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ARTERITIS VIRAL EQUINA

INTRODUCCION

Las enfermedades del tracto respiratorio de los equinos
son uno de los problemas sanitarios mis comunes en estos animales
(37-66) Generalmente resultan de la infeccién con uno o mias micro-
organismos pat6genos (virus, bacterias y hongos). De estos, los vi-
rus parecen ser los agentes mds comunmente involucrados en las --
epizootias de enfermedades respiiatorias, algunas de las cuales
pueden estar acompafiadas por abortos (37) Varios virus asociados
a las afecciones respiratorfas/ﬂan sido aislados y estudiados en

distintos paises, habiéndoselos clasificado dentro de las siguien-.

tes familias:

Herpetoviridae (Virus Herpes Equino)
Adenoviridae (Adgnovirus Equino)
Togaviridae (Arteritis Viral Equina)
Ortomyxoviridae (Influenza)
Picornaviridae (Rinovirus y Enterovirus)
Paramixoviridae (Parainfluenza)

Reoviridae (Reovirus)

De la revisién bibliografica realizada para determinar
los antecedentes en nuestro pais sobre la existencia de estas vi-
rosis, surge que el primer aislamiento y clasificacibn correspon-
den al virus de la Influenza Equina Tipo I, realizado en el afio

(24-65)

1977 , aunque en el afio 1962 H. M. Fernandez (26) hace ob-

servaciones clinicas muy sugestivas.

(49)

Matumoto y colaboradores en el afio 1965 detectan
por serologia anticuerpos especificos contra el Virus Herpes Equi-
no tipo I en sueros de equinos de la RepGblica Argentina. En el
afio 1978 (22) se describe el hallazgo de anticuerpos precipitantes

en animales de la Provincia de Buenos Aires y en el afio 1981 (23)

3



se comunica el aislamiento de este virus y su identificacién por
serologia.

Informacién sobre las demds familias de virus patégenos
para el tracto respiratoriop del equino en nuestro pais no se han
encontrado.

Seglin informes presentados en el Simposio Sobre Enferme-
dades Respiratorias Equinas llevado a cabo en la Universidad del
Estado de Ohio (EE.UU:) en mayo de 1980(64), los estudios realiza-
dos en poblaciones equinas de los EE.UU. de Norteamérica mostraron
que las afecciones respiratoriag producidas por los agentes virales
constituyen la mayor causa de pérdidas econémicas en la industria
equina de ese pais.

Con respecto al virus de la arteritis viral equina, moti-
vo de particular estudio en esta tesis, debemos sefialar que hasta
el presente solo se cuenta con un trabajo en nuestro pais donde son

(48)

descriptos-hallazgos histopatol6gicos correspondientes a esta
enfermedad.

Considerando la falta de informacibén especifica respecto
a esta virosis y teniendo en cuenta que por las caracteristicas
clinicas es frecuente su confusidén con las infecciones producidas
por otros virus respiratorios, se encar6 el presente trabajo cuyo
principal objetivo es la deteccién de anticuerpos especificos en
distintos lotes de animales con sintomatologia clinica o sin ella.
El logro de este objetivo, mediante la seleccién y aplicacién de la
metodologia adecuada, posibilitard en el futuro llegar a un diagnés-

tico certero en distintos cuadros clinicos que pueden ser atribui-

dos a esta etiologia.

ANTECEDENTES DE ARTERITIS VIRAL EQUINA

Hasta el afio 1953 se consideraba que el agente etioléfgi-
co de los abortos en yeguas con cuadros febriles y asociados con
una sintomatologia propia de una afeccibén del tracto respiratorio,

eran producidas por el Virus Herpes Equino tipo I (Rinoneumonitis



Equina). En diciembre del citado afio en Bucyrus, Ohio (EE.UU.)
se desatd una epizootia en equinos, presentdndose sintomas simila-

(19)

res a los antes referidos Al practicarse exdmenes bacteriolé-
gicos en materiales de est?s animales enfermos y de feto; aborta-
dos, los resultados fueron.negativos. También se descartd la infec-
cién con el Virus de Rinoneumonitis Equina al no observarse las le-
siones histopatolégicas tipicas en los tejidos analizados (cuerpos

)(75)

de inclusién intranucleares , pero se logr6 la reproduccibén ex-
s

perimental de la enfermedad inoculando material de los fetos abor-

(18)

i
tados en yeguas prefiadas Del inéculo y de los animales que --

enfermaron experimentalment? fue aislado un virus, que fue diferen-
ciado de la cepa Ky-B del virus de Rinoneumonitis Equina, siendo
denominado cepa Bucyrus de Arteritis Viral Equina (18).

El nombre de Virus de Arteritis Equina asf como el de --
Arteritis Viral Equina dado a la enfermedad, se basaron en las cons-
tantes y caracteristicas lesiones de las pequefias arterias de los

equinos infectados (18-40)

. Previamente a ser designada con este nom-
bré, varios autores (10-17-18-32-72) 4. cribieron a esta enfermedad,
basidndose en manifestaciones clinicas, con los nombres de fiebre
tifoidea virémica, influenza catarral, ojo rosado, sindrome epizob-
tico celulitis~ojo rosado.

Desde su aislamiento, el virus de Arteritis Viral Equina
fue reconocido como una entidad nosolégica distinfa a los restantes
virus del complejo de enfermedades respiratorias equinas (18). Doll
y colaboradores inicialmente lo diferenciaron basindose en test de
proteccién cruzada en equinos y en técnicas de laboratorio como
Fijaci6n del Complemento y Seroneutralizacién y por las lesiones
tipicas que se producen en esta enfermedad y luego de suadaptacibén a
cultivos de tejidos, por el efecto citopatogénico caracteristico.

Luego de esta caracterizacién parcial, estos investiga-
dores realizaron otros aislamientos del yirus y estos resultaron
idénticos a la cepa Bucyrus inicialmente obtenida (58).

