:

Los tabanos (7abanus) pertenecen a la familia 7abanidae, suborden
Brachycera, estos insectos son grandes y robustos, con poderosas alas, ojos
grandes. Dentro de los géneros mas importantes de esta familia tenemos a los
Tabanus, Haemopota, Chrysopsy Pangonia. Los huevos son depositados en las
proximidades del agua, normalmente sobre las hojas de las plantas. Las especies
mayores ponen de 500 a 600 huevos y las menores 300. Las larvas eclosionan
de cuatro a siete dias y entran en el agua o en el fango desapareciendo en su
interior durante dos o tres meses y a continuacién pupan, este estado dura
aproximadamente de 10 a 14 dias. El ciclo biolégico completo tiene lugar entre 4
y 5 meses en condiciones favorables, pero las bajas temperaturas prolongan el
desarrollo. Los adultos se observan en verano y especialmente cuando el dia
presenta bastante luz solar. Son sumamente activos en los dias calurosos. Las
hembras son las hematofagas, y los machos se alimentan de la liga dulce de las
plantas y de jugos florales, como también las hembras, si no disponen de un

hospedador adecuado como los équidos y bovidos. Los insectos se alimentan
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sobre la cara interior del abdomen, ombligo o sobre las patas, cuello y cruces de
los hospedadores. Pican unas cuantas veces en varios lugares antes de saciarse.
Las pequefnas cantidades de sangre que normalmente salen de las heridas
producidas por la picadura son succionadas por muscidos no picadores. Las
moscas se alimentan cada tres dias. Las picaduras de los tabanos son muy
dolorosas e irritantes, pudiendo afectar al bienestar de los animales de piel fina
(26).

4.6.2.1.2 Stomoxys calcitrans:

Pertenecen a la familia Muscidae , lamada también mosca de los establos,
esta mosca pone de 20 a 25 huevos sobre materia vegetal humeda en una sola
vez, pudiendo alcanzar hasta un total de 800. Las larvas crecen y maduran en 14
a 24 dias. La pupacion dura de 6 a 10 dias. La ovoposicion se inicia
aproximadamente a los 9 dias de la emergencia de la mosca adulta, después de
unas pocas tomas de sangre. El desarrollo completo del ciclo tiene lugar en
aproximadamente 30 dias. Tanto las hembras como los machos son
hematdfagos, necesitan de 3 a 4 minutos para realizar una toma, a menudo

cambian de posicion o vuelan hacia otro animal para seguir alimentandose (26).

4.6.3 TRANSMISION VERTICAL:

Se ha comprobado la transmisién del virus desde la yegua infectada al
potro (10,13,14,15), aunque no esta todavia claro en qué momento ocurre dicha
infeccidn, si se da durante la gestacion, o postparto durante la lactancia, pero es
necesaria la ingestion de cantidades relativamente grandes de virus, ya que el

aparato gastrointestinal no es una puerta de entrada apropiada (3,5, 6).

Los potros de madres infectadas son menos susceptibles a la infeccidn
natural que los adultos, esto debido a la persistencia de los anticuerpos

calostrales en un periodo de 2 a 6 meses después del nacimiento (15). También
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puede ocurrir el caso contrario en donde el potro pasivamente inmunizado

desarrollara una enfermedad aguda mortal (6).

4.6 PRESENTACION DE LA ENFERMEDAD:

Los portadores, clinicamente normales son el medio por el cual se
introduce casi siempre la enfermedad en zonas libres de ella, y la incapacidad
para arraigar de forma permanente las areas tras su introduccién constituye una

caracteristica de la problematica de la Anemia Infecciosa Equina (5,6).

La Anemia Infecciosa Equina esta difundida a escala mundial. Las
diferencias en prevalencia e incidencia dependen de la densidad de poblacién de
équidos y de los resultados de las medidas de control. En los brotes naturales se
observa la propagacion lenta de la enfermedad a caballos susceptibles después

de la incorporacion de un animal infectado (6,10).

En Alemania no se han registrado casos seropositivos desde hace varios
anos. Se presenta en zonas humedas de Australia, China, Japo6n e ltalia. En
Sudamérica y Centroamérica se describe en zonas tropicales o subtropicales
donde abundan los zancudos. En Europa es mas frecuente en las regiones
septentrional y central. Se ha registrado también en América del Norte , pero las
zonas enzooticas mas importantes se encuentran en la region de la costa del
golfo y en las zonas boscosas del norte de Canada. La incidencia es muy baja. La
morbilidad varia mucho, y puede ser cercana al 100 por 100 en pequenas zonas
donde las poblaciones de caballos portadores e insectos vectores son
particularmente densas. La tasa de mortalidad es, por lo general, cercana al 50
por 100, aunque nunca ocurre una verdadera recuperacion en el sentido de que
el animal ya no porte el virus, asi los caballos una vez infectados lo estaran
durante toda su vida (3,5,6,14,15).
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Es notorio el aumento de Ila incidencia estacional de la enfermedad,
observandose el mayor numero de casos en verano, y guarda siempre la relacién
con las zonas de monte bajo y matorrales debido a que hay mayor numero de

insectos vectores en tales areas (3,6).

En zonas enzodticas se han producidos brotes por empleo de preparados
bioldgicos, no tratados, de origen equino. En tales circunstancias todos los
preparados biologicos producidos a partir de equinos deben esterilizarse por

adiciéon a fenol al 0.5 por 100 y almacenarse durante 3 meses antes de su uso

(6).

4.8 PATOGENIA:
La respuesta inmunitaria que se produce en el organismo animal es la base

del proceso de la enfermedad (3,21).

El primer paso en la invasién viral de una célula ocurre cuando el virus se
une a los receptores de superficie celular, proceso denominado adsorciéon; una
vez que éste se enlaza se introduce a la célula por endocitosis. Ya dentro, la
capside viral se rompe para liberar el acido nucleico en el citoplasma celular,
proceso que se conoce como descubrimiento. Una vez que se descubre el
genoma viral, inicia el proceso de replicacidn, en el caso de los retrovirus el RNA
se transcribe primero inversamente hacia DNA, proceso que se logra gracias a la
enzima transcriptasa reversa. Como resultado se forma nuevo DNA viral el que
entra en el nucleo celular y luego se integra en el genoma de la célula huésped
como un provirus. Este provirus puede traducirse después en RNA, ademas de
ser capaz de replicarse. Las proteinas y el RNA pueden colocarse en paquetes y

formar un nuevo virion (29). (Ver Figura No. 4 del anexo No.1)
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En la inoculacion experimental el virus se encuentra en la sangre del
equino infectado de 2 a 5 dias después, y se observa la reaccion febril hasta el
décimo o vigésimo noveno dias. El virus se localiza especialmente en bazo,
higado, rifidn y ganglios linfaticos. El virus desaparece de los tejidos durante los
periodos entre ataques clinicos graves. La viremia es persistentemente baja
durante toda la vida del caballo, a excepcion de los periodos de actividad clinica,

que es cuando el animal es mas infeccioso (3,6).

La infeccion por el virus produce dafo a la capa intima capilar, con
afectacion del sistema reticuloendotelial, produciéndose gran destruccion de
eritrocitos. A las lesiones del endotelio le siguen cambios inflamatorios en los
organos parenquimatosos, sobre todo el higado. Se producen cambios similares
en el tejido nervioso desencadenandose ataxia, leptomeningitis espinal vy
encefalomielitis, signos  caracteristicos en la presentacion clinica de la

enfermedad (6).

La enfermedad aguda se asocia con la duplicacion masiva del virus y con

la destruccion de macréfagos, aunque la causa de la muerte se desconoce (6).

La hemodlisis se caracteriza por la breve duracion de los eritrocitos, asi
como la fragilidad vascular y eritrocitaria forman parte de una reaccidn

inmunitaria. El virus puede atravesar la barrera placentaria e infectar el potro fetal

(6).

Todos los signos clinicos corresponden a la aparicion de anticuerpos
circulantes, los cuales son fijadores de complemento pero no neutralizantes del
virus. El tercer componente del complemento aparece sobre las membranas de
los eritrocitos y esto responde por el reconocimiento de los macrofagos y es
cuando se produce la eritrofagocitosis. Los anticuerpos IgG e IgM no se
encuentran fijos a los eritrocitos, pero se cree que reaccionan especificamente

con el virus adsorbido en los eritrocitos. Hay un acortamiento del lapso de vida de
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los eritrocitos hasta un 20 a 65% del periodo normal. La hemdlisis es intracelular,
aunque en la enfermedad aguda hay fragmentacion de los eritrocitos debido al
dafio microvascular y a los niveles de haptoglobina disminuidos. La médula 6sea
se muestra al principio con una respuesta muy elevada, presentando una
desviaciéon hacia arriba en el volumen celular medio y anisocitosis marcada.

Luego la médula se vuelve hipoproliferativa ( 21).

4.8.1 RESPUESTA ANTIGENICA DEL HUESPED ANTE EL VIRUS:

Un aspecto importante a tomar en cuenta de la patogenia de la Anemia
Infecciosa Equina es la evasion que realiza el virus ante la respuesta inmunitaria
del huésped, ya que los caballos recuperados del primer ataque de la
enfermedad clinica, pueden permanecer normales durante semanas 0 meses.
Generalmente ocurren 3 o 4 recaidas antes de que el equino desarrolle una
enfermedad emaciante o crénica, o de que se vuelva clinicamente normal. Las
recaidas ciclicas pueden estar separadas entre dos y ocho semanas. Cada
acceso de la enfermedad tiende a ser menos grave que el anterior (fiebres mas
bajas y anemia menos intensa). El virus de la Anemia Infecciosa Equina (VAIE)
sufre un alto indice de mutacion aleatoria y en él se producen nuevas variantes
genéticamente diferentes. La supervivencia de estas variantes esta determinada
por la presencia de anticuerpos neutralizantes en el suero del caballo. Conforme
se producen cepas variantes del virus, los caballos infectados producen
anticuerpos neutralizantes contra esa variante y, en consecuencia ese periodo de
viremia termina. Las variantes del virus aparecen con rapidez y al azar, y la
aparicion de una nueva variante no neutralizable causa una nueva recaida de la
enfermedad. Después de que el virus ha sufrido varias de estas mutaciones y
cuando el caballo ha respondido a todas, el espectro de anticuerpos
neutralizantes del suero del caballo se vuelve muy amplio y la viremia disminuye
hasta alcanzar un nivel muy bajo. Es entonces cuando se examina una gran

cantidad de tejidos para aislar el virus (29).
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4.9 SIGNOS CLINICOS:

El periodo de incubacidon es de 14 dias, generalmente esta comprendido
entre 2 a 4 semanas en brotes naturales. La enfermedad se clasifica debido a su
presentacion clinica en la forma aguda, subaguda, crénica e inaparente; estadios

dificilmente de identificar entre si (3,10).

