CAPITULO 3.6.6.

ANEMIA INFECCIOSA EQUINA

RESUMEN

La anemia infecciosa equina (AIE) es una infeccidn virica crénica de los équidos. El agente causal,
el virus de la AIE (VAIE), es un lentivirus de la familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae.
Otros miembros del género lentivirus son: el virus de la inmunodeficiencia bovina; el virus de la
artritis y encefalitis caprina; el virus de la inmunodeficiencia felina; el virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1; el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2; el virus de la inmunodeficiencia del
simio y el virus maedi/visna. Aunque la AIE se puede sospechar teniendo en cuenta los signos
clinicos y las lesiones anatomopatoldgicas, la confirmacion de la infeccion requiere de serologia y
de métodos moleculares. Los caballos infectados seguiran siendo portadores del virus de por vida
y, salvo raras excepciones dardn un resultado positivo en una prueba seroldgica. Aunque los
niveles de anticuerpos fluctian, la infeccion por el virus de la AIE genera una respuesta de
anticuerpos persistente. Todos los équidos de méas de 12 meses que dan un resultado positivo en
la serologia se identifican como portadores del virus. En el caso de los équidos de menos de
12 meses, las reacciones serologicas positivas se pueden deber a la presencia de anticuerpos
maternos; por lo tanto, es posible que para determinar si un animal tiene AIE sea indispensable
recurrir a técnicas moleculares. Como reservorios del virus, los équidos infectados implican un
riesgo de transmision a otros équidos. El virus se transmite principalmente por la sangre. En la
naturaleza, las moscas picadoras son vectores mecanicos del virus, pero la infeccién a menudo se
propaga de forma iatrogénica.

Identificacion del agente: Se puede aislar el virus inoculando sangre sospechosa a un caballo
susceptible o a los cultivos de leucocitos preparados a partir de caballos susceptibles. El
reconocimiento de la infeccién en caballos que han sido expuestos experimentalmente se puede
llevar a cabo en base a los signos, a una reaccion seroldgica positiva y/o a la deteccion del virus
mediante técnicas moleculares. El aislamiento eficaz del virus en los cultivos de leucocitos de los
caballos se confirma mediante la deteccion del antigeno especifico contra la AIE por la prueba de
inmunofluorescencia, por técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa, o por la
inoculacion de liquidos de cultivo en caballos susceptibles. Raramente se intenta el aislamiento del
virus debido a su duracion, su dificultad y los gastos que conlleva.

Pruebas serologicas: Las pruebas de inmunodifusion en gel agar (AGID) vy el
enzimoinmunoanalisis (ELISA) son pruebas serolégicas simples y fiables para demostrar la
infeccion por el VAIE. La AGID debe utilizarse para confirmar los resultados positivos en el ELISA.
Los niveles de anticuerpos son muy variables, y fluctian debido a la naturaleza cambiante del
virus. Los antigenos para la AIE se pueden preparar a partir de cultivos de tejido infectados
mediante la utilizacion de la tecnologia del ADN recombinante. Existen a la venta varios kits
comerciales de pruebas autorizadas y validadas.

Requisitos para las vacunas: Entre 1975 y 1990, en China (Rep. Pop. de) se utiliz6 mucho una
vacuna viva atenuada que se desarroll6 a principios de los afios 1970. Se han intentado otros
muchos métodos desde entonces, con varios resultados. Desde entonces, la estrategia para el
control de la AIE ha pasado de la vacunacién a la cuarentena, para evitar que los anticuerpos
contra la vacuna interfieran con las pruebas de diagnoéstico. Actualmente, no se dispone de
vacunas.
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Capitulo 3.6.6. — Anemia infecciosa equina