Posteriormente, dentro de los EE.UU., fue aislado en los



(58)

estados de California, Pensylvania e Indiana
Burky(lo) lo aisl6 en Europa luego de epizootias ocurri-
das en Austria y Suiza y lo caracteriz6 como un virus ARN que po-
sefa envoltura 1ipoproteic§. Posteriormente fue clasificado como
miembro de la familia Toga?iridae (6-25-30-31-42-77-78-80)
Los equinos son los Gnicos huéspedes susceptibles y ac-
tualmente se considera, basidndose en evidencias serolbégicas, que

se encuentra ampliamente distribuido en el mundo (2-11-16-28-29-

58-61-62-66-72-73)



OBJETIVOS DEL TRABAJO

OBJETIVO a-PUESTA A PUNTO DE UN SISTEMA DE CULTIVO CELULAR APROPIA-
DO PARA EL DESARROLLO DEL VIRUS.

a-1-MATERIALES Y METODOS

a-1-1-ORIGEN DE LAS CELULAS:

Se realizaron cultivos primarios de células de rifién de co-

nejo y de cé&lulas de rifibn de hamster lactantes (53-79)
Los rifnones de conejo fueron obtenidos de animales proce-

dentes de la zona, con edades que oscilaban entre 1 y 5 dias.

Los rifiones de hamster se obtuvieron de animales recién nacidos,

provenientes del bioterio de la facultad. Se control6 especial-

mente que todos los lotes de animales se encontraran clinicamen-

te sanos.

a-1-2-MEDIOS DE CULTIVO:

Como medio de crecimiento celular se utilizé MEM Eagle
(medio esencial minimo de Eagle) de laboratorios GIBCO, con el
agregade de 100 UI de penicilina por-ml, 100 ug de estreptomi-
Fina por ml y 25 ug de ‘fungizone por ml y 10 $ de suero bovino
tSB) inactivado. Como medio de mantenimiento fueron utilizados
los anteriores, reduciendo el suero bovino al 5 %. En algunos
lotes de cultivos se investigé la conveniencia de agregar ami-
noacidos no esenciales (GIBCO) al medio de crecimiento para
mejorar el desarrollo celular.

Para la dispersién de las células se utiliz6é tripsina

(DIFCO) al 0,25% en solucién salina reguladora de fosfatos (PBS),
pH 7,4.

a-1-3-CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS:

Los rifiones fueron extraidos de los animales recién sacri-
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ficados, decapsulados y luego triturados en forma grosera, sien-
do colocados en un frasco trébol con el agregado de 3 partes de
tripsina y en agitacién magnética durante 30 minutos a tempera-
tura ambiente. También se -practic6 el método de tripsinado duran-
te una noche a 4°C. Posteriormente se efectu6 un filtrado por
gasa y se centrifugé a 900 r.p.m. durante 10 minutos. E1 sobre-
nadante fue descartado y el paquete celular resuspendido en me-
dio de crecimiento. Se sembraron a concentraciones de 7 x 105
y 1x 106 células por ml en frascos Roux, Cuzco y tubos con
laminillas, llevandose paraisu incubacién a estufa a 37°C. Cada
48 horas se cambidé el medio de crecimiento hasta la formacidn
de una monocapa completa, procediéndose entonces a cambiar el

medio de crecimiento por el de mantenimiento(51'53'60'74'79)

a-1-4-CULTIVOS CEILULARES DE LINEA:
533)

Se utilizaron células BHK-21 (rifion de hamster lactante
y VERO (rifion de mono verdehafricano)(38'41) La 1linea BHK fue
cedida por Lab. Med-Vet (La Plata) y las células VERO se obtu-
vieron en el laboratorio de virologia del Instituto '"Carlos
Malbran' de Buenos Aires y en la Facultad de Ciencias Exactas
de la Universidad Nacional de La Plata.

Monocapas de estas células fueron tripsinadas durante 10 §
20 minutos a 37°C. Las células desprendidas fueron recogidas y
centrifugadas a 900r.p.m. durante 10 minutos, el sobrenadante
fue eliminado y el paquete celular resuspendido en medio de cre-

> células

cimiento. Se sembraron a una concentracién de 3 x 10
por ml. Al formarse una monocapa celular completa, se reemplazd

el medio de crecimiento por el de mantenimiento.

a-1-5-OBSERVACION Y CONTROL DEL DESARROLLO CELULAR:

Los frascos sembrados con células fueron inspeccionados
en forma directa con microscopio invertido. También se colorea-

ron laminillas provenientes de tubos donde se desarrollaron las



células, fijandolas previamente con Carnoy durante 5 minutos.
Las coloraciones se hicieron con Hematoxilina y Eosina, utili-
zando distintos tiempos de inmersifén en estos colorantes para
ajustar la técnica. El montaje sobre portaobjetos se hizo con

bidlsamo de Canadji.

a-1-6-CONSERVACION DE CELULAS POR CONGELAMIENTO:

Para conservar un stock de células se procedi6 a congelar

parte de las mismas, procediéndose como se detalla(44-60):

1°- A dos frascos Roux con una monocapa celular perfecta-
mente formada, se procedié a quitarles el medio.

2°- Se les agregd 1 cc. de tripsina y se llev6é a estufa a
37°C durante 5 minutos.

3°- Al despegarse las células se lesagregé 10 ml. de medio
MEM Eagle mids 10 % de suero Lovino y se recogieron con
pipeta.

4°- Se centrifugaron 16 minutos a 1.000 r.p.m..

5°- Se elimind el sobrenadante y el paquete celular se
suspendié en 20 ml. de MEM Eagle mids 10 % de SB.

6°- Se agregbd a la suspensién 12 $ de glicerina pura (MERCK).

7°- Se fraccionaron 2 ml. por ampolla, las que se sellaron.

8°- Se colocaron las ampollas en un tubo del termo de ni-
trégeno liquido y se lo sumergié en una probeta llena
con alcohol 100°C.

9°- Se fueron agregando al alcohol pequefios trozos de hie-
lo seco, controlando la temperatura para que esta des-
cienda 1°C por minuto hasta los -30°C.

10°- Se 1llev6 el tubo con las ampollas al termo con nitré-

geno liquido.