Los signos que se presentan en las fases aguda y subaguda son de grado
variable, generalmente es raro observarlas en situaciones naturales y son las
formas de la enfermedad que mas dafo causan debido a que los signos aparecen
rapidamente (11); Como regla general se observa depresion inicial, debilidad
intensa y deterioro del estado general. La ataxia es un signo importante en
muchos de los casos y en algunos es la unica anormalidad clinica observada.
Existe fiebre intermitente hasta 41°C, que puede elevarse y caer rapidamente, en
algunos casos dura menos de 24 horas (8,10), con fluctuaciones hasta de 1°C en
una hora. También puede observarse ictericia, edema de la porcion ventral del
abdomen, en el prepucio y extremidades, asi como hemorragias petequiales de
las mucosas vulvar, conjuntival y especialmente sublinguales, signo considerado
como patognomonico de la enfermedad (5,22). En las etapas tempranas de la
enfermedad las mucosas se observan congestivas y edematosas. Hay un
aumento caracteristico en la frecuencia e intensidad de los ruidos cardiacos, que
se exacerba durante el ejercicio moderado. La disnea se observa en las etapas
terminales, pero se puede presentar secrecion nasal sanguinolenta
(3,6,8,1012,21).

La esplenomegalia es tan intensa que frecuentemente se palpa por
exploracion rectal. En las yeguas gestantes se puede presentar aborto. Muchos
animales se recuperan de esta etapa aguda después de un curso de 3 dias a 3
semanas. Otros se debilitan progresivamente, caen en decubito dorsal y mueren

después de 10 a 14 dias de iniciados los signos clinicos de la enfermedad (6).
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Los pacientes que se recuperan temporalmente pueden permanecer
normales durante 2 o 3 semanas y luego recaen con signos analogos,
generalmente menos graves. Las recaidas ocurren frecuentemente coincidiendo
con periodos de stress, y se caracterizan por periodos febriles y recidivantes,
adelgazamiento progresivo, debilidad e insuficiencia cardiaca; un signo tardio es

la aparicidon de palidez de las mucosas (3,6,10).

La viremia se presenta durante todo el curso de la enfermedad e incluso
durante toda la vida del caballo. Si el animal no muere en un periodo de 2 a 3
semanas la dolencia puede tornarse cronica y los animales virémicos recuperados
se observan en buenas condiciones, algunos presentan episodios recurrentes y

otros desarrollan la enfermedad croénica (3,8,10,12).

En la etapa cronica puede observarse alotriofagia. Algunos animales
afectados parecen estar curados por completo, aunque pueden permanecer

infectados y sufrir recaidas (6).

4.10 PATOLOGIA CLINICA:

La anemia es severa y suficiente para causar la muerte con recuentos
eritrocitarios muy bajos, de hasta 1 x 10'2 por litro, hemoglobina de 25 a 50
g/litro y hematocrito de 0,08 a 0.15 litro/litro. Hay una trombocitopenia constante
durante los periodos febriles, o que constituye la base de las petequias. En las
etapas tempranas de la enfermedad hay anisocitosis, con poquilocitosis
moderada, caracteristicamente ningun policromatico. Los eritrocitos nucleados no
estan presentes en la sangre periférica. En la etapa temprana de un ataque agudo
hay macrocitosis, a veces hasta un volumen celular medio de 60fl. Mas tarde la
enfermedad se vuelve normocromatica, normocitica y no hay respuesta. Hay
leucopenia y neutropenia, desviacion minima a la izquierda, linfopenia y una

monocitosis relativa. Los monocitos con frecuencia contienen glébulos rojos
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ingeridos (sideroleucocitos). Los niveles de 4 por 10,000 sideroleucocitos
constituyen un diagnostico positivo de la enfermedad. Los sideroleucocitos estan
presentes en la sangre a los 2 o 3 dias de un episodio febril y disminuyen con la
temperatura. Los neutrofilos tienen cambios toxicos moderados, con vacuolizacion
y granulacion azurdfila. Las células mononucleares son grandes y basofilicas y es
dificil distinguir los linfocitos de los de los monocitos jovenes. Las plaquetas son
pequenas, uniformemente basofilicas, con un nivel bajo normal de granulacién y

las células inmaduras se encuentran con poca frecuencia (18).

La ictericia siempre esta presente en los caballos anémicos y febriles y la
bilirrubina esta entre 170 y 250 mmol/litro; la mayor parte no esta conjugada. Se

observa lipemia ocasionalmente en la enfermedad aguda (18).

Con la cronicidad de la enfermedad hay una caida en la albumina de
aproximadamente 10 g/litro y se produce un aumento en la gammaglobulina de
tal manera la proteina total permanece relativamente sin cambio y la relacion
albumina/globulina estd disminuida. El hierro sérico aumenta en la enfermedad

aguda y cae con la cronicidad (18).

4.11 HALLAZGOS A LA NECROPSIA:

Los caballos que mueren durante el episodio febril muestran nddulos
linfaticos agrandados, hepatomegalia, esplenomegalia, hemorragias mucosas y

viscerales, edema subcutaneo ventral y trombosis (10).

Microscopicamente se observan linfocitos y macrofagos acumulados en las
areas periportales del higado, de los ndédulos linfaticos, bazo, glandulas adrenales
y pulmones. Las células de Kupffer , médula ésea, células del bazo y nddulos

linfaticos ocasionalmente presentan hemosiderina (10).



20

En la mayoria de caballos eutanasiados o que mueren naturalmente
seropositivos a la enfermedad se observa microscédpicamente glomerulonefritis

con incremento celular y adelgazamiento de los glomérulos (10).

Los caballos con este tipo de anemia pueden presentar una
meningoencefalitis. Las lesiones parecen iniciarse junto a los ventriculos y por
debajo de la piamadre. En este proceso hay infiltraciones perivasculares
constituidos principalmente por linfocitos. También, a veces, se pueden encontrar
granulomas con células epiteloides y aun células gigantes en las proximidad de
los vasos y hay proliferacion de células de la microglia, asi como degeneracion
de neuronas, con la consiguiente neuronofagia. El epéndimo puede presentar
alteraciones importantes, que consisten en un edema a su alrededor, infiltracion
linfocitaria y formacion de los granulomas. El epitelio ependimario puede

desaparecer formandose elevaciones proliferas proyectadas hacia el exterior (1).

4.12 DIAGNOSTICO:

El cuadro clinico de la enfermedad es muy variable. Para emitir un

diagndstico resulta imprescindible la practica de pruebas laboratoriales (6,8).

Antes del ano 1970 el diagndstico de la enfermedad era complicado vy
costoso, hasta que Leroy y Coggins describieron una prueba efectiva de
anticuerpos especificos del virus de la A.lLE. La prueba de Coggins o de
Inmunodifusién en Agar de Gel -AGID-, demostré una correlacion con los
resultados de las pruebas de inoculacién a caballos para el virus de A.LLE, y por lo
tanto la prueba resulté util para el diagnostico de animales portadores del virus
(6,8,15,16).

La Organizacién Internacional de Epizootias (O.l.E.) recomienda como

método de diagnostico de eleccidn la Inmunodifusion en Agar de Gel, o de
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Coggins (Standard de O.l.E. de 1984), ya que es la unica prueba que descubre
con maxima seguridad a los portadores del virus sin manifestaciones clinicas. Si
el resultado de la prueba de Coggins es claramente positivo en los équidos
adultos el diagnéstico se considera confirmado independientemente de cual sea el

cuadro clinico (5,27).

Se dispone de otras pruebas diagnodsticas, entre las que se pueden
mencionar la de ELISA (Analisis de Inmunoabsorcion Ligada a Enzimas, o
Ensayo complejo enzimatico inmunoabsorbente), la que actualmente se
encuentra en el mercado es la prueba C-ELISA (ELISA de competicion) y la
prueba SA-ELISA (antigeno sintético) (11,13). Ambas pruebas detectan anticuer-
pos neutralizantes cerca de un mes después del primer periodo febril, los que

persisten de forma indefinida (2,4,6).

Las pruebas de diagndstico mas sensibles son menos especificas, por lo
que un alto porcentaje de reacciones positivas se espera que sean falsos
positivos. La prueba de C-ELISA da los resultados el mismo dia en que se proce-
san las muestras, por el contrario de la prueba de Coggins en la cual se puede
saber los resultados 24 horas después de procesadas las muestras. Una de las
desventajas que presenta la prueba de ELISA, es que debido a su alta
sensibilidad puede arrojar resultados falsos positivos (12,14). En Chile la

tendencia actual es reemplazar la prueba de Coggins por la prueba de ELISA (3).

Los resultados de falsos positivos o falsos negativos pueden ocurrir por
varias razones, mencionandose entre ellas, el error humano en la colecta y
mantenimiento de las muestras, o en la interpretacion y reporte de los resultados
(12).

La prueba de Western Inmunoblot es una técnica utilizada para detectar un
espectro de anticuerpos de la superficie glicoprotéica gp90 y gp45, asi como

también la proteina coridnica p26; producidos por los antigenos del virus de la
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Anemia Infecciosa Equina, y ademas, tiene el poder de distinguir anticuerpos de
las distintas variedades de la proteinas del virus de la Anemia Infecciosa Equina

debido a la separacion fisica de la membrana (9,12,14).

Otra prueba menos utilizada es la de Inmunofluorescencia Indirecta que
detecta la presencia del virus en los tejidos. En la prueba de Fijacion de
Complemento se puede medir un titulo incluso después de 2 o 3 meses después
del ataque (2,4,6).

4.12.1 DIAGNOSTICO SEROLOGICO:

La utilizacion de la epidemiologia serologica y del diagndstico seroldgico
en estudios de investigacion es de gran importancia, ya que se valoran variables
presentes en el suero sanguineo de poblaciones animales que pueden estar
expuestas a una enfermedad y al agente etiolégico de la misma. El principal
componente del suero que se analiza es la actividad de las globulinas como
anticuerpos especificos. Los anticuerpos sanguineos son una evidencia de la

exposicion actual o anterior a los agentes infecciosos (27).

Los animales con titulos detectables de anticuerpos son seropositivos;
aquellos otros que no tienen anticuerpos detectables son seronegativos y los
animales que eran previamente seronegativos y que en la actualidad son

seropositivos se dice que muestran una seroconversion (27).

Los caballos expuestos al virus de Anemia Infecciosa Equina generalmente
desarrollan una respuesta inmune detectable al antigeno 45 dias postinfeccion.
Los antigenos principales reconocidos por el caballo son dos proteinas de

envoltura, la gp90 y gp45, y la principal proteina es p26 (12).

Aunque los genes mutantes se desarrollan en distintas proporciones, éstos

conservan la secuencia genética que se encuentra en todas las cepas del virus
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causante de la enfermedad. Debido a esto, los laboratorios han utilizado las
proteinas de envoltura del virus para detectar los anticuerpos generados por los

caballos en respuesta a la infeccion con todas las cepas de campo (12).

Los anticuerpos precipitantes aparecen precozmente, al mismo tiempo que
el anticuerpo de fijacion de complemento, pero duran mas tiempo, el mismo
tiempo que persiste el anticuerpo neutralizante. El periodo entre la inoculacién y la
aparicion de la positividad de las reacciones puede ser hasta de 45 dias. Los
potros que quedan pasivamente inmunizados reaccionan positivamente cuando
absorben anticuerpos del calostro de la madre y los titulos se hacen negativos
entre los 65 a 182 dias de edad (6).