A. INTRODUCCION

La anemia infecciosa equina (AIE) se presenta en todo el mundo. La infeccién, conocida al principio como fiebre
de los pantanos, se limita a los équidos. Muchos casos permanecen subclinicos. La enfermedad se caracteriza
por episodios febriles recurrentes, trombocitopenia, anemia, pérdida de peso y edema de las partes bajas del
cuerpo; si no se produce la muerte en el curso de los ataques clinicos agudos, se produce una fase cronica y la
enfermedad tiende a convertirse en latente. Normalmente, el periodo de incubacién es de entre 1 y 3 semanas,
pero puede prolongarse hasta 3 meses. En casos agudos, los ganglios linfaticos, el bazo y el higado se
agrandan y se vuelven hiperémicos. Desde el punto de vista histolégico, estos 6rganos estan infiltrados con
poblaciones de leucocitos inmaduros y de células plasmaticas. Las células de Kupffer, del higado, generalmente
contienen hemosiderina o eritrocitos. Se puede detectar la hipertrofia del bazo mediante un examen rectal. Los
distintos tipos de diagnéstico incluyen la arteritis virica equina (capitulo 3.6.10), Anaplasma phagocytophilum y
otras causas de edema, fiebre, anemia, o trombocitopenia/equimosis.

El virus de la AIE (VAIE) pertenece al género Lentivirus, de la familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae.
Otros miembros del género son el virus de la inmunodeficiencia bovina, el virus de la artritis y la encefalitis
caprina, el virus de la inmunodeficiencia felina, el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1, el virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 2, el virus de la inmunodeficiencia del simio y el virus de maedi/visna.

Cuando el virus de la AIE (VAIE) infecta a un caballo, su sangre permanece infectada durante el resto de su vida
y el caballo puede transmitir la enfermedad a otros caballos (Cheevers & McGuire, 1985). La transmision se
realiza por transfusion de sangre o secrecién contaminada de un caballo infectado. En la naturaleza, es mas
probable que la propagacion del virus se lleve a cabo por la interrupcién de la alimentacion de los tabanos
(Tabanidae) que se alimentan de sangre de los caballos clinicamente enfermos y luego de caballos sanos
susceptibles. La transmision puede ocurrir también por la transfusion iatrogénica de sangre o productos de la
sangre con agujas, jeringas, equipos de administracion intravenosa o demas equipo contaminado. Puede ocurrir
una infeccidn in utero de un feto (Kemen & Coggins, 1972). El titulo del virus es mas alto en caballos con signos
clinicos y el riesgo de transmision es mas elevado desde estos animales que desde animales portadores con un
titulo de virus inferior. No obstante, los estudios realizados en mulas indican que los animales infectados con
resultados positivos en el enzimoinmunoanalisis (ELISA) y con resultados indeterminados en la prueba de la
inmunodifusién en gel de agar (AGID) pueden tener cargas viricas de un mismo nivel que los animales con
respuestas fuertes de anticuerpos y que, por lo tanto, constituyen una fuente de transmision igual de probable
(Scicluna et al., 2013).

El VAIE no se considera un riesgo para la salud humana. Las manipulaciones que se realicen en el laboratorio
deberan llevarse a cabo al nivel de bioseguridad y contenciéon adecuado, que se determinard mediante un
andlisis del riesgo bioldgico (véase el capitulo 1.1.4 Bioseguridad y bioproteccion: Norma para la gestion del
riesgo biolégico en el laboratorio veterinario y en las instalaciones de los animales).

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Las AGID (Coggins et al., 1972) y los ELISA (Suzuki et al., 1982) son pruebas precisas y fiables para la
deteccion de la AIE en los caballos, excepto para los animales que estan en las primeras etapas de la infeccion y
para los potros de las madres infectadas (McConnico et al., 2000; USDA 2007). En otras circunstancias poco
frecuentes, pueden obtenerse resultados equivocos cuando la cantidad de virus que circulan en la sangre
durante un episodio agudo de la enfermedad es suficiente para unir el anticuerpo disponible, y si la cantidad
inicial de anticuerpos nunca aumenta lo suficiente para que estos sean detectables (Toma, 1980). Aunque con el
ELISA se detectan los anticuerpos en concentraciones bajas antes que con la prueba AGID, esta se utiliza para
confirmar los ELISA positivos. Esto es debido a los falsos positivos que se han detectado con el ELISA. La
prueba AGID es especifica y, por lo tanto, tiene la ventaja de distinguir entre las reacciones de los anticuerpos
con antigeno de la AIE y las producidas con antigeno diferente al de la AIE. Las discrepancias entre métodos o
pruebas con resultados cuestionables se pueden evaluar en mayor profundidad empleando
inmunoelectrotransferencia (Issel et al., 1999; 2013; Rusvai et al., 2009).
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Tabla 1. Métodos disponibles para el diagndstico de la anemia infecciosa equina y su propdsito.