OBJETIVO b-MULTIPLICACION DEL VIRUS DE AVE.
Adaptacién a distintos sustratos celulares, estudio del

efecto citopatogénico, determinacién del tfitulo, etc.
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b-1-MATERIALES Y METODOS
b-1-1-CULTIVOS CELULARES Y MEDIO DE CULTIVO:

Se eligieron como sustratos celulares mids apropiados las
lineas celulares BHK y VERO.
Los métodos de cultivo y los medios fueron descriptos an-

teriormente.

b-1-2-VIRUS:

Se utilizé una cepa vacunal derivada de la cepa Bucyrus del
Virus de Arteritis Equina, cedida por el Dr. William McCollum

de la Universidad de Lexington, Kentucky, EE.UU.

b-1-3-INOCULACION DE CULTIVOS CELULARES:

Luego de la formacién de una monocapa celular completa,
fue eliminado el medio de crecimiento y se inocularon 0,2 ml de
la suspensién viral en los tubos de cultivo y 1 ml. en los fras-
cos Roux. Se llevaron a estufa a 37°C durante 60 minutos para
permitir la adsorcidén viral y luego se agregaron 2 ml. de medio
de mantenimiento en los tubos y 60 ml: en los Roux. Se incuba-
ron a 37°C en estufa.

En tubos y frascos testigos se procedié de igual manera,

sustituyéndose el inéculo viral por medio de mantenimiento.

b-1-4-CONTROL DEL DESARROLLO VIRAL:

Cada 24 horas se tomaron laminillas de los tubos inocula-
dos y testigo y se colorearon con la técnica detallada anterior-
mente, observidndose la evolucién del efecto citopatogénico.
Asimismo se fueron reglizando lecturas directas por medio del

microscopio invertido.

b-1-5-TITULACION DEL VIRUS:

Luego de 10 pasajes del virus por BHK y 6 pasajeé‘por VERO,
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fue titulado por el método de Reed y Muench.
Para la titulacién en BHK se utilizaron tubos de cultivo,

procediéndose de acuerdo al siguiente método(60):

1°- Se colocaron en una gradilla 10 tubos de Kahn.

2°- En cada uno de ellos se colocé 0,9 ml de PBS como di-
luyente.

3°- En el primer tubo se agregé 0,1 ml. de la suspensién
viral, obteniéndose una dilucién de 101,

4°- Con una nueva pipeta se homogeneiz6 con el diluyente
y se 1llevé 0,1 ml. al segundo tubo, obteniéndose una

2

//ll

dilucién 10~
5°- Se efectu6 el mismo trabajo con los tubos subsiguien-

tes, obteniéndose asi, diluciones 10'3, 10'4, 107, ..

.107°

6°- Se inocularon 5 tubos con monocapa celular completa
con cada <d#lucién.

7°- Se, dejaron tubos co;troles con células mds virus sin
diluir y células mis medio de mantenimiento.

8°- Se dejé 60 minutos a 37°C para permitir la adsorcién
viral agregando luego medio de mantenimiento y se in-
cub6 a 37°C.

9°- Se controlaron diariamente los tubos hasta el 62 dia,
en que se dié por finalizada la experiencia.
Los datos obtenidos se analizaron por el método de Reed

y Muench, obteniéndose un titulo de 105'75

DICTSOIO,Zml.
Se repitid esta experiencia, tres veces obteniéndose
resultados similares.

Para la titulacién viral en células VERO fueron utiliza-
das placas Falcon dg¢ 96 microcubetas con fondo plano para cul-
tivos celulares.

Las diluciones virales se realizaron de la misma forma que

para BHK. Se agregé a cada cavidad de la microplaca 50ul de las
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sucesivas diluciones virales y luego 100 'ul de una suspensién
de células VERO a una concentracién de 2x10° cel/ml.

Las placas fueron selladas con un film autoadhesivo y lle-
vadas a estufa a 37°C.

En todos los casos se trabaj6é con los correspondientes con-
troles y se utilizaron 5 tubos por dilucién viral para BHK y
ocho cubetas por dilucién para VERO.

Las lecturas!sé efectuaron cada 24 horas 'en microscopio in-
vertido hasta el 6° dia en que se realizé la lectura final.

|
OBJETIVOS c-d-DESARROLLO DE UNA PRUEBA SEROLOGICA PARA DETERMINAR LA
PRESENCIA DE ANTICUERPOS EN POBLACIONES EQUINAS.
OBTENCION DE MUESTRAS DE SUEROS EQUINOS.

c-d-1- INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA(3-14-38-39)

c-d-1-1-MATERIALES
CULTIVOS CELULARES Y MEDIOS DE CULTIVOS:
Se emplearon células BHK. Los métodos de cultivo y medios

necesarios fueron descriptos previamente.

VIRUS:
Los tubos con monocapas fueron inoculados con la suspen-

sién viral de titulo 105'75

DICTSO/O,OOS ml. A las 16, 24, 48 y
72 horas post -inoculacién se fijaron laminillas inoculadas y
testigo en acetona (Merck) a -20°C durante 12 horas, luego de
este ‘lapso se eliminé la acetona, se secaron a 37°C durante

15 minutos y se conservaron a -20°C.

SUEROS MARCADOS:
Se utlizé un suero antiglobulinas equinas marcado con iso-
tiocianato de fluoresceina de laberatorios Cappel, diluido 1/8

en agua destilada.



SUEROS CONTROL DE REFERENCIA:
Los utilizados fueron cedidos por el Dr. W. McCollum, Ken-
tucky, EE.UU., siendo ellos:
1) Suero positivo para AVE y negativo para otras virosis.

2) Suero negativo para AVE y negativo para otras virosis.

SUEROS A ANALIZAR:

El banco de sueros equinos se form6 con muestras provenien-

tes de:

AMERICAN TROTTER: Hurlingam 10
Partido .de La Plata 5
La Carlota (Cérdoba) 35

SANGRE PURA DE CARRERA:
Hipédromo de La Plata 16

2 haras Partido de La Plata 54

1 haras de Pcia. de Santa Fé 6
MESTIZOS:

Partido de Zarate 16

Magdalena 2

Haras Partido Berazategui 11

Partido de La Plata 6

Pcia. de Corrientes 69
CRIOLLOS:

Partido de Rojas (Bs.As.) 5
TOTAL: 235

De estas 235 muestras, 61 correspondieron a animales con
sintomatologia similar a la referida para esta enfermedad y 174
a animales sin sintomatologia clinica de ninghGn tipo.

Fueron analizadas por esta técnica 163 muestras previa-

mente descomplementadas a 56°C durante 30 minutos.

c-d-1-2-METODO

I) Se fijaron las laminillas aun soporte y se las cubrié
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con una gota de suero equino a analizar diluido 1/2 con
PBS. Como controles se utilizaron sueros positivos y nega-
tivos de referencia y PBS, sobre laminillas inoculadas y

sin inocular.