4.12.1.1 OBTENCION DE MUESTRAS Y PREPARACION PARA EL ANALISIS:

Para realizar un diagnédstico serolégico en animales sospechosos de
padecer la enfermedad de Anemia Infecciosa Equina se debe utilizar unicamente
suero de equinos. En el campo se debe realizar la colecta de sangre
asépticamente por medio de venopunsién y colocarla en tubos limpios sin
anticoagulante. La sangre debe dejarse coagular durante 1-2 horas a temperatura
ambiente, mantenerse en posicion horizontal durante toda la noche a 4°C vy, tras
esto, debe separarse el suero mediante centrifugacién a 2,000-3,000 rpm durante
15 minutos (19,27).

La reactividad de los anticuerpos a las técnicas seroldgicas puede verse
afectada por un almacenamiento deficiente de las muestras, a consecuencia de la
alteracion de las moléculas de las inmunoglobulinas. Por eso se cuentan con dos
técnicas de conservacion: la ultracongelacion y la liofilizacion. En el caso de la

primera, existen cuatro opciones:

1. Fase liquida de nitrégeno liquido: —196°C,

2. Fase de vapor de nitrégeno liquido: —110°C,
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3. Ultracongelacién: de -70 °C a -90°C, y
4. Ultracongelacion estandar: de —20°C a —40°C (18,25).

La conservacién prolongada de anticuerpos puede conducir a la formacién
de fragmentos Fab monovalentes, lo que da lugar a la pérdida de anticuerpos
especificos; la congelacidon y descongelacion repetidas tienen efectos deletéreos y
la utilizacion de crioprotectores y enzimas reduce o elimina el deterioro de las
muestras. Asi se ha demostrado que la conservacion ininterrumpida a 20°C es
un procedimiento satisfactorio, existiendo una disminucion muy escasa de la
actividad especifica durante, al menos 2 afos (27). Las muestras antes de
analizarse deben ser almacenadas a temperatura de refrigeracion entre 2°C a 8°C
hasta por 5 dias y si se almacena por mas tiempo la temperatura debera estar a
-20°C (19,27).

Los sueros congelados deben ser descongelados antes de su uso y
utilizarse inmediatamente, ya que todo retraso conduce a un aumento de la tasa
de protedlisis. Se debera de mezclar las muestras varias veces antes de usarlas.
Si la muestra presenta turbidez, hemolisis o indicios visibles de crecimiento
bacteriano no hay que utilizarla ya que puede interferir con el rendimiento y

exactitud del analisis serologico (18,25).
4.12.1.2 PRUEBA DE INMUNODIFUSION O DIFUSION EN GEL:

Es una prueba de unién secundaria en la cual la reaccion entre antigeno y
anticuerpo va seguida de una segunda reaccion, en este caso la precipitacién de

los complejos antigeno y anticuerpo (29).

La prueba de Coggins o de Inmunodifusion en Agar de Gel (AGID), es un

método confiable de difusidn en gel que se usa para detectar anticuerpos
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especificos formados entre 10 y 30 dias después de la infeccion con el virus de la

Anemia Infecciosa Equina (19,27,29).

Desde 1970, este método de diagndstico detecta la presencia de
anticuerpos contra la proteina p26 (12) y determina la existencia de precipitinas
presentes en el suero de caballos infectados, se utiliza como antigeno cultivos
tisulares del virus (6). En el antigeno purificado del virus se detecta anticuerpos
contra el virus de la Anemia Infecciosa Equina analizando suero de caballos
infectados. El uso de estos antigenos altamente purificados elimina las lineas de

precipitina no especificas de la prueba (19).

El desplazamiento de los anticuerpos hacia sus respectivos antigenos en
un agar de gel da lugar a la formacion de lineas de precipitina. En sueros
fuertemente positivos, puede visualizarse lineas de precipitina de identidad como
una continuacion de la linea entre el suero del control y el pocillo de antigeno
central. En los sueros débilmente positivos la linea del suero de control forma una
curva, orientada hacia el pocillo de antigeno. Si el suero es negativo, no se forma
ninguna linea de precipitina de identidad (19). (Ver figuras No. 5 y 6 del anexo
No.1)

Los resultados que emite esta prueba de diagndstico son los siguientes:

- Si el suero es negativo, las lineas de precipitina del control se
dirigen en linea recta al pocillo de la muestra negativa o se curvan
ligeramente de vuelta hacia los pocillos de control,

- Si el suero es débilmente positivo, las lineas de precipitina de control
se topan con el pocillo de muestra pero se curvan en sentido
opuesto de los pocillos de control, las unas con las otras, Y

- Si el suero es fuertemente positivo, las lineas de precipitina de

control se curvan en direccion de las unas a las otras antes de llegar
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- alos pocillos del suero de prueba. Es posible que estén conectadas
por una linea de precipitina ancha y difusa préxima al pocillo del an-
tigeno. Puede detectarse una linea mas nitida si el suero se diluye

dos veces en secuencia y se vuelve a analizar (19).

Para realizar dicha prueba se cortan dos pozos de unos 5 mm de diametro
en una capa de agar, con una separacioén aproximada de 1 cm. Un pozo se llena
con antigeno soluble y el otro con antisuero; los reactivos se difundiran en forma
radial. Cuando estos reactivos se encuentren en proporciones 6ptimas, aparecera

una linea blanca opaca de precipitado (29).

4.12.1.3 TECNICA DE ENZIMOINMUNOENSAYO:

La técnica de Elisa esta clasificada dentro de las pruebas de unién
primaria, ya que en ella se lleva a cabo un combinado de antigeno y anticuerpo, y

luego se mide la cantidad de complejos inmunitarios formados (29).

Esta prueba se basa en la cuantificacibn de una reaccion enzimatica
asociada a la formacion de complejos inmunes, la cual combina la especificidad
de los anticuerpos con la sensibilidad de un simple ensayo enzimatico, mediante
el uso de anticuerpos o0 de antigenos unidos a una enzima facilmente detectable
(2,17). Como anteriormente se menciond, la deteccién es posible gracias a la
conversion enzimatica de un sustrato en un producto coloreado. La técnica de
ELISA fue desarrollada por primera vez en 1971, usa un conjugado enzima-
anticuerpo y hace posible la deteccion y cuantificacion especifica de antigenos o
anticuerpos en la solucion. La técnica tiene como base una reaccidn colorimétrica
en la que se relaciona la absorbancia del compuesto coloreado formado, con la

concentracion de la muestra (2).

La prueba de ELISA ofrece una serie de ventajas:

- No usa compuestos radioactivos,
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- Menor equipamiento,

- La sensibilidad que posee la prueba de ELISA se compara con la que
se obtiene al utilizar métodos complejos como RIA (Radioinmunoensa-
yo), y

- Puede ser facilmente desarrollado y validado para una nueva sustancia
(2,4).

La prueba de ELISA se puede utilizar para cuantificar cualquier antigeno,
basandose en el siguiente concepto: deteccion de un antigeno inmovilizado sobre
una fase soélida mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una

reaccion, cuyo producto, puede ser medido espectrofotométricamente (4).

Al utilizar cantidades conocidas de antigeno 46 estandar sin marcar, se
genera una curva estandar que relaciona la absorbancia (del producto coloreado
formado) con la cantidad de antigeno. De esta curva se puede determinar por me-
dio de calculos sencillos la cantidad de antigeno que hay en la muestra problema
(2,8).

Los dispositivos utilizados en la técnica de ELISA son los siguientes:
microplacas de 96 pocillos de plastico tratado para aumentar la capacidad de
absorcion de moléculas con fondos de pocillo 6pticamente claros para poder
realizar las medidas de densidad Optica en los lectores ELISA, estos lectores son
espectrofotometros capaces de realizar lecturas seriadas de cada uno de los
pocillos de la placa ELISA. A diferencia de un espectrofotdmetro convencional,
con capacidad de leer todas las longitudes de onda ultravioleta, los lectores
ELISA disponen de sistemas de filtros que sélo permiten la lectura de una o pocas
longitudes de onda, las cuales son las necesarias para determinar la densidad

optica de los cromogenos comunmente utilizados (4).
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El ensayo ELISA consta de 4 fases:

1. Conjugacion del anticuerpo o del antigeno con una enzima,

2. Luego se da la union del antigeno o anticuerpo a los pocillos, lo cual se
realiza facilmente debido a que la superficie de plastico tratado tienen gran
afinidad por proteinas, unién del antigeno (o anticuerpo) a la placa, en
donde se da la formacién de inmunocomplejos,

3. Revelado de la reaccion enzimatica, la cual se da después de realizar un
lavado de moléculas marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos vy
se anade el sustrato enzimatico en solucion, y

4. Se deja reaccionar y se lee la densidad éptica mediante espectrofotometria
(4,9). (Ver figura No.7 del anexo No. 1)

4.12.1.3.1 DISTINTOS TIPOS DE ELISA:

4.12.3.1.1 ELISA INDIRECTO:

Para realizar dicha prueba se cubren con una capa de solucion de antigeno
pequefos pozos preformados en placas de poliestireno. Los antigenos proteinicos
se unen con firmeza a este material, de modo que el antigeno no unido pueda
después extraerse aplicandole un lavado enérgico. Esto permite que los pozos de
la placa permanezcan revestidos del antigeno. Las placas asi cubiertas pueden
guardarse hasta el momento en que se necesiten. El suero que se habra de
probar se coloca dentro de los tubos, de manera que los anticuerpos especificos
del suero puedan unirse al antigeno que se encuentra fijo a las paredes de los
tubos. Después de la incubacién y del lavado para extraer al anticuerpo no unido,
la presencia de los anticuerpos que se unieron se puede detectar agregando
antiglobulina (inmunoabsorbente) ligada quimicamente a una enzima. Este
complejo se une a los anticuerpos y, después de la incubacion y del lavado, se
detecta y mide con sélo agregar el sustrato para la enzima correspondiente. La

enzima y el sustrato se seleccionan de una manera que en cada tubo se
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produzca un producto que tenga un cierto color. La intensidad del color sera
proporcional a la cantidad de antiglobulina ligada a la enzima que se haya
captado, la cual a su vez, sera proporcional a la cantidad de anticuerpos
presentes en el suero que se esta analizando. La intensidad del color se estima a

simple vista 0, aun mejor, mediante espectrofotometria (29).

4.12.1.3.1.2 ELISA DE ANTIGENO MARCADO:

Esta variante es la que se encuentra en los estuches de diagnostico
comerciales. El antigeno se une a la placa antes de la prueba. Se agrega el
anticuerpo que va a ser probado, lo cual va seguido de varios lavados con

antigeno marcado. El anticuerpo se une a la placa del antigeno marcado (29).

Existen estuches comerciales que utilizan placas de poliestireno con
micropozos, o con filtro de membrana. El filtro se puede cubrir con anticuerpos y
también puede utilizarse para detectar antigenos. Una ventaja del uso del filtro de
membrana es que el anticuerpo se puede unir a una parte del filtro, mientras que
los testigos positivos y negativo pueden colocarse en otros puntos del mismo
filtro. El resultado puede leerse como un punto de color, el cual se compara con

los testigos positivo y negativo adyacentes (29).