Propésito
Demostrar .
Demostrar . Determinar .
; ausencia ausencia de o ‘ la Determinar el estado
Método infeccion en Contribuir a las Confirmar . inmunitario en
de ; . prevalencia -
. L animales politicas de casos animales o
infeccién L o Py de la ]
individuales erradicacion clinicos . it poblaciones tras la
enla infeccion — L
-, antes de los o . vacunacion
poblacion . vigilancia
desplazamientos
Identificacién del agente!
PCR - +/— - +/— - n/a
Aislamiento
: - - - + - n/a
del virus
Deteccién de respuesta inmunitaria
AGID ++ ++ ++ ++ ++ n/a
ELISA ++ ++ ++ + + n/a
Inmnoelectro _ — + + - nla
transferencia

1

Clave: +++ = método recomendado, validado para este propdsito; ++ = método idéneo pero que puede precisar una posterior
validacion; + = puede utilizarse en algunas situaciones, pero el coste, la fiabilidad y otros factores limitan mucho su aplicacion;
— = no adecuado para este proposito; +/—= cuestionable, puede no funcionar en todas las situaciones; n/a = no aplicable.

PCR = reaccién en cadena de la polimerasa; AGID = inmunodifusion en gel de agar;
ELISA = enzimoinmunoanalisis

. Identificacién del agente patégeno

1.1.

1.2.

Aislamiento e identificacion del virus
Generalmente, no es necesario el aislamiento del virus para realizar un diagnéstico.

Se puede aislar el virus en caballos sospechosos inoculando su sangre en cultivos de leucocitos
preparados a partir de caballos no infectados. La produccion de virus en los cultivos puede
confirmarse detectando el antigeno especifico contra la AIE por medio de un ELISA (Shane et al.,
1984), por la prueba de la inmunofluorescencia (Weiland et al., 1982), o mediante pruebas
moleculares. Apenas se intenta el aislamiento del virus debido a la dificultad para obtener cultivos de
leucocitos de caballos.

Reaccién en cadena de la polimerasa

Se ha descrito la reaccion en cadena de la polimerasa anidada (PCR) para detectar el ADN provirico
de la AIE en la sangre periférica de los caballos (Nagarajan & Simard, 2001). El método de la PCR
anidada estd basado en las secuencias de cebadores en la region correspondiente al gen gag del
genoma provirico. Ha resultado ser una técnica sensible para detectar cepas naturales del VAIE en
leucocitos de sangre de caballos infectados por la AIE; lo normal es que el limite inferior de deteccién
se sitle en torno a 10 copias gendmicas del ADN diana (Nagarajan & Simard, 2001; 2007). También
se ha descrito la PCR con transcriptasa inversa en tiempo real (Cook et al., 2002). Para confirmar los
resultados de esas pruebas tan sensibles se recomienda procesar duplicados de las muestras de cada
espécimen de diagndstico. Es importante utilizar procedimientos adecuados para prevenir el riesgo de
contaminacion cruzada (véase el Capitulo 1.1.5 Gestion de calidad en los laboratorios de pruebas
veterinarias y el Capitulo 1.1.6 Principios y métodos de validacion par las pruebas de diagnodstico de
las enfermedades infecciosas). Es importante destacar que la falta de coincidencia entre el cebador y
el virus circulante, posiblemente como consecuencia de la alta tasa de mutacion del virus, puede dar

1

A combination of agent identification methods applied on the same clinical sample is recommended.
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lugar a un fracaso de la PCR a la hora de detectar el virus (Cappelli et al., 2011; Quinlivan et al.,
2007).