II) Se incubaron durante 45 minutos a 37°C en cidmara hfime-

da.

III) Se lavaron 3 veces con PBS durante 10 minutos cada

vez y por Gltimo con agua destilada durante 5 minutos.

IVj Se cubrieron todas las laminillas con una gota de sue-
To antiespecie marcado y se incubaron durante 45 minutos a
37°C. -7

V) Se repitieron los lavados del punto III.

VI) Se montaron sobre portaobjetos con glicerina al 50 %

en PBS.

VII) Se observaron en Microscopio de fluorescencia marca

|
Leitz.

c-d-2-FIJACION DEL COMPLEMENTQ (1-4-27-60)

c-d-2-1-MATERIALES

COMPLEMENTO DE COBAYOS:

Fue obtenido por puncién cardiaca de cobayos adultos en
ayunas. La sangre obtenida fue colocada a 37°C durante 30 mi-
nutos para favorecer la coagulacidén y luego llevada a 4°C duran-
te una noche. Los sueros obtenidos fueron mezclados y fraccio-
nados a razdén de 0,5 ml por frasco y luego de rotularlos fueron

conservados a -20°C.

SUERO HEMOLITICO:
Se trabajé con suero hemolitico anti-globulos de carnero,

de laboratorios Britania.
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GLOBULOS R0OJOS DE OVINO:

.Se obtuvieron sangrando una oveja y recogiendo la sangre
en solucién de ALSEVER (Soluci6én Salina Citratada), para su
conservacién. Se centrifugaron para eliminar el Alsever y lue-
go se lavaron tres veces con STVS (Solucién Tampén de Veronal
S6dico, pH 7,3). Se prepar6 una suspensién al 4 % en esta mis-
ma solucién salina (0,8 ml de pasta de glébulos rojos mids 19,2

ml de STVS).

M3ZCLA HEMOLITICA:
Para preparar la mezgla hemolitica (MH) se tomaron partes
iguales de suero hemolitico en la dilucidén apropiada y gl6bulos
rojos ovinos al 4 Esta mezcla se incubé a 37°C durante 60

minutos y luego se llevé a 4°C.

ANTIGENOS:
Se obtuvieron 3 antigenos:
ANTIGENO I: Constituido por el 1liquido sobrenadante de un
cultivo celular BHK inoculado con el 8° pasaje de virus de Ar-

teritis Equina de titulo 105

DICTSO/OZ ml que fue congelado y
descongelado 3 veces para producir la ruptura celular y consi-
guiente liberacidén de viriones. La suspensién resultante fue
centrifugada durante 10 minutos a 2.000rpm. E1 sobrenadante fue

conservado a -20°C.

ANTIGENO II: Constituido por el antigeno I concentrado

al doble en PEG 600 al 20 ®* (Polietilen Glicol 600).

ANTIGENO III: Fue obtenido de una monocapa celular VERO
inoculada con el 16°pasaje del virus y con un titulo de 106
DICTSO/O,OS ml. Una vez manifiesto el efecto citopatogénico

se desprendid la monocapa del vidrio por raspado y la suspen-

si6én fue centrifugada a baja velocidad durante 10 minutos.

E1 paquete celular fue resuspendido con 5 ml de sobrenadante
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y el resto de éste se conserv6 refrigerado. La suspensién fue
sonicada durante 2 minutos a 100 W (Sonicator Hear Systems) y
centrifugada a baja velocidad durante 10 minutos. E1 sobrena-
dante fue mezclado en partes iguales con el obtenido en primer

término, constituyendo esta mezcla el tercer antigeno.

SUEROS CONTROL DE REFERENCIA:
Fueron citados en el punto c-d-1-1.
SUEROS A ANALIZAR:
De las 235 muestras de suero citadas en el punto c-d-1-1
se analizaron por esta técnica 150 muestras que fueron previa-

mente descomplementadas a 56°C durante 30 minutos.

c-d-2-2-METODOS:

TITULACION DEL COMPLEMENTOY DEL SUERO HEMOLITICO:

Se prepararon diluciones del complemento (C'): 1/20, 1/40,
1/50, 1/80, 1/100, 1/160, 1/320.

El suero hemolitico (SH) se diluy6 en la siguiente escala:
1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1.600 y 1/3.200.

En una placa de microtitulacién de 96 cubetas, se coloca-
ron 2 gotas (se trabajé con pipetas de 0,025 ml para todos los
materiales) deSFVS en cada pocillo y tres gotas en los contro-
les. En cada columna vertical se coloc6 una gota de cada dilu-
cién de C' menos en la de control de gl6ébulos rojos (GR). Se
selld con un film autoadhesivo y fue llevada a 4°C durante
una noche. Al dia siguiente se pusieron las placas a 37°C duran-
te 15 minutos y luego se agregd una gota de GR en los contro-
les y una gota de MH en las columnas horizontales correspondien-
tes a cada dilucién. Se llevaron a 37°C durante 30 minutos
agitando cada 5 minutos y luego se colocaron a 4°C para permi-
tir que precipiten los GR en los pocillos donde no hubo hemé-

lisis.
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TITULACION DE LOS ANTIGENOS Y SUERO PATRON:

Se prepararon diluciones en tubos de los antigenos en la
siguiente escala: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 y 1/128.

El suero se diluyé: 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 y
1/256.

Por otro lado y trabajando en frio, se prepararon las di-
luciones de C' correspondientes a 2 U para la reaccién y 1 U
y 1 1/2 U para los controles.

Lds microplacas se rotularon de la siguiente manera:

DILUCIONES - SUERDO

/ 1
1/411/8| 1/16 | 1/32 ) 1/64 | 1/128 | 1/256 | CA c.C CGR

w|1l1/2v | 2u

Se colocd: 1 gota de STVS en los controles de suero y an-
tigenos, 2 gotas en los controles de C' y 3 gotas en los con-
troles de GR. En los pocillos correspondientes a las dilucio-
nes de suero y antigeno, se colocd una gota de ambos en las di-
luciones indicadas para cada uno de ellos.