4.12.1.3.1.3 SISTEMA COMPETITIVO DIA™ ELISA (AIE C-ELISA):

Esta prueba fue aprobada por el gobierno de Estados Unidos de Norte
América en 1986, como la segunda prueba de laboratorio en importancia para la

deteccion de anticuerpos contra el virus de la Anemia Infecciosa Equina (15).

Este sistema es rapido y especifico para la deteccion de anticuerpos
séricos de Anemia Infecciosa Equina en caballos. El antigeno purificado de AIE y

los anticuerpos monoclonales p26 son utilizados para reducir reacciones no
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especificas comunmente encontradas en las pruebas de ELISA. La correlacion
entre los sistemas Dia AIE C-ELISA y el AIE AGID es mayor al 99 por ciento (19).

El sistema DIA™ AIE C-ELISA contiene celdas plasticas cubiertas con
anticuerpo monoclonal especifico p26, el cual es el principal antigeno especifico
del virus de la Anemia Infecciosa Equina. El antigeno p26 ha sido conjugado con
una enzima. El suero equino es incubado simultaneamente con el antigeno
conjugado p26. Los anticuerpos séricos especificos p26 compiten con los
anticuerpos monoclonales anti- p26 del antigeno de la enzima ligada purificada
p26 (19).

Cuando los anticuerpos del virus de la Anemia Infecciosa Equina (VAIE)
estan presentes en una muestra de suero equino, estos previenen la union del
antigeno de la enzima ligada a la cubierta de anticuerpos monoclonales de los
pozos plasticos, por lo tanto una muestra positiva dara como resultado poco o
nada de coloracion. Si un caballo es negativo a los anticuerpos del virus de la
Anemia Infecciosa Equina, el antigeno de la enzima ligada se unira a los
anticuerpos monoclonales de los pozos plasticos. El color de la solucion del
sustrato cambia a azul oscuro, lo cual es indicativo que no hay presencia de
anticuerpos especificos del virus de la Anemia Infecciosa Equina en el suero del
caballo (19).

Para obtener una interpretacion final del ensayo, el color de las muestras
de los pozos se comparan con el color de los controles positivos (19). (ver figuras

No.8 y 9 del anexo No. 1)
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4.13 TECNICAS ESPECTROSCOPICAS:

Desde hace muchos anos se ha usado el color como ayuda para reconocer
las sustancias quimicas; al reemplazar el ojo humano por otros detectores de

radiacion se puede estudiar la absorcion de sustancias (7).

Las técnicas espectroscopicas de analisis se basan en la observacion de
las interacciones entre la materia y la radiacion electromagnética. De esta
manera se determina la absorcion de dicha radiacion para detectar y cuantificar
la presencia de ciertos analitos en una muestra. Las radiaciones
electromagnéticas mas utilizadas con finalidad analitica son las comprendidas en
la region infrarroja, visible y ultravioleta. La especificidad de la deteccion del
analito se basa en la seleccién de longitud de onda de la radiacién emitida o
absorbida (24).

La espectrofotometria se refiere a la medicion de la cantidad de energia
radiante que absorbe un sistema quimico en funcién de la longitud de onda de la
radiacion, y a las radiaciones de una determinada longitud de onda. Esta es una
de las técnicas mias utilizadas para la deteccion de moléculas. Se caracteriza por
su sensibilidad y aplicabilidad a distintas moléculas (23).

El espectro de absorcion se refiere a la luz absorbida de una molécula en
funcidn de la longitud de onda y constituye la identidad de la molécula a analizar
(23). Los espectros de absorcion de las moléculas se miden mediante un aparato

denominado espectrofotometro (24).

Los instrumentos que miden la absorcidon de la luz visible se denominan
colorimetros, mientras que los espectrofotdmetros son los aparatos que miden la
absorcion de la luz ultravioleta y visible (24). El espectrofotometro es un
dispositivo que posee una fuente de radiacion que se puede dirigir hacia una
muestra que se espera absorba parte de esa radiacion, la cual se puede detectar
mediante un circuito que produzca una sefal reproducible (analisis quimico). Este
consta de una fuente de luz blanca caracterizada por un espectro de emision

continuo en un intervalo amplio de longitudes de onda y de un monocromador que
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actua como un filtro optico transmitiendo un haz de luz de longitud de onda fija e
intensidad. Este haz de luz penetra en la cubeta de analisis donde se encuentra la
muestra. Un detector sensible mide a la luz la intensidad del haz a la salida y un
sistema electronico se encarga de calcular la relacidn entre la intensidad de la
radiacion emitida por la fuente y la intensidad de la radiacion recibida por el
detector (7,23,24).

La utilizacion de la absorbancia al realizar los espectros tiene la ventaja de

ser directamente proporcional a la concentracion de moléculas en la muestra (24).

TEORIA DE LA ABSORCION MOLECULAR

Todas las moléculas poseen un nivel de energia. A temperatura ambiente, la
mayoria de las sustancias se encuentran en su nivel energético mas bajo
denominado estado fundamental. Cuando una onda electromagnética
interacciona con una molécula, la energia de dicha onda puede resultar absorbida
si coincide exactamente con la energia necesaria para llevar la sustancia quimica
desde el estado fundamental hasta algunos de los niveles energéticos superiores
(24).

Lambert y Beer dedujeron la relacion entre la medida de absorcion, el
espesor de la sustancia absorbente y la cantidad de sustancia que absorbe. Se
evidencia un crecimiento exponencial de la absorcion de la radiacién en funcién
tanto del espesor de la region absorbente como de la cantidad de esa especie. La
espectrofotometria utiliza estas relaciones para cuantificar la presencia de una

especie absorbente (23).
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4.14 VALIDACION DE PRUEBAS SEROLOGICAS:

Para validar una prueba seroldgica a nivel de laboratorio se tiene que tomar
en cuenta una serie de procesos relacionados entre si; como los que a
continuacién se mencionan. Debe ser un proceso experimental, ya que en esta
etapa se optimizan los reactivos y protocolos para detectar la sustancia analizable
con exactitud y precision. Debe ser un proceso relativo, ya que la sensibilidad y
especificidad de diagnostico del ensayo se calculan con respecto a los resultados
del ensayo sobre poblaciones de animales de referencia cuyos antecedentes vy
eventual infeccidn o exposicidn se conocen. Debe ser un proceso condicionado,
ya que la clasificacién de los animales de la poblacién diana esta condicionada en
la medida en que la poblacién animal de referencia usada para validar el ensayo
sea representativa de la poblacion a la que se le aplicara la prueba. Debe ser un
proceso acumulativo, ya que la validez de un ensayo se incrementa con el tiempo,

a medida que el uso de la prueba demuestra la exactitud y la precision de sus

resultados. Y por ultimo debe ser un proceso continuo, ya que el ensayo es valido
unicamente mientras siga proporcionando resultados exactos y precisos, o que

se verificara por técnicas estadisticas (19).

4.15 TRATAMIENTO:

No existe tratamiento especifico alguno. La terapéutica de sostén, que
incluye transfusiones sanguineas y administracion de farmacos hematdgenos
puede facilitar la recuperacién clinica; por razones legales este tratamiento no
estd recomendado (6,14). El estudio del efecto inmunoestimulante que tiene el
Levamisol sobre caballos infectados con el virus de Anemia Infecciosa Equina
durante 30 dias y 2 aplicaciones diarias a una dosis de 2 mg/kg demostré un
efecto inmunoestimulante por encima de los valores fisiologicos (16). A pesar de
que se ha tenido una amplia investigacion sobre el desarrollo de una vacuna

segura y efectiva para proteger a los équidos de la infeccion de este virus, no se
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ha tenido el éxito esperado, debido a que las vacunas utilizadas en experimentos
no estimulan completamente la respuesta inmunoldgica; se ha demostrado que
las vacunas vivas modificadas tienen mejor respuesta cuando la cepa utilizada es
la misma del virus de la Anemia Infecciosa Equina, sin embargo, la aparicion de
signos clinicos sigue siendo un problema con algunas subunidades utilizadas en
vacunas recombinantes. Otra desventaja del uso de vacunas seria la
interferencia con los controles serologicos que muchos paises han adoptado para
mantener controlada la enfermedad, aunque en China se esta trabajando en una
vacuna que viene equipada con un marcador que diferencia las cepas de campo

y de las vacunales a la hora de realizar muestreos serologicos (13).

4.16 CONTROL:

Debido a que en el curso de la infeccidn natural los anticuerpos formados
no garantizan ninguna proteccion inmunitaria, hasta el presente no se ha podido
disponer de una inmunoprofilaxis eficaz, ni de una terapia efectiva. Por lo que
todas las medidas de lucha se concentran, en descubrir y eliminar los reservorios
del virus, asi como de evitar la difusidbn de éste y erradicarlo paulatinamente
(5,6,9,11).

El desarrollo en 1970 de la técnica de difusion en gel para la deteccion de
anticuerpos frente a la Anemia Infecciosa Equina dio lugar a la regulacién del
movimiento controlado de caballos seropositivos en Estados Unidos de Norte
América (15).

La prueba de Coggins ha arrojado resultados exactos y es tomada como
base para un programa de erradicacion. Con excepcion de los potros se acepta
que ésta prueba es sinonimo de infeccidon y de infecciosidad. La unica limitacion

identificable de la prueba es su incapacidad para sefalar casos que se
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encuentran aun en el periodo de incubacion, en el que los animales todavia no

muestran signos clinicos y que tal vez mueran durante este periodo (6).

Pueden presentarse resultados débilmente positivos en la prueba de

Coggins:

1.

En potros sanos que vehiculen todavia anticuerpos maternos persistentes;
(un segundo analisis realizado 2 meses después del destete, en el quinto
mes de vida, arrojara resultados claramente negativos),

En équidos infectados y en periodo de incubacion (el segundo analisis
efectuado entre 15 y 20 dias después arrojara resultado claramente
positivo), y

En animales con la infeccidn latente (el segundo analisis da por lo regular

el mismo resultado débilmente positivo) (5).

Las medidas protectoras de territorios libres de la enfermedad son las

siguientes:

1.

Se prohibiran las importaciones y transito de équidos procedentes de

territorios con la enfermedad enzodtica (5).

En cada importacion de solipedos exigira el pais importador del exportador,
un certificado oficial internacional en el que se haga constar que no mas de

5 dias antes de efectuar el transporte:

Los animales se encontraban libres de signos clinicos de la enfermedad,
Los animales permanecieron como minimo durante los 3 meses ultimos en
su establecimiento de origen, el cual, lo mismo que un entorno de 30 km,
estan libres de Anemia Infecciosa Equina desde 12 meses antes,

Los animales arrojaran resultado negativo a la prueba de Coggins de 30 a

45 dias antes de su exportacion,
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- Los animales que permanezcan corto tiempo en el pais por motivo de
exposiciones y concursos hipicos cumpliran con los requisitos anteriores, y
- Los caballos que vayan a quedarse en el pais se someteran como minimo
a una cuarentena de 28 dias, en cuyo transcurso seran investigados

serologicamente (5,7).