A continuacion se indican algunas de las circunstancias propicias para la utilizaciéon de la prueba PCR
para la deteccién del VAIE en caballos:

i) Resultados de las pruebas serolégicas contradictorios;
i)  Sospecha de una infeccidn pero con resultados serolégicos negativos o dudosos;

iii) Pruebas que complementen el uso de la serologia para la confirmacién de los resultados
positivos;

iv)  Confirmacioén de la infeccién precoz, antes del desarrollo de anticuerpos séricos frente al VAIE;

v) Garantia de que los caballos utilizados para la produccion de antisueros 0 vacunas 0 como
donantes de sangre no estan infectados por el VAIE;

vi)  Confirmacién del estatus de un potro nacido de una yegua infectada.

2. Pruebas serolégicas

Debido a la persistencia del virus de la AIE en los équidos infectados, la deteccion seroldgica de anticuerpos
frente al VAIE sirve para confirmar el diagndstico de la infeccion por dicho virus.

2.1. Prueba de inmunodifusién en gel de agar

La AGID detecta anticuerpos precipitantes producidos como respuesta al VAIE. Las reacciones
especificas vienen indicadas por las lineas de precipitina entre el antigeno de la AIE y el suero
problema, y se confirman por ser idénticas a la reaccion que se da entre el antigeno y el suero
estandar positivo.

Estan disponibles comercialmente reactivos para la IGDA de diversas compafiias. Alternativamente, el
antigeno para la IGDA y el suero de referencia se pueden preparar como se describe a continuacion.

2.1.1. Preparacion del antigeno

El antigeno de la AIE puede prepararse a partir del higado de caballos con la enfermedad en
fase aguda (Coggins et al., 1973), del cultivo de tejidos de caballos infectados (Malmquist et al.,
1973), de una linea celular de timo canino con infeccion permanente (Bouillant et al., 1986) o
de proteinas recombinantes expresadas en bacterias o en baculovirus utilizando la técnica del
ADN recombinante (Archambault et al., 1989; Kong et al., 1997). La preparacion del antigeno a
partir de cultivos infectados o mediante la técnica de ADN recombinante, proporciona un
resultado mas uniforme que utilizando las células del bazo, y permite una mejor
estandarizacién de los reactivos.

Para obtener un antigeno satisfactorio a partir del bazo, debe infectarse un caballo con una
cepa muy virulenta del virus de la AIE. El periodo de incubacion resultante deberia durar entre
5y 7 dias, y el bazo debe recogerse 9 dias después de la inoculacién, cuando mas alto es el
titulo del virus y antes de que se produzca cualquier cantidad de anticuerpos precipitantes. La
pulpa del bazo, sin diluir, se utiliza como antigeno en la prueba de inmunodifusion (Coggins et
al., 1973). La extraccion del antigeno del bazo con una solucién salina y una concentracion con
sulfato amonico no proporciona un antigeno tan satisfactorio como una seleccion de bazos con
un titulo alto del antigeno de la AIE.

Alternativamente, se infectan células de rifion fetal equino, células dérmicas o células del timo
canino con una cepa del virus de la AIE adaptado para crecer en un cultivo de tejido (American
Type Culture Collection o cepa china adaptada a células dérmicas de feto equino). El virus se
recoge de los cultivos mediante la precipitacion con polietilenglicol al 8%, o mediante la
precipitacion por ultracentrifugacion. El antigeno de diagndstico, p26, se separa del virus
mediante tratamiento con detergente o con éter (Malmquist et al., 1973). Las proteinas del
nacleo del virus de la AIE, expresadas en bacterias 0 baculovirus, estan disponibles
comercialmente y se utilizan como antigenos de alta calidad para el diagnoéstico serolégico.