La dilucidén de 2 U de C' fue agregada en todas las cavi-
dades menos en los controles de GR y en los controles de C'
correspondientes a 1 Uy 1 1/2 U, donde se agregaron estas di-
luciones. Se sellaron las placas y se llevaron a 4°C durante
18 horas. Pasado cste lapso, se-1levaron a estufa a 37°C du-

rante 15 minutos y luego se agreg6 en todas las cavidades 1 gota



SUERO
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C GR

de MH, menos en los controles de GR donde se agregé una gota

de la suspensidén de GR al 2 %.
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Se incub6é a 37°C durante 30 minutos agitando periédicamen-

te y luego se colocaron a 4°C durante 30 minutos para luego re
lizar su lectura.

Todas las pruebas se realizaron por duplicado.

TITULACION DE SUEROS PROBLEMA:

Se diluy6 cada suero (descomplementado a 56°C durante 30
minutos) como siguej1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 y

1/256.
Las microplacas se rotularon de la siguiente manera:

DILUCIONES - SUEROS

cc'
lu|l11/2U0| 20U

1/2) 1/4f 1/8( 1/16| 1/32| 1/64| 1/128| 1/256| C S

Se colocé una gota de STVS en los controles de suero, 2
gotas en los controles de C' y 3 gotas en los controles de GR.

En las columnas correspondientes a cada suero se colocd
una gota de las diluciones debidas (en controles de sueros la
dilucidn 1/2). Se agregdé 1 gota de antigeno en la dilucién co-
rrespondiente, en todas las cubetas menos en controles. Por
Gltimo se agregd una gota de las 2 U de C' menos en controles

de C' y GR. En controles de C' se coloc6 una gota de 1 U y

a-



19

1 1/2 U de complemento donde correspondia. Se sellaron y lleva-
ron a 4°C una noche.

Se realizdé igual prueba con los mismos sueros, pero reali-
zando las diluciones de los mismos con microdiluidores en la
misma placa, para comparar los resultados con las diluciones
hechas en tubos.

Al dia siguiente se agregé una gota de GR en los contro-
les de estos y ung gota de MH en todas las demds cubetas. Se
llev6 30 minutos a 37°C agitando periédicamente y luego a 4°C

|
para realizar por Gltimo la lectura final.

c-d-3- SERONEUTRALTIZACION

c-d-3-1-BAJO CAPA DE AGAR(33-43)

c-d-3-1-1-MATERIALES

CULTIVOS CELULARES
Se utilizaron células BHK. Fueron preparadas en frascos

Cuzco empleando las técnicas y medios descriptos previamente.

VIRUS:
Se empleb el 6° pasaje del virus de AVE en BHK, con un
titulo de 105DICT50/0,2 ml. Fue utilizado a una dilucién 10'2,

es decir 1.000 particulas infectivas por 0,2ml.

DILUYENTES:
Para tal fin se prepar6 una soluci6n de medio MEM Eagle
con el agregado de 2 % de suero bovino y antibioticos. Se uti-

1iz6 como diluyente de sueros y de virus.

MEDIO AGAR:
Se utilizd agar noble DIFCO al 1 % en medio de manteni-

miento (MEM + 5% SB + antibigtico)

COLORANTES:
Se empleduna solucién de cristal violeta al 10 % en for-

malina al 10 para colorear células vivas.



SUEROS CONTROL DE REFERENCIA:

Fueron citados en el apartado c-d-1-1.

SUEROS A ANALIZAR:
Se analizaron por esta técnica los sueros positivos por

IF y FC.

c-d-3-1-d-METODO
El método empleado fue el de virus constante-suero varia-

ble, procediéndose de la siguiente manera:

I.- Se coloc6 en 7 tubos 0,5 ml de la solucién viral.

I1.-Se efectuaron diluciones del suero 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
1/32, 1/64 y 1/128, }

III.-Se agregé 0,5 ml de las diluciones de suero a cada uno de
los tubos con 0,5 ml de la dilucién viral 1072,

IV.- Se colocaron las mezclas durante 60 minutos a 37°C para
permitir la unién antigeno-anticuerpo.

vy Se inocularon 3 frascps Cuzco con monocapa celular comple-
ta BHK por dilucién de suero.

VI.- Se dejaron las monocapas inoculadas durante 60 minutos a
37°C para permitir la adsorcién del virus no neutralizado.

VII.-Se elimind el in6éculo y se lavaron las monocapas con PBS.

VIII.-Se cubrieron con 5 ml del agar al 1 % en MEM,que fue man-

/
tenido a 40°C en estado liquido.

IX .-Luego de solidificar el agar, se llevaron a estufa a 37°C
durante 96 horas.

X Se procedid de igual manera con frascos monocapa BHK sin
inocular que actuaron como testigos

XI.- Luego del periodo de incubacién se cubrié la capa de agar
con formalina al 10 % durante 15 minutos para remover el
agar.

XII.-Luego de eliminado el agar las monocapas fueron cubiertas

.con la solucién de cristal violeta.

XIII.-Se procedié al conteo de placas de lisis formadas.
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c-d-3-2—MICR0TECNIGA(60_61)
c-d-3-2-1-MATERIALES

CULTIVOS CELULARES:
Se utilizaron células VERO con técnicas y medios ya des-

criptos,

DILUYENTES:

Se emplearon los mismos utilizados en la anterior técnica.

VIRUS:

Se utilizé virus del 6° pasaje por VERO con un titulo de

5 2

10 DICTSO/O,OS ml. Se empleé la dilucién 10" °, (1.000 particu-

las infectivas x 0,05 ml).

SUEROS CONTROL DE REFERENCIA:

Fueron los mismos citados en el apartado c-d-1-1.

SUEROS A ANALIZAR:
Fueron analizados por esta técnica todos los sieros que

|
resultaron positivos por IF y FC'.

c-d-3-2-2-METODO

Se trabaj6é con el método de virus constante-suero variable
Las diluciones de suero y virus fueron realizadas de igual ma-
nera que en el anterior método al igual que la incubacién du-
rante 60 minutos para permitir la unién antigeno-anticuerpo.
Luego se procedid como sigue:

I.-En una placa Falcon 3040 de fondo plano, con 96 cavi-
dades (12 x 8), se colocaron 50 microlitros de la mez-
cla suero virus en cada cavidad. Se utilizaron 4 cavi-
dades por dilucidén de suero.