La validez maxima de la prueba de Coggins negativo debe fijarse de
manera unitaria en 120 dias. Al efectuarse vacunaciones y extracciones de
muestras de sangre, en todas las poblaciones equinas es imprescindible utilizar

en cada animal aguja y jeringa estériles de un solo uso (5,7).

Medidas a adoptar en los brotes de Anemia Infecciosa Equina:

Esta contraindicado todo tipo de tratamiento de la enfermedad, ya que el
animal, una vez infectado, se convierte en vehiculador del virus de por vida y con
ello en una fuente de contagio. Todos los animales enfermos y todos los que den
resultado positivo a la prueba de Coggins deben separarse inmediatamente del
resto de animales y sacrificarse. Cuantos animales contactaron con ellos se
deberan aislar de los demas caballos y se deben someter a control clinico y
serologico. También se debe tener control sobre los insectos vehiculadores del
virus (5,7).

Medidas en territorios con la enfermedad:

En areas territoriales débilmente infectadas se eliminaran en seguida de la
poblacién todos los équidos con manifestaciones clinicas y serolégicamente
positivos; los animales que contactaron con ellos seran aislados. Se debe de
minimizar el contacto de los caballos sanos con las excreciones y secreciones
provenientes de los caballos infecciosos (11). Todos los traslados se controlaran
mediante analisis serologicos, autorizandose unicamente si estos son negativos.

En todos los casos los animales se someteran a una cuarentena de por lo menos
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4 semanas en el establecimiento receptor. Los animales que den resultado

positivo en el analisis serologico se eliminaran de inmediato. (5,7).

Mediante la eliminacién progresiva de los animales seropositivos de la
poblacién remanente, junto con el aislamiento y posterior control de los animales
en contacto, se ira reduciendo paulatinamente el numero de équidos infectados

presentes en el territorio, y por tanto los reservorios del virus (5,7).

Cuando se presente algun caso positivo en un area territorial, se deberan
muestrear y realizar pruebas serologicas a todos los caballos restantes y los que
den resultados negativos deberan volverse a muestrear en un periodo entre 30 a

60 dias hasta que dejen de presentarse nuevos casos comprobados (11).

Como medida paliativa se recomienda drenar las zonas pantanosas y
mantener el control de insectos. Es posible mantener cierto grado de proteccion
mediante el uso de repelente de insectos y la colocacion de telas metalicas en las
ventanas de los establos. Debido a que el virus exhibe una marcada resistencia
frente a las influencias fisico-quimicas, se hace necesaria una desinfeccion vy
limpieza escrupulosa con desinfectantes en concentraciones suficientemente altas

para la destruccion del virus (5).

Para evitar la transmision de la enfermedad por medio de instrumentos
quirurgicos, éstos deben esterilizarse siempre por ebullicion durante 15 minutos o
por medio de autoclave a 6.6 kg de presion durante el mismo tiempo. Las agujas
hipodérmicas deben ser de uso uUnico por animal a tratar y deben ser
desechables. Para la desinfeccion de instrumentos y equipo de tatuaje es
necesario sumergirlos durante 10 minutos en un recipiente con desinfectantes
fendlicos poco corrosivos. Es necesario primero limpiar toda la sustancia organica
de todos los materiales que se vayan a desinfectar. Para la desinfeccion personal

son seguros el hipoclorito de sodio, el etanol o compuestos yodados, y para los
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materiales las sustancias que han demostrado un buen resultado son la

clorhexidina o los compuestos fendlicos combinados con un detergente (6).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 MATERIALES
5.1.1 Recursos Humanos
e Investigadora, responsable del proyecto.
e 4 asesores profesionales especializados.
e Personal técnico y profesional del Departamento de Microbiologia de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

5.1.2 Recursos Bioldgicos:
e Suero sanguineo de equinos adultos, provenientes de distintos
departamentos de Guatemala. Los sueros se encuentran congelados en

tubos de ensayo con tapoén.

5.1.3 Recursos de Laboratorio:
- Congelador.
- Refrigerador.
- Equipo para analisis de Anemia Infecciosa Equina (EIA-AGID)
- Equipo de C-Elisa para el diagnéstico de Anemia Infecciosa Equina.
- Micropipetas.
- Toallas de papel.
- Marcadores.
- Botellas con agua destilada.
- Perforadora.
- Incubadora.
- Lampara de luz.

- Computadora y lector.
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5.1.3.1 Reactivos de la prueba de analisis de Anemia Infecciosa Equina (AIE-
AGID)

- 1 ampolla de 3.9 ml. de antigeno de la Anemia Infecciosa Equina (AIE),
conservado con azida de sodio (tapa negra).
- 1 ampolla 11.7 ml. de suero de control positivo para la Anemia

Infecciosa Equina (AIE), conservado con azida de sodio (tapa roja).

5.1.3.1.2 Materiales para la prueba de analisis de Anemia Infecciosa Equina (AIE-
AGID)

1 litro de solucion tampdn.

1 litro de agua destilada.

Solucion de agar Noble al 1.0%.

Cajas de petri de 100mm.

5.1.3.2.1 Reactivos de la prueba C-Elisa para el diagndstico de Anemia Infecciosa

Equina:

1 frasco de 6 ml de Control Negativo (banda roja)

1 frasco de 6 ml de Control Positivo (banda azul)

1 frasco de 6 ml de Antigeno Conjugado VAIE (banda morada)
1 frasco de 12 ml. de Solucion de Substrato (banda negra).

5.1.3.2.2 Materiales de la prueba C-Elisa para el diagndstico de Anemia
Infecciosa Equina:
- 1 placa de 96 pozos cubiertos de anticuerpo monoclonal especifico para
p26 (VAIE)
- Toallas de papel.

- Micropipetas.

5.1.4 CENTROS DE REFERENCIA:

e Biblioteca de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

e |Internet.
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5.2 METODOLOGIA A SEGUIR:

5.2.1 DISENO DEL ESTUDIO

El estudio “Validacién de la prueba de C-Elisa para el diagndstico de
Anemia Infecciosa Equina en Guatemala” se llevé a cabo en el Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala. Los sueros a estudiar se encontraban
en el laboratorio de dicho departamento bajo condiciones de congelacion para su
buen almacenamiento y conservacion en un medio propicio para realizar estudios
posteriores con pruebas serologicas. Dichos sueros se almacenaron durante el
periodo comprendido de enero a noviembre del ano 2005, provienentes de
equinos adultos de distintas razas, originarios de los departamentos de:
Chimaltenango, Guatemala, Escuintla, Sacatepéquez, Jutiapa, lzabal, Jalapa,
Santa Rosa, Quetzaltenango, El Progreso, Suchitepéquez, Chiquimula, Alta
Verapaz, San Marcos, Totonicapan, Petén, Retalhuleu, Zacapa, Quiché, Solola y
Huehuetenango; ademas, existen en el registro del Departamento de
Microbiologia muestras sin definir su procedencia. El sexo de los animales no es
relevante para dicho estudio, sin embargo la edad si, ya que se tomd en cuenta

Unicamente a los animales adultos.

El total de las muestras recibidas en el laboratorio durante el periodo de
enero a noviembre del ano 2005 fue de 1101. Presentando el departamento de
Chimaltenango 9, Guatemala 105, Escuintla 116, Sacatepéquez 26, Jutiapa 75,
Santa Rosa 302, lzabal 19, Jalapa 3, Quetzaltenango 10, el Progreso 4,
Suchitepéquez 124, Chiquimula 12, Alta Verapaz 1, San Marcos 16, Totonicapan
1, Petén 63, Retalhuleu 183, Huehuetenango 3, Quiché 3, Solola 1, origen no
registrado 5. Estos datos se recopilaron de los protocolos de registro de muestras
para analisis que existe en el Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

(Ver cuadro No. 1y grafica No. 1)
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5.2.1.1 METODO ESTADISTICO:

5.2.1.1.1 Se realiz6 un estudio doblemente a ciegas.

5.2.1.1.2 Analisis de resultados:

a. Se cred una hoja de resultados en la cual iba descrito el numero de
la muestra segun el protocolo de referencia del Departamento de
Microbiologia y los resultados de cada muestra de suero sometido a

las pruebas de Coggins y C- Elisa,

b. Los resultados que se obtuvieron por medio de la prueba de C-
ELISA fueron variables cualitativas que se observaron por medio
de colorimetria siendo éstas positivo y negativo, asi como también
se obtuvieron variables numéricas siendo éstas las concentraciones
de absorbancia de las distintas muestras sometidas a

espectrofotometria con un filtro de 650 nm,

c. Los resultados que se obtuvieron utilizando la prueba de Coggins
fueron variables cualitativas que se observaron por medio de lineas
de precipitina en las placas de agar; siendo éstas positivo, negativo

y positivo débil, y

d. Se determind si existe diferencia entre los resultados de las
variables positivas de ambas pruebas utilizando las férmulas
estadisticas de DIFERENCIA DE PORCENTAJE y Chiz.



5.2.1.2
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METODO DE LABORATORIO:

Una vez establecido el numero de muestras a estudiar, se adquirié la

prueba de C-ELISA para diagndstico de Anemia Infecciosa Equina.

Se realizd el estudio doblemente a ciegas, se escogieron los sueros a
estudiar en una forma aleatoria, sin tomar en cuenta el origen o el sexo

de los animales,

Una vez teniendo los sueros descongelados y numerados de 1 a 92, se
procedié a realizar la prueba de C-ELISA; la cual se trabaj6é y se

obtuvieron los resultados en un lapso de 2 horas, y

De la misma manera se sometieron los sueros a la prueba de Coggins;

la cual demostré los resultados en un lapso de 48 horas.

5.2.3.1 Procedimiento de analisis de AGID:

1.

Se prepard un litro de solucidon tampdén con 2 g de hidroxido de sodio

(NaOH) y 9 g de acido bodrico (H3BO3) se agrego 1 litro de agua
destilada y se ajusto el pH a 8.6 +- 0.1,

2. Se prepararo una solucidon de Agar Noble al 1.0% de la siguiente manera:

se puso a hervir la suspensién para disolver el agar vy luego

se esterilizé el liquido por autoclave durante siete minutos. También se

puede colocar la solucion de agar en un horno de microondas donde se

calentara en intervalos de 30 segundos por un maximo de 3 minutos, hasta

que se disuelva el agar,

Se agregé 15 ml de agar liquido a una caja de petri de 100 mm de

diametro,
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. Las placas de agar se enfriaron durante una hora a temperatura ambiente

y luego se almacenaron entre 2°C y 8°C,

. Se perforaron 7 fositos, con el fosito central rodeado de 6 fositos. Los

fositos tienen un diametro de 5.3 mm y una separacion de 2.4 mm,

. Colocacioén del suero y el antigeno en los fositos:

Se colocé 30 microlitros de los sueros problema en los tres fositos
exteriores,

Se llend el fosito central con 30 microlitros de antigeno purificado de la
misma forma,

Se llenaron los tres fositos exteriores restantes con suero control positivo, y
Se incubaron las placas de petri con agar durante 48 horas a 30 °C. en

una camara hiumeda.