La p26 es una proteina estructural interna del virus que esta codificada por el gen gag. La
proteina p26 es antigénicamente mas estable en cepas del VAIE que las glicoproteinas de
virion gp45 y gp 90 (Montelaro et al., 1984). Existen pruebas de una variacion menor de las
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cepas en la secuencia de aminoacidos de la p26; sin embargo no hay pruebas de que esa
variacion influya en ninguna de las pruebas serolégicas de diagnéstico (Zhang et al., 1999)

2.1.2. Preparacién del antisuero estandar

Se debe recoger un antisuero positivo conocido procedente de un caballo previamente
infectado con el virus de la AIE. Este suero debe producir una Unica linea de precipitacion
densa, que es especifica para la AIE, tal como se ha demostrado mediante una reacciéon de
identidad en comparacién con un suero estandar conocido. Es esencial equilibrar las
concentraciones de antigeno y de anticuerpos, con el fin de garantizar la sensibilidad éptima de
la prueba. Las concentraciones del reactivo deben ajustarse para formar una linea de
precipitacion estrecha aproximadamente equidistante de los dos pocillos que contienen el
antigeno y el suero.

2.1.3. Procedimiento analitico (Association Francaise de Normalisation [AFNOR], 2000;
Coggins et al., 1973; Pearson & Coggins, 1979)

i) Las reacciones de inmunodifusion se llevan a cabo en una capa de agar en placas de
Petri de plastico, puesto que las placas de vidrio pueden dar lugar a fracasos en la
prueba. Para placas de Petri de 100 mm de diametro, se utilizan 15—-17 ml de agar Noble
al 1% en tampodn borato (9 g de HsBOs, més 2 g de NaOH por litro) 0,145 M, pH 8,6 (=
0,2). Se utiliza un punzén de metal para crear varias “rosetas”, cada cual de seis pocillos
en torno a un pocillo central del mismo diametro. Los pocillos seran de 5,3 mm de
didmetro y se dejara una separacion de 2,4 mm entre ellos. Cada pocillo debe contener el
mismo volumen de reactivo y deben llenarse por completo, pero sin que se produzca
derrame.

i)  Se coloca el antigeno en el pocillo central y el antisuero estdndar en uno de cada dos
pocillos exteriores. Las muestras del suero problema se colocan en los tres pocillos
restantes.

i) Se mantienen las placas a temperatura ambiente en un ambiente humedo (se
recomiendan 18-26°C).

iv) Transcurridas 24-28 horas, se examinan las reacciones de precipitacién con un haz
estrecho de luz oblicua e intensa frente a un fondo negro. Las lineas de referencia deben
ser claramente visibles a las 24 horas y, en ese momento, cualquier suero problema que
sea fuertemente positivo también puede haber formado lineas idénticas a las que se dan
entre los reactivos estandar. Una reaccion positiva débil puede tardar 48 horas en
formarse, y se indica mediante una pequefia inclinacion de la linea de precipitacion del
suero entre el pocillo del antigeno y el pocillo del suero problema. En el caso de la AGID
para la AIE, la curva causada por una reaccién débilmente positiva tiene aspecto de
gancho muy pequefio o de redondeo hacia el interior del pocillo que contiene la muestra.
Los sueros con titulos de anticuerpos de precipitacion altos formaran una linea completa
de identidad o bien pueden formar bandas anchas de precipitina que tienden a
extenderse. Tales reacciones pueden confirmarse como especificas de la AIE por dilucion
al 1/2 o 1/4 antes del contra-analisis; estas pueden ofrecer una linea de identidad mas
marcada. Los sueros libres de anticuerpos de la AIE no formaran lineas de precipitacion y
no tendran efecto alguno sobre las lineas de reaccion de los reactivos estandar. Pueden
aparecer lineas de precipitacion inespecificas. Estas lineas inespecificas pueden cruzar
las lineas control, y lo habitual es que no aparezca linea de identidad en las lineas control.