I1.-Se agregé a cada cavidad 100 microlitros de una suspen-
sién de células VERO a una concentracién de 2 x 105

cel./ml.

ITI.-En la misma placa se efectu6 una titulacién simulténea
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del virus para comprobar si se habfia utilizado 1la dilu-
cidén correcta. También se utilizaron controles de célu-
las sin inocular.

IV.-Se sec6 la superficie de la placa con papel de fi&tro
estéril y se sellé con un film autoadhesivo. Se incubé
a 37°C en estufa leyéndose diariamente para observar

la aparicién del efecto citopatogénico.



RESULTADOS

OBJETIVO a. Tanto las células de rifién de hamster como de conejo
formaron monocapas completas a los 7-8 dfas de la siembra.
De los rifiones de conejos de 6 a 7 dias de edad se obtuvieron
las mejores monocapas; los recién nacidos brindaron pocas cé-
lulas y los de mayor edad demandaron mis tiempo de tripsinado.

En el medio de cultivo adoptado las células desarro-
llaron perfectamente. E1 agregado de aminodcidos no esenciales
no influy6 en el desarrollo de cultivos primarios ni de BHK,
pero fue necesario para VERO.

Se obtuvieron mejores resultados con el tripsinado de
los rifiones durante 30 minutos a temperatura ambiente que du-
rante toda la noche a 4°C. Realizando por el primer método 3
6 4 tripsinados sucesivos, el primero generalmente debidé ser
eliminado por contener muy escasa cantidad de cé€lulas y eleva-
da concentracién de glébulos rojos.

La cantidad 6ptima de células a sembrar en cultivos
primarios es de 1 x 106 por militro, cuando se utilizé una con-
centracién menor de células el desarrollo de la monocapa fue
muy lento o no se logré. En el caso de las lineas celulares
fue suficiente una concentracién de células de 3 x 105 por mi-
lilitro.

La distinta velocidad de desarrollo de las células de
linea utilizadas hizo que la frecuencia de cambio de medios
fueran adaptadas a cada una de ellas. Agregando 10 % de suero
bovino al medio de mantenimiento pudieron ser mantenidas a
temperatura ambiente por 12 6 15 dias.

Las mejores coloraciones de células se obtuvieron con
inmersién de 3 minutos en hematoxilina y 2 minutos en eosina.
Con ello fue posible la observacib6n de detalles de nucleo y
citoplasma (FOTO N2 7 y 9),

La congelacién de células nos permitié conservar un

23
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lote de éstas para ser utilizadas en el momento necesario. El
método empleado dio buenos resultados, comprobiandose la viabi-
lidad celular al abrir ampollas a tiempos variables (24 horas,
7 dias, 36 dias y 180 dfias) luego de la congelaci6én y sembrin-

dolas para observar su desarrollo.

OBJETIVO b. Con los pasajes realizados del virus, dentro de 1las
48 horas posteriores a la inoculacién, no fue posible observar
en microscopio invertido ni en laminillas tefiidas con hematoxi-
lina y eosina alteraciones de las células de la monocapa. Recién
a partir de las 48 horas comenzaron a verse células alteradas
en las monocapas inoculadas y no en las testigo. Estas altera-
ciones se fueron acentuando hasta el 6°- 8° dia post inocula-
cién, para terminar con el desprendimiento de las células del vi-
drio.

Los cambios citopdticos se caracterizaron inicialmente
por redondeamiento y vacuolizacién de las células y por un
aumento de la densidad del citoplasma. Estos cambios fueron
seguidos por picnosis, cariorrexis y necrosis de las células
que se desprendieron del vidrio y quedaron flotando en el me-
dio de cultivo.

En concordancia con lo citado en la bibliografia, no
fueron observados cuerpos de inclusién intranucleares ni cito-
plasmicos.

El efecto citopatogénico fue similar en todos los sis-
temas celulares utilizados y constante a través de sucesivos

pasajes ( FOTOS N2 2-6-8-10).

TITULACION VIRAL:

En ambos sistemas celulares se efectudé la lectura fi-
nal a los 6 dias post inoculacién. Se comprobé la presencia de
efecto citopatogénico en las células inoculadas y el desarrollo

normal de los testigos.
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Al analizarse los resultados por el método de Reed y
Muench, se determindé que en el 10° pasaje del virus por BHK,

5.7%8

el titulo fue de 10 DICTSO/O,Z ml. (Dosis infectantes culti-

vo de tejido 50 %),

El titulo del 6° pasaje por VERO fue de 10°

DICT50/0,05M.
OBJETIVOS c.d. INMUNOFLUORESCENCIA:
Se observé un granulado muy fino de color amarille
verdoso en el citoplasma celular. Esta fluorescencia comienza
en la periferfa del nucleo, principalmente en los polos nuclea-
res. En las células fijadas a las 48 horas 6 72 horas post ino-
culacién el drea de fluorescencia se extiende a casi todo el
citoplasma (FOTOS N2 11 y 12).
El resultado del andlisis de las 163 muestras de sueros

analizados por esta técnica se detallan en el siguiente cuadro:

Figura N2 1 Andlisis de sueros equinos por la técnica de
inmunofluorescencia indirecta para la deteccién
de Anticuerpos contra AVE.

Inmunofluorescencia

RAZA N2 SUEROS +

AM. TROT. 49 5 44
SPC 74 1 73
MESTIZO0S 35 7 28
CRIOLLOS S 5
TOTAL 165 13 150

FIJACION DEL COMPLEMENTO:
Titulacién del complemento y. suero hemolitico:
Se obtuvo un tfitulo del complemento de 1/100 y del

suero hemolitico 1/400.
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Titulacién de antigenos y suero patrén:

Los antigenos I y II no fueron aptos para su utiliza-
cién en la reacci6bn, dado que enfrentindolos a sueros positi-
vos de referencia no se produjo reaccién especifica dejando
libre suficiente cantidad de C. que fue utilizado por la MH
visualizdndose en todos los casos una nftida hemolisis.

El antigeno III dio, en cambio, un tftulo de 1/32 y
fue el de eleccibén para esta prueba. E1 suero patrén dié un

titulo de 1/64.

Titulaci6én de sueros problema:

De los 150 sueros analizados por esta técnica, resul-
taron 20 positivos y 130 negativos. Se consideraron positivos
aquellos con un tftulo superiora a 1/4. Los titulos variaron
entre 3/8 y 1/64. En el siguiente cuadro se detallan estos

resul.tados.