5.2.3.2 Procedimiento de analisis C-ELISA:

1.-

2.-

Se requiere el numero de fositos a utilizar, se rotul6 y se coloco la
placa en un lugar seguro. Se utilizé un fosito por muestra de suero y

dos fositos para las muestras control,

Se utilizaron fositos y puntas de pipetas individuales para cada muestra de
suero. Se debe colocar 10 microlitros de cada muestra de suero dentro de
los fositos rotulados, 10 microlitros del control negativo (banda roja) y 10
microlitros del control positivo (banda azul) dentro de los respectivos

fositos,

Se colocaron 50 microlitros de antigeno conjugado VAIE (banda lavanda)

dentro de todos los fositos,



4.-

5.-

6.-

8.-

9.-

10.-

45

Se homogeniz6 el contenido de los fositos de la placa dando pequenos

golpes 10 veces,

Se incubd la placa por 30 minutos a una temperatura de 37° C,

Se removio6 el reactivo de los fositos y se colocd la placa seca en una
toalla de papel limpia. Se debe inclinar la placa hacia la persona que
estd realizando la prueba a un angulo de 45°. Empezando desde la fila
inferior 'y con un movimiento de lado a lado, luego se inundan los fositos

con agua desionizada.

Se asegur6é de que cada fosito estuviera completamente lleno y que no
quedaran burbujas de aire atrapadas. Se quito elaguay se repiti6 5
veces este ultimo paso. Se Colocé la placa con los fositos secos en una

toalla de papel después del enjuague final,

Se colocaron dos gotas de la Solucion Substrato (banda negra) dentro de

los fositos,

Se homogenizd nuevamente la placa dando pequefios golpes10 veces,

Se incubd la placa durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se

observo el cambio de color, y

La interpretacion los resultados se realizé por medio de los cambios de color
observados en los fositos, y también utilizando un espectrofotometro

con un filtro de 650 nm.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo un total de 92 sueros, los cuales se tomaron al azar, para
analizarlos con las pruebas de C-Elisa y Coggins y determinar la presencia de

anticuerpos séricos contra el virus de la Anemia Infecciosa Equina.

Al someter las 92 muestras de suero equino al Sistema Competitivo DIA
ELISA (AIE C-Elisa) y al cabo de 2 horas, se obtuvo que, 41% (38) de muestras
dieron resultado negativo presentando una coloracion azul; y que un 59% (54) de
muestras dieron resultado positivo a la formacién de complejos inmunes siendo
éstas las que a simple vista no presentaron coloracion en los fositos. El
fundamento técnico de los resultados que esta prueba nos da, se basa en la
competicion que los anticuerpos séricos presentes en los caballos positivos,
realizan en contra del anticuerpo monoclonal especifico para la proteina
denominada p26 que forma parte de la cubierta coridénica del virus de Anemia
Infecciosa Equina, y es una proteina que a diferencia del resto, no muestra
variacion antigénica entre las cepas del virus (9,10). Las paredes de los fositos de
la placa estan revestidas con este anticuerpo monoclonal. En las muestras de
suero que dieron resultado negativo a la presencia de anticuerpos contra el virus
de Anemia Infecciosa Equina, el antigeno conjugado a la enzima (VAIE) se une a
los anticuerpos monoclonales de la placa para poder alcanzar la formacion del
complejo inmune. En los sueros de los caballos que presentan anticuerpos
circulantes contra el virus de Anemia Infecciosa Equina, la formacioén del complejo
inmune se lleva a cabo con la unidén del anticuerpo sérico y el antigeno conjugado
a la enzima (VAIE) de la prueba de analisis (18,26). (Ver cuadro No. 2, tabla No. 1

y grafica No. 2 de los anexos 4 y 5)

La coloracién azul que presentan las muestras negativas de suero de
equino analizadas, se debe a la conversion enzimatica cuando se lleva a cabo la

union del anticuerpo monoclonal y del antigeno conjugado a la enzima (VAIE).
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Por el contrario en las muestras que dieron un resultado positivo, no se observd
un cambio en la coloraciéon de las paredes de los fositos, debido a que no se llevd
a cabo la union del antigeno con los anticuerpos monoclonales de la placa, ya que
los anticuerpos séricos se unieron con el antigeno inhibiendo de esta manera la

conversion enzimatica encargada de colorear las muestras.

La prueba de C-Elisa proporciona dos resultados por cada muestra
analizada, siendo la primera cualitativa donde se determina a simple vista por el
cambio de color en las celdas de la placa la presencia de anticuerpos contra el
virus de Anemia Infecciosa Equina; y el otro resultado que se obtiene es la
concentracion de moléculas de anticuerpos contra el virus de Anemia Infecciosa
Equina en cada muestra analizada. Esta concentracion de anticuerpos se obtiene
al ser sometida la placa a un espectrofotometro que tiene un filtro con un espectro
de luz visible de 650 nm. La longitud de onda es especifica para el color azul que
se observa en la placa de la prueba. Este aparato lo que hace es emitir luz visible
a cada una de las celdas donde se encuentran las muestras y estas absorben
cierta cantidad de energia y el aparato determina el haz de luz después de haber
atravesado la muestra. Las muestras negativas se observan de color azul oscuro
por lo tanto estas van a demostrar un comportamiento de interaccion con la region
visible del espectro electromagnético, de tal manera que absorben la radiacion
electromagnética a medida que esta la atraviesa. Por el contrario las muestras
que dieron positivo no cambiaron de color y se mantuvieron las celdas
transparentes, por lo tanto estas muestras no absorben la radiacidén de la regién
visible del espectro electromagnético (7,24). Las muestras coloreadas absorbieron
mayor cantidad de luz que las muestras transparentes. La importancia de este
analisis es que la absorbancia de una muestra es directamente proporcional a la
concentracion de moléculas de la misma, segun la teoria de Beer-Lambert
(7,23,24).
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Las 54 muestras que salieron positivas al Sistema Competitivo DIA ELISA
(AIE C-Elisa) denotaron un intervalo de porcentaje de absorcion de 0.044 a 0.116
nm, y un rango de 0.072, presentando un promedio de 0.056 nm. al ser sometidas
a un espectrofotdmetro con un filtro de 650 nm. Y, las 38 muestras que salieron
negativas denotaron un intervalo de porcentaje de absorcion que va desde 0.586
hasta 1.446 nm., con un rango de 0.86 nm. y un promedio de 0.92 nm. Los
controles positivos denotaron 0.335 y 0.372 nm, y los controles negativos 0.84 y
0.866 nm. de absorcién. El filtro que se utilizé fue de 650 nm. (Ver cuadro No. 3y
grafica No. 3 de los anexos No. 4 y 5). Las muestras negativas presentan mayor
absorbancia y lo demuestran presentando una mayor concentracion de
complemento antigeno anticuerpo monoclonal. Y las muestras positivas
demuestran menor absorbancia y menor concentracion de anticuerpos contra el

virus de Anemia Infecciosa Equina.

Al someter las 92 muestras de suero equino a la prueba de Coggins o de
Inmunodifusion en Agar de Gel (AGID) y al cabo de 48 horas, se obtuvo que, un
48% (44) de las muestras dieron un resultado positivo, 40% (37) de las muestras
dieron negativo y 12% (11) dieron un resultado positivo débil. Esta prueba esta
clasificada dentro de las pruebas de union secundaria, ya que en las muestras de
suero de los caballos que presentan anticuerpos circulantes contra el virus de la
Anemia Infecciosa Equina, primero se lleva acabo la uniéon del antigeno con el
anticuerpo y durante el desplazamiento del anticuerpo hacia el fosito donde se
encuentra el antigeno se lleva a cabo la formacién de las lineas de precipitina, las
cuales son el indicativo del resultado de la prueba (18,26), en este caso, también
se utiliza el antigeno viral que contiene la proteina de cubierta p26. En las
muestras que dieron un resultado negativo no se observo ninguna linea de
precipitina, ya que estas no contenian anticuerpos circulantes. En el caso, de las
muestras que dieron positivo débil, la formacion de la linea de precipitina en el

agar de gel se topd con el fosito de la muestra y se curvé con el fosito control. (ver
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figuras 5 y 6 del anexo No. 1) En este estudio se utilizaron unicamente muestras

de caballos adultos, por lo que se elimina la posibilidad de que el resultado de

positivo débil, sea a causa de anticuerpos maternos persistentes, por lo tanto
estos caballos deben ser nuevamente muestreados al cabo de 30 dias (18,24,
26). La poca precision de la linea de precipitina en el agar de gel se debe a que
posiblemente el caballo se encontraba en periodo de incubaciéon del virus de
Anemia Infecciosa Equina; o, si este no presentaba sintomas puede que sea
portador del virus, en ambos casos la cantidad de anticuerpos séricos circulantes
es menor a la cantidad que esta prueba requiere para determinar la muestra como

positiva (5,18). (ver cuadro No 2, tabla No. 2 y grafica No. 4 de los anexos 4 y 5)

De las 92 muestras de suero equino analizados con ambas pruebas se
obtuvieron, 54 muestras positivas utilizando la prueba de C-Elisa y con la de
Coggins se obtuvieron 44 muestras positivas. En cuanto, a los resultados
negativos con la prueba de C-Elisa se obtuvieron 38 y con la de Coggins 37. Tras
obtener los resultados de los 11 sueros de equinos que dieron positivo débil con
la prueba de Coggins y, al someterlos a la prueba de C-Elisa, esta dio 10 casos
positivos y 1 suero negativo. Por lo que se confirmd que las 10 muestras positivo
débil presentaban anticuerpos circulantes contra el virus de la Anemia Infecciosa
Equina, y que solamente 1 muestra no presentaba anticuerpos circulantes. (ver

cuadro No. 4, tabla No 3y 4, y graficas No. 5y 6 de los anexos 4 y 5)

Las ventajas de la prueba de C-Elisa que se constataron durante este
estudio fue la menor cantidad de tiempo utilizado para obtener resultados y la alta
sensibilidad que tiene la prueba, ya que este tipo de analisis puede detectar
0.0005 microgramos/ml de proteinas de anticuerpos presente en una muestra de
suero en un lapso de 2 horas (25), en cambio la prueba de Coggins o de
Inmunodifusion en Agar de Gel puede detectar cantidades mayores o iguales a 30

microgramos/ml de proteinas de anticuerpos en un periodo de tiempo de 48 horas
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(25). Y poder cuantificar la concentracion de anticuerpos circulantes por medio de

la absorbancia.