v) Interpretacion de los resultados: Es posible que los caballos que estan en las primeras
etapas de la infeccidn no den una reaccion seroldgica positiva en la prueba AGID. Tales
animales deberian sangrarse de nuevo después de 3—-4 semanas. Con el fin de realizar
un diagnéstico en un potro joven, es necesario determinar el estado de los anticuerpos
procedentes de la madre. Si la yegua transmite los anticuerpos de la AIE al potro a través
del calostro, entonces sera necesario un periodo de 6 meses o mas después del
nacimiento para que disminuyan los anticuerpos maternos; para llegar a la conclusion de
que un potro no esta infectado, debe obtenerse un resultado negativo (tras un resultado
positivo inicial) al menos dos meses después de interrumpir el contacto del potro con una
yegua positiva a la AIE o con cualquier otro caballo que sea positivo. Debe destacarse
que los anticuerpos maternos a menudo solo pueden detectarse hasta los 12 meses de
edad y que, por lo tanto, deberan plantearse otros métodos de diagnostico; asi, por
ejemplo, podria utilizarse PCR para determinar la presencia/ausencia de AIE en la sangre
del potro.
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2.2. Enzimoinmunoanalisis

En varios paises estan autorizados distintos kits de diagnéstico de la AIE, como el de AGID y el de
ELISA, destinados al diagnéstico de la anemia infecciosa equina, y se pueden conseguir a nivel
internacional. Los ELISA en general tienen por diana el anticuerpo producido contra el antigeno de la
proteina central p26, pero también pueden tener un segundo anticuerpo diana, el que se produce
contra el antigeno gp45. Estos antigenos también pueden ser proteinas de fusion sintéticas o
antigenos recombinantes. Los protocolos tipicos del ELISA se utilizan en todas las pruebas. Si los
materiales comerciales del ELISA no estan disponibles, puede emplearse un ELISA no de competicion
utilizando antigeno p26 purificado procedente del material de cultivo de células (Shane et al., 1984).

Un resultado positivo obtenido mediante el ELISA debe confirmarse utilizando la prueba AGID debido
a que se han detectado falsos positivos mediante el ELISA. También se puede confirmar el resultado
por la técnica de inmunoelectrotransferencia. Los Laboratorios de Referencia de la OIE tienen un
antisuero estandar para inmunodifusion que contiene anticuerpo detectable (véase la Tabla de la parte
4 de este Manual Terrestre). Este estandar no debe utilizarse como referencia para determinar los
limites inferiores de deteccién de la prueba ELISA. Se han publicado métodos uniformes para el
control de la AIE (USDA, 2007).

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

Se han probado vacunas contra el VAIE inactivadas y de subunidad en distintos laboratorios, que han mostrado
capacidad de proteccion solo contra infecciones de cepas prototipo homologas. Entre 1975 y 1990, en China
(Rep. Pop. de) se utilizd mucho una vacuna viva atenuada que se habia desarrollado a principios de los afios
1970, y resulté eficaz para el control de la prevalencia de la AIE. Con prevalencia baja desde 1990, la estrategia
de control de la AIE ha pasado de la vacunacion a la cuarentena, para evitar que los anticuerpos contra la
vacuna interfieran con las pruebas de diagnéstico.

Aungue en China no han surgido preocupaciones relativas a la seguridad con el uso de la vacuna atenuada
contra el VAIE, es importante destacar que, como ocurre con otros lentivirus, el VAIE es altamente mutable y
puede integrarse en los genomas de los hospedadores. La vacuna viva contra el VAIE debe plantearse solo tras
una evaluacién exhaustiva del riesgo.
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NB: Existen Laboratorios de Referencia para la anemia infecciona equina (puede consultarse la
pagina web de la OIE: https://www.oie.int/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3)
Para més informacion sobre las pruebas de diagndstico y los reactivos para la anemia infecciosa equina, por
favor contacte con los Laboratorios de Referencia de la OIE

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 1989. ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2019.

8 Manual Terrestre de la OIE 2019


https://www.oie.int/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3