Figura N? 2 Andlisis de sueros equinos por la técnica
de fijacién del complemento para la detec-

cién de anticuerpos contra AVE.

Fijacidén del complcmento

RAZA N? SUEROS +

AM. TROT. 45 5 40
SPC 8 2 6
MESTIZOS 92 13 79
CRIOLLOS 5 5
TOTAL 150 20 130
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Figura N2 3 Andlisis de sueros equinos por las tecnicas
de Fijacién del Complemento e Inmunofluores-
cencia indirecta para la deteccién de anti-

cuerpos contra AVE.

RAZA + TOTAL $ de +

AM. TROT. 5 45 50

SPC 2 74 76

MESTIZOS 15 89 104

CRIOLLOS j 5 5

TOTAL ‘22 213 235 9,36
SERONEUTRALIZACION

Fueron puesta a punto las técnicas de (SN) seroneu-
tralizaci6n bajo capa de agar y en microcubetas. Los resulta-
dos obtenidos en ambas fueron similares, pero la segunda ofre-
ci6 las ventajas de ser mds prictica y requerir menos elemen-
tos que la primera por lo que la mayoria de los sueros fueron
analizados por la microtécnica.

Todos los sueros positivos a cualquiera de las otras
dos técnicas (IF y FC) fueron analizados yconfirmada su posi-
tividad por SN (22 muestras).

Del total de 235 sueros, 61 provenian de animales con
una sintomatologia similar a la producida por AVE y analiza-
dos por las tres Técnicas (IF, FC y SNb/174 muestras de ani-
males sin sintomas.

Del total de 22 sueros positivos, solamente 1 prove-

nfa: de un animal con sintomatologia.
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Figura N2 4 Andlisis de Sueros provenientes de anima-
les con sintomatologia y sin sintomatolo-

gia para AVE.

Con Sin
sintomatologia sintomatologfa TOTAL
+ 1 21 22
60 153 213

TOTAL 61 174 235




DISCUSION

La técnica empleada en la obtencién de cultivos celula-
res primarios de rifién de hamster y conejo, nos permitieron obte-
ner monocapas completas a los 7 8 dfas. Estos cultivos primarios
pudieron ser conservados por un tiempo relativamente largo (3 6 4
semanas) con cambios periédicos de medio. A partir de ellos por
tripsinado se obtuvie;on subcultivos. Estos presentaron la venta-
ja de ser mis uniformes que los cultivos primarios y a su vez desa-
rrollaron mis rapidamen;e.

Cuando se trabajé con rifiones de hamster y conejos recién
nacidos o de pocos dias de edad, la realizacién de 3 6 4 tripsina-
dos a temperatura ambiente, hasta la digestién completa del tritu-
rado del 6rgano, si bien mids laboriosa, resulté6 mias satisfactoria
que cuando se efectué up solo tripsinado a 4°C durante una noche.

‘Los cultivos celulares de linea presentaron una mayor
velocidad de desarrollo. En 48 horas fue posible contar con una
monocapa completa que se presentaba sumamente uniforme y pudieron
ser mantenidos a temperatura ambiente con medio de crecimiento du-
rante 3 semanas.

El trabajo a realizar en los distintos pasos para multi-
plicar las células de lineas son menores, reduciendo esto los ries-
gos de contaminacién por microorganismos. A esto debe agregarse
que la obtencién y mantenimiento de animales de los cuales se obtu-
vieron los rifiones, como los materiales utilizados con las técnicas
empleadas, resultan mucho mis onerosos que el mantenimiento de 11i-
neas celulares, por lo cual decidimos el empleo de estas Gltimas en
en trabajo de rutina del laboratorio, dejando a los cultivos prima-
rios para casos especiales, como intento de aislamiento viral,

El virus propaga rdpidamente en las lineas celulares uti-
lizadas (VERO y BHK-21) ya que estas células poseen una alta suscep-
tibilidad al virus AVE y esto concuerda con lo citado por varios

autores (38-41-46)

29
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La cepa vacunal de virus de AVE utilizada en la experien-
cia se encontraba ddaptada a célula¢ de rifién de conejo por lo que
se le efectuaron 3 pasajes en estas células, siendo luego repli-
cado en las células de 1linea antes citadas, observindose luego de
10 pasajes en BHK y 6 pasajes posteriores en VERO, la aparicién de
un ECP similar al observado en células de rifi6én de conejo y al ci-
tado en la bibliograffa (#1-51-46-53-79)

La titulacién del virus en células VERO se realizé en mi-
crocubetas y con BHK en tubos. La primer técnica es mis prictica y
econémica pero es dificil de llevar a cabo con c£lulas BHK debido
a que estas células crecen muy rapidamente y tienen un alto metabo-
lismo, que acidifica mucho el medio, por lo que no es posible man-
tenerlas por varios dias en buen estado si no se cuenta con una in-
cubadora de bi6éxido de carbono.

El virus se conservé congelado a -20°C en el tiempo en
que duré la experiencia (24 meses) no observindose una pérdida apre-
ciable del Titulo.

La técnica de inmunofluorescencia indirecta para la detec-
cidén de anticuerpos en sueros fue puesta a punto en primer término.
Fue posible observar fluorescencia en las células fijadas a partir
de las 16 horas post inoculacién. A partir de este momento las cé-
lulas contienen el suficiente antigeno viral como para ser observa-
do, por esta técnica se pudo observar un granulado amarillo-verdoso
en la regidén perinuclear del citoplasma.

Esto estd de acuerdo a los hallazgos, citados en la bi--

bliografia(21)

, hechos por microscopia electrénica, en que el virus
se ubica en las cisternas del reticulo endoplismico y aparato de
Golgi, por lo cual solo es observado en citoplasma y en la regién
perinuclear en las primeras horas post infeccién. También hay con-
cordancia con lo citado por Van der Zeijst (78) con respecto a la
cinética de replicacién viral. De acuerdo a los resultados obteni-

dos por este autor, la sintesis de RNA comienza a las 4 horas post

infeccifn produciéndose la liberaci6én de la progenie viral a partir
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de las 13 horas post infeccién. La fluorescencia nunca fue obser-
vada en los ntcleos.