Gracias a la alta sensibilidad que presenta la prueba de C-Elisa, se puede
determinar los animales verdaderamente positivos, sin importar en el periodo
patogénico en que se encuentren, es decir, esta prueba detecta a los animales
que se encuentran en periodo de incubacion del virus. Por el contrario de la
prueba de Coggins, en donde los animales que se encuentran en dicho estado
presentan resultados positivos débiles, teniendo que volver a realizar la prueba
para confirmar el resultado pasados 45 dias de la primera toma de muestra de
sangre (18,24,26). Con respecto a la especificidad que ambas pruebas
presentaron en este estudio, se observd que las dos determinaron un porcentaje
muy parecido de animales verdaderamente negativos, ya que con la prueba de C-
Elisa se obtuvo un 41% y con la prueba de Coggins se obtuvo un 40% de
animales negativos. Estos no presentaban anticuerpos circulantes contra el virus
de Anemia Infecciosa Equina; Sin embargo, se obtuvo el resultado de una
muestra que dio positivo débil con la prueba de Coggins, y al someterla a la de C-
Elisa dio negativo. Dentro de la metodologia de este estudio no esta estipulado la
recomendacion de volver a correr la prueba de Coggins pasados 20 dias de la
primera muestra (5), para determinar el estado inmunolégico de este animal. (Ver

grafica No.6 del anexo No. 5)

Segun Cordes, T., Issel, C, (1996) y Berrios, P. (2006) la ventaja que tiene
la prueba de C-Elisa en comparacion con la de Coggins es la rapidez para
determinar los resultados de los sueros a analizar, sin embargo; mencionan que la
alta sensibilidad que esta presenta puede dar resultados falsos positivos. En el
presente estudio se determiné que la utilizacion de esta prueba en animales
adultos no dio resultados falsos positivos, por el contrario, definié a 10 de los
animales que salieron positivos débiles a la prueba de Coggins como positivos
con un promedio de absorbancia de 0.066 nm, lo cual es proporcional a la

concentracion de anticuerpos circulantes contra el virus de Anemia Infecciosa
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Equina. Segun estudios realizados por cientificos de laboratorios IDEXX (2005),
ambas pruebas tienen 99% de correlacion. Y Berrios, P. cita que en el pais de
Chile la tendencia actual es la de reemplazar la prueba de Coggins por la prueba
de C-Elisa.

El analisis estadistico que se utilizé en este estudio para relacionar los
resultados de ambas pruebas incluyd a la Prueba de Diferencia de Porcentajes y
a la Prueba de Independencia de Chi2, ambas determinaron que no existe
diferencia significativa entre los resultados obtenidos con la prueba de Coggins y
con la prueba de C-Elisa; utilizando grado de libertad 2 y significancia al 0.1 6.25,
y 0.5 7.81. (Ver tabla No 4 del anexo No. 4)



52

VIl. CONCLUSIONES

El 59% de las muestras de sueros de equinos analizadas con la prueba de
C-Elisa resultaron positivas a la presencia de anticuerpos contra el virus de

Anemia Infecciosa Equina.

El 48% de las muestras de sueros de equinos analizadas con la prueba de
Coggins resultaron positivas a la presencia de anticuerpos contra el virus

de Anemia Infecciosa Equina.

El 12% de las muestras de sueros de equinos analizadas con la prueba de
Coggins dieron como resultado positivo débil, y al someterlas a la prueba
de C-Elisa, unicamente 1 muestra dio negativo ante la presencia de

anticuerpos circulantes contra el virus de la Anemia Infecciosa Equina.

El promedio de porcentaje de absorcion utilizando un espectrofotometro
de lectura de 650 nm. para las muestras que salieron positivas ante la
prueba de C-Elisa es de 0.056 nm, para las negativas es de 0.92 nm vy

para las positivas débiles es de 0.066.

. Las ventajas que presento la prueba de C-Elisa sobre la prueba de
Coggins en este estudio fue la rapidez para obtener resultados, la
sensibilidad para definir a los animales que salen positivos débiles en la
prueba de Coggins como positivos o negativos y la posibilidad de
cuantificar la concentracion de anticuerpos circulantes por medio de la

absorbancia de las muestras al ser analizadas con un espectrofotometro.
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6. La sensibilidad de la prueba de C-Elisa es mayor a la prueba de Coggins,
debido a que la primera puede detectar 0.0005 microgramos/ml de
proteinas de anticuerpos, y la segunda puede detectar concentraciones

mayores o iguales a 30 microgramos/ml.

7. Ambas pruebas dieron una especificidad parecida, ya que la prueba de C-

Elisa determino 41 animales negativos y la de Coggins 40.

8. Las pruebas de C-Elisa y la de Coggins o de Inmunodifusién en Agar de
Gel son equivalentes para validar el diagnéstico de la enfermedad Anemia

Infecciosa Equina en Guatemala.
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VIlIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios espectrofotométricos posteriores para
determinar el porcentaje de absorbancia que presenta la concentracion de
anticuerpos circulantes en las muestras que dan resultados positivo y

positivo débil en la prueba de Coggins.

En base a los resultados obtenidos con este estudio y a la forma de
transmision de la enfermedad, se recomienda implementar la prueba de C-
Elisa en los laboratorios veterinarios como una prueba de diagnostico

confiable y rapida para la Anemia Infecciosa Equina.
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IX. RESUMEN

La Anemia Infecciosa Equina es una enfermedad viral de distribucion
mundial que afecta a todos los equinos. Debido a la forma de transmision de la
enfermedad es importante el diagndstico rapido de animales sanos y enfermos
para determinar la presencia de anticuerpos circulantes contra el virus de Anemia
Infecciosa Equina. Este virus causa numerosas pérdidas econdmicas. El
diagndstico de laboratorio se basa en la serologia. La técnica serologica de
referencia internacional es la de Inmunodifusién en Agar de Gel o prueba de
Coggins. El objetivo de este trabajo fue validar los resultados obtenidos al
someter 92 muestras de sueros de equino adulto a la prueba de Coggins y
enfrentarlos con los resultados obtenidos con la prueba de C-Elisa.

Se utilizaron 92 sueros de equinos de un total de 1,108 sueros
provenientes de todos los departamentos de Guatemala, los que se guardaron
durante el periodo de enero a noviembre de 2,005 en el laboratorio del
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia. Los sueros fueron sometidos a las pruebas de Inmunodifusiéon en Agar
de Gel y a la prueba de C-Elisa, obteniendo los resultados de la primera prueba
en un lapso de 48 horas y los de la segunda prueba en un lapso de 2 horas.

Con la prueba de Inmunodifusion en Agar de Gel se obtuvieron 44
muestras positivas, 37 negativas y 11 positivas débiles. Y para la prueba de C-
Elisa se obtuvieron 54 muestras positivas y 38 muestras negativas. El promedio
de porcentaje de absorcion de las muestras positivas fue 0.056 nm, y de las
muestras negativas fue 0.92 nm. Al someter las 11 muestras positivas débiles a la
prueba de C-Elisa resultaron 10 positivas y 1 negativa, el promedio de porcentaje
de absorcion de las positivas fue de 0.066 nm y de la negativa 0.76 nm.

Al cotejar los resultados de ambas pruebas utilizando los métodos
estadisticos diferencia de porcentaje y Chi2 se concluyé que ambas pruebas son
equivalentes para validar el diagnéstico de Anemia Infecciosa Equina en

Guatemala.
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Figura No. 1 Componentes estructurales de la particula viral de Anemia Infecciosa
Equina.
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1 = Genoma Viral RNA y enzima transcriptasa reversa. 2 = Capside formado por las proteinas P
26 y P15. 3 =Membrana lipidica. 4 = Proteinas de superficie gp 45y gp 90 (11).

Figura No. 3 Vista real de la particula del virus de Anemia Infecciosa Equina.

Las proyecciones de la superficie son analogas a un juguete de perro (11).
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Figura No. 3 Transmision del virus de Anemia Infecciosa Equina. (5)
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El caballo A y B se infectan del virus por medio de insectos y jeringas con aguja que tienen el virus de Anemia Infecciosa
Equina, juntos transmiten el virus al caballo C ( éste también se contagia por medio de insectos hematoéfagos y jeringas
con aguja contaminada con sangre del caballo H). El caballo C le transmite el virus al caballo D, el cual se vuelve portador
y es eliminador del virus, este al ser picado por insectos y tener contacto con instrumentos quirirgicos transmite el virus al
caballo F, el caballo E es positivo al igual que el caballo G, estos dos transmiten el virus al caballo F, y el F transmite el

virus al caballo H, el que termina el ciclo de transmision al caballo C.
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Figura No. 4 Proceso de replicacion viral dentro de la célula del hospedero

infectado con el virus de Anemia Infecciosa Equina. (11)
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Figura No. 5 y 6 Ubicacion de reactivos, de muestras de suero equino y

resultados obtenidos con la prueba de Inmunodifusién en Agar de Gel o Coggins.
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Figura No. 7 Fases de un ensayo Elisa. (4)
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C. Se forman una o mas capas de complejos inmunes
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Diagram of Steps in Blocking ELISA
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ANEXO No.
FOTOGRAFIAS



Fotografia No. 1 y 2 Materiales necesarios para realizar la prueba de C-Elisa.
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Fotografia No. 3 Reactivos necesarios para realizar la prueba de C-Elisa.
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Fotografias 3 y 4 Recurso Bioldgico. 92 muestras de suero sanguineo de

equinos adultos, provenientes de distintos departamentos de Guatemala.

Laboratorio del Departamento de Microbiologia de La Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de

Guatemala

0l1.01. 2003
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Fotografia 5 Procedimiento para realizar las pruebas de C-Elisa y Coggins para el

diagndstico de Anemia Infecciosa Equina.

Personal técnico del laboratorio

colocando los sueros al azar.

Fotografia 6 Procedimiento de la prueba de C-Elisa para el diagnostico de

Anemia Infecciosa Equina.

Placa de la prueba de C-Elisa, con los

controles positivos, negativos y se esta

colocando la primera muestra de suero

de equino, para su analisis.
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Fotografia No. 7 Lectura de resultados de la prueba de Coggins.

01. 01. 2003

Placa de Petri con Agar de Gel, para el
diagnéstico de Anemia Infecciosa Equina,

en la prueba de Coggins.
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BOLETA No. 1 REGISTRO DE MUESTRAS EN EL LABORATORIO

GENERALIDADES:
No. DE MUESTRA FECHA:

PROCEDENCIA:
DEPARTAMENTO MUNICIPIO

ALDEA CASERIO

FINCA

NOMBRE DEL PROPIETARIO

TELEFONO
DIRECCION:

CARACTERISTICAS DEL ANIMAL:

ESPECIE
SEXO EDAD
RAZA COLOR

FECHA DEL ULTIMO CELO

FECHA DE MONTA

ESTADODEPRENEZ SI ( ) NO ( )
TIEMPO DE GESTACION

CARACTERISTICAS DEL AMBIENTE:
PRESENCIA DE MOSQUITOS, TABANOS, ETC. SI () NO ()
PRESENCIA DE AGUA ESTANCADA O PANTANOS  SI () NO ()
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BOLETA No. 2 REGISTRO DE RESULTADOS DE MUESTRA ANALIZADA

TOTAL DE SUEROS A PROCESAR: FECHA DE
PROCESAMIENTO:
RESPONSABLE:
FIRMA:
PRUEBA PRUEBA
No DE FECHA DE AGID C-ELISA
MUESTRA RECEPCION Positivo | negativo | Positivo | positivo | negativo

débil
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CUADROS Y TABLAS
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Cuadro No. 1 Cantidad de sueros de equinos por mes y lugar de origen recibidos
durante el periodo de enero a noviembre del afio 2005 en el laboratorio del
departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

o)
3 N Q
g 20313 « 2
zZ é E o o 3 E E
MES = ] = o < o < =
= [ 2 L = < — |
= < O = ) < N < <
s S n < S %) - N
= o w ] e [
T < x w
O n < =)
= o

=z

<

(7]
ENERO 0 4 14 5 11 63 2 1 4
FEBRERO 0 15 0 0 11 0 1
MARZO 6 22 8 0 0 0 0 0
ABRIL 0 8 0 7 0 0 0 0
MAYO 0 23 10 0 0 3 0 2 0
JUNIO 1 1 1 1 22 2 0 1
JULIO 1 7 0 5 42 0 0 0
AGOSTO 1 10 1 0 18 3 0 0
SEPTIEMBRE 0 0 0 0 0 0
OCTUBRE 0 0 0 168 1 0 4
NOVIEMBRE 0 89 0 29 2 0 0
TOTAL 9 105 116 26 75 302 21 3 10
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Cuadro No. 2 Resultados obtenidos del analisis colorimétrico y por lectura de
espectrofotometro (filtro 650 nm.) de muestras de sueros de equinos, sometidos a
la prueba de C-ELISA y prueba de Coggins o Inmunodifusion en Agar de Gel
(IGAD), para determinar la presencia de anticuerpos contra el virus de Anemia

Infecciosa Equina.
P = Positivo N = Negativo PD = Positivo Débil

No DE RESULTADO | RESULTADO Porcentaje de
MUESTRA C-Elisa Coggins absorbancia
1 P P 0.047
2 P P 0.056
3 P P 0.05
4 P P 0.049
5 P P 0.06
6 P P 0.05
7 P P 0.094
8 N N 0.807
9 N N 1.045
10 N N 0.842
11 P P 0.053
12 P P 0.052
13 P P 0.055
14 P P 0.052
15 P P 0.066
16 P P 0.048
17 P P 0.044
18 P P 0
19 N N 1.162
20 N N 0.944
21 N N 0.872
22 N N 0.973
23 N N 0.97




24 N N 0.913
No DE RESULTADO | RESULTADO Porcentaje de
MUESTRA C-Elisa Coggins absorbancia
25 P P 0.05
26 P P 0.054
27 P P 0.055
28 P PD 0.074
29 P P 0.051
30 P PD 0.057
31 N N 0.753
32 N N 0.93
33 N N 0.934
34 N N 1.045
35 N N 1.167
36 N N 1.315
37 P P 0.062
38 P P 0.054
39 P P 0.061
40 N N 0.871
41 P P 0.051
42 P P 0.055
43 P P 0.116
44 N N 1.009
45 N N 0.951
46 N N 1.115
47 N N 0.719
48 N N 0.731
49 P P 0.055
50 P P 0.056
51 P P 0.068
52 P P 0.053
53 P P 0.051




No DE RESULTADO | RESULTADO Porcentaje de
MUESTRA C-Elisa Coggins absorbancia

54 P P 0.058
55 P 0.742
56 N N 0.78

57 N N 0.79

58 N N 0.862
59 N N 1.446
60 N N 0.757
61 P P 0.056
62 P P 0.049
63 P P 0.053
64 P P 0.052
65 P P 0.048
66 P P 0.055
67 P P 0.057
68 N N 0.932
69 N N 0.839
70 N N 0.698
71 P PD 0.07

72 N N 0.698
73 N N 0.793
74 P 0.062
75 N N 0.965
76 P PD 0.07

77 N PD 0.761
78 P 0.069
79 N 0.895
80 P PD 0.071
81 P PD 0.066
82 N N 0.586




83 P PD 0.058
Resultado C- Resultado % de absorbancia
No. de muestra Elisa Coggins
84 N N 0.761
85 N N 0.836
86 P PD 0.064
87 P PD 0.076
88 P PD 0.057
89 P P 0.06
90 P P 0.055
91 P P 0.069
92 N N 0.877
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Cuadro No. 3 Porcentaje de absorbancia en orden ascendente presentado en las

muestras de suero equino sometidas a la prueba competitiva C-Elisa, leidas con

espectrofotometro de filtro 650 nm.
P = Positivo N = Negativo PD = Positivo Débil

No DE MUESTRA |RESULTADO Porcentaje de
absorbancia

17 P 0.044
! P 0.047
16 P 0.048
65 P 0.048
4 P 0.049
62 P 0.049
3 P 0.05
6 P 0.05
25 P 0.05
29 P 0.051
H P 0.051
53 P 0.051
12 P 0.052
14 P 0.052
o4 P 0.052
L P 0.053
52 P 0.053
63 P 0.053
20 P 0.054
38 P 0.054
13 P 0.055
27 P 0.055
42 P 0.055
49 P 0.055
06 P 0.055




90 P 0.055

No DE MUESTRA Porcentaje de

RESULTADO absorbancia
2 P 0.056
S0 P 0.056
61 P 0.056
30 P 0.057
67 P 0.057
88 P 0.057
o4 P 0.058
83 P 0.058
> P 0.06
89 P 0.06
39 P 0.061
37 P 0.062
4 P 0.062
86 P 0.064
15 P 0.066
81 P 0.066
o1 P 0.068
8 P 0.069
o1 P 0.069
71 P 0.07
76 P 0.07
80 P 0.071
28 P 0.074
87 P 0.076
! P 0.094
43 P 0.116
82 N 0.586
70 N 0.698
72 N 0.698




47 N 0.719
No DE MUESTRA RESULTADO Porcentaje do
absorbancia
48 N 0.731
55 P 0.742
31 N 0.753
60 N 0.757
77 N 0.761
84 N 0.761
56 N 0.78
57 N 0.79
73 N 0.793
8 N 0.807
85 N 0.836
69 N 0.839
10 N 0.842
58 N 0.862
40 N 0.871
21 N 0.872
92 N 0.877
79 N 0.895
24 N 0.913
32 N 0.93
68 N 0.932
33 N 0.934
20 N 0.944
45 N 0.951
75 N 0.965
23 N 0.97
22 N 0.973
44 N 1.009
9 N 1.045




34 N 1.045
No DE MUESTRA RESULTADO Porcentaje do
absorbancia
46 N 1.115
19 N 1.162
35 N 1.167
36 N 1.315
59 N 1.446
18 P 0
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Cuadro No. 4 Comparacion de los resultados obtenidos de la prueba de Coggins y

la prueba de C-Elisa ante las muestras de suero equino que dieron resultado

Positivo Débil en la primera prueba.

P = Positivo N = Negativo PD = Positivo Débil

NO. DE |COGGINS C-ELISA % DE
MUESTRA ABSORBANCIA

28 PD P 0.074
30 PD P 0.057
71 PD P 0.07
76 PD P 0.07
77 PD N 0.76
80 PD P 0.071
81 PD P 0.066
83 PD P 0.058
86 PD P 0.064
87 PD P 0.076
88 PD P 0.057
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Tabla No.1 Resultados obtenidos del analisis de sueros de equinos sometidos a la
prueba de C-Elisa, en el laboratorio del Departamento de Microbiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de La Universidad de San Carlos de

Guatemala. (Enero a noviembre de 2005)

POSITIVO | NEGATIVO
TOTAL 54 38

Tabla No. 2 Resultados obtenidos del analisis de sueros de equinos sometidos a
la prueba de Coggins o Inmunodifusion en Agar de Gel (IGAD), en el laboratorio
del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de La Universidad de San Carlos de Guatemala. (Enero a noviembre
de 2005)

NEGATIVO |POSITIVO |POSITIVO DEBIL
TOTAL 37 44 11
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Tabla No. 3 Comparacion de los resultados obtenidos con la prueba de Coggins y
la prueba de C-Elisa ante el analisis de las muestras de suero equino que dieron
resultado Positivo Débil en la primera prueba. En el laboratorio del Departamento
de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de La

Universidad de San Carlos de Guatemala. (Enero a noviembre de 2005)

_ Promedio de %
Coggins C-Elsa de absorvancia.
Positivo débil 11 0 0
Positivo 0 10 0.066
Negativo 0 1 0.76
Total 11 1 | e

Tabla No. 4 Resultados obtenidos del analisis de 92 muestras de suero de
equinos de distintos departamentos de la Republica de Guatemala para
determinar la presencia de anticuerpos circulantes contra el virus de Anemia
Infecciosa Equina, utilizando para su analisis dos pruebas diagnésticas en el
laboratorio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

de San Carlos de Guatemala. (Enero a noviembre 2005)

Positivo Negativo Positivo Débil Total
Prueba de 37 44 11 92
Coggins
Prueba de C- 54 38 0 92
Elisa
Total 91 82 11 184
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Grafica No. 1 Cantidad de sueros de equino recibidos en el laboratorio del Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, durante los meses comprendidos de enero a

noviembre de 2005.

O Cantidad de sueros

350

300

250

200

150

100

50

JUTIAPA
IZABAL
JALAPA
PETEN
ZACAPA
QUICHE
SOLOLA

GUATEMALA
ESCUINTLA
SACATEPEQUEZ
SANTA ROSA
El PROGRESO
CHIQUIMULA
ALTA VERAPAZ
SAN MARCOS
TOTONICAPAN
RETALHULEU
ORIGEN
DESCONOCIDO

(@]
O]
=
<
P
i
|
<
=
T
O

SUCHITEPEQUEZ

QUETZALTENANGO
HUEHUETENANGO







93

Grafica No. 2 Resultados obtenidos del andlisis de sueros de equinos sometidos a
la prueba de C-Elisa, en el laboratorio del Departamento de Microbiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de La Universidad de San Carlos de

Guatemala. (Enero a noviembre de 2005)
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Grafica No. 3 Porcentaje de absorbancia que presentaron los sueros de equinos,
luego de ser sometidos a la prueba de C-Elisa y al ser analizados con un
espectrofotometro (filtro 650 nm.), en el laboratorio del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de La

Universidad de San Carlos de Guatemala.
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Grafica No. 4 Resultados obtenidos del analisis de sueros de equinos sometidos a

la prueba de Coggins o Inmunodifusion en Agar de Gel (AGID), en el laboratorio

del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de La Universidad de San Carlos de Guatemala.
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Grafica No. 5 Comparacion de los resultados obtenidos con la prueba de Coggins

y la prueba de C-Elisa ante el analisis de las muestras de suero equino que dieron

resultado Positivo Débil en la primera prueba. En el laboratorio del Departamento

de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de La

Universidad de San Carlos de Guatemala.
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Grafica No. 6 Resultados obtenidos del analisis de 92 muestras de suero de
equinos de distintos departamentos de la Republica de Guatemala para
determinar la presencia de anticuerpos circulantes contra el virus de Anemia
Infecciosa Equina, utilizando para su analisis dos pruebas diagnosticas. En el
laboratorio del Departamento de Microbiologia, de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala. (Enero a
noviembre 2005)
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