A las 24 horas PI una gran cantidad de células se presen-
tan con fluorescencia, habiendo elegido nosotros este perfodo post
infeccién para la fijaci6n de las células con acetona a -20°C, por
ser de mas fdcil visualizaci6bn.

El antigeno de AVE se puede demostrar facilmente por esta
técnica, la metodologia no es complicada aunque resulta onerosa.

La técnica de fijacidén del complemento resulta mas labo-
riosa hasta la estandarizacién de todo%sistema y la obtencién de
un buen antigeno. Luego de ello es posible analizar un nimero alto
de sueros en poco tiempo y obtener el titulo de anticuerpps presen-
tes en el suero.

Para la obtencién de un antigeno para esta prueba, se --

(27-59) no obte-

procedié de acuerdo a lo citado en la bibliografia
niéndose buenos resultados al tratar de liberar antigeno de las cé-
lulas por congelados y descongelados sucesivos.

Recién nos fue posible obtener un antigeno con el sufi-
ciente titulo al romper las células por sonicacién.

Una vez puestas a punto la metodologia a emplear y estan-
darizados los reactivos, esta técnica resulta mis prictica que la
anterior al. permitir analizar un mayor nGmero de sueros en menos
tiempo y a su vez es mds econdmica.

La seroneutralizacidén fue realizada en tubos, bajo capa
de agar y en cubetas (microtécnica). Los dos primeros métodos se
llevaron a cabo en una primera etapa a fin de adquirir experiencia
en el manejo del material y una vez estandarizada se las consideré
como patrones de referencia para la ejecucidén de la microtécnica
de seroneutralizacidn. Esta demostr6 ser mds practica que las ante-
riores y nos permiti6é una gran economia de tiempo y materiales,
considerando que los resultados son comparables, trabajando siempre
con los respectivos controles de virus y sueros de referencia.

(36-62-68-69-70)

Varios autores citan que es necesario,
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para que los anticuerpos neutralicen al virus, la presencia de
complemento, pero ello no es necesario para el virus altamente mo-

dificado (27):

nosotros, trabajando con complemento, solamente he-
mos obtenido un pequefio aumento de la capacidad neutralizante de
los sueros.

Por esta técnica confirmamos la positividad de los sueros
que habian resultado positivos previamente a las técnicas de inmu-
nofluorescencia y fijacién del complemento.

Ccnsideramos, por lo expuesto, que para las condiciones
de nuestro laboratorio, la prueba de fijacién del complemento es
la técnica mds apta para ser utilizada en el diagnéstico de rutina
de arteritis viral equina.

De las 235 muestras de sueros analizados, 165 lo fueron
por inmunofluorescencia indirecta y 150 por fijacién del complemen-
to, siendo 70 de ellos analizados por ambas técnicas. Los sueros
que resultaron positivos, 22 en total, a cualquiera de las dos --
pruebas o a ambas, fueron luego analizados por serpneutralizacién,
confirmidndose su positividad.

Los autores norteamericanos (8~ 59)

encontraron que los
mayores porcentajes de animales que reaccionaron positivamente con-
tra AVE, pertenecian a las razas Saddlebreed y American Trotter.

En Europa (61-62)

no se observé que algunas razas en particular fue-
ran mids susceptibles que otras a AVE. En nuestro estudio, si bien
las muestras no son representativas, se observé que la mayor can-
tidad de animales seropositivos se encuentran en las razas American
Trotter y mestizos.

De las 61 muestras de sueros provenientes de animales con
sintomatologia similar a la descripta para esta enfermedad (abortos
y/o sintomatologfia respiratoria) solamente 1 (1,6%) resulté posi-
tiva.

Asimismo, estos sueros fueron analizados por la técnica

de inmunodifusién en gel de agar para detectar la presencia de an-

ticuerpos contra HVE-1 (Rinoncumonitis equina), siendo 22 de ellos
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positivos a esta enfermedad. La mayoria de estos sueros fueron ob-
tenidos en la fase aguda de la afeccién, no habiendo sido posible
la obtencidén de una segunda muestra, por lo cual podemos considerar
que estos animales no hubieran desarrollado atin inmunidad al momen-
to de la extraccién de la sangre, de haber estado padeciendo una
infeccién por virus de AVE. También es de considerar la similitud
de la sintomatologia de esta enfermedad con la de otras afecciones
virales respiratorias de los equinos.

Lz obtenci6n de sueros positivos contra AVE de animales
sin una sintomatologia aparente (12%), nos lleva a pensar, coinci-

(28'58'61), que esta enfermedad cursa

diendo con diversos autores
la mayoria de las veces en forma subclinica.

Por el hallazgo de anticuerpos contra el virus de arteri-
tis viral equina en animales originarios de nuestro pais, donde no
se vacuna contra esta enfermedad, podemos inferir que este virus
se ercuentra entre nuestras poblaciones equinas. €on este hallazgo
creemos haber cumplido con el objetivo de esta tesis. Posteriores

trabajos sobre el tema contribuirdn para aclarar la real importan-

cia de esta =nfermedad en nuestro pais.



CONCLUSIONES

1.-E1 virus de AVE multiplica perfectamente en los cultivos celu-

lares utilizados (BHK-21, VERO)

2.-E1 virus es 1litico para las células utilizadas, comenzando a
observarse el ECP a las 48 horas y el desprendimiento de la mo-

nocapa a los 7 dias post-inoculacién.

3.-La prueba de F del C' da buenos resultados, es sensible, pric-
tica y econdmica para la deteccidn y titulacién de Ac. contra

AVE cuando se trabaja con un gran nGmero de sueros.

4,-La prueba de IF indirecta,. aunque también sensible es menos -
practica para trabajar con muchas muestras de sueros, siendo
mis subjetiva la lectura de los resultados. Puede ser utiliza-

da cuando la muestra a analizar es pequefia.

w

.-La prueba de SN es la mds sensible pero también la mds laborio-
sa, Yy los resultados recién pueden ser leidos a los 7 dias, por
lo cual no resulta prédctica para realizar relevamientos sero-

logicos en gran escala.

6.-Por los resultados obtenidos, consideramos que el virus existe
en nuestro pais. Si bien el nimero de sueros analizados no fue
grande, los resultados fueron reproducibles y confirmados por

mids de una técnica.

7.-E1 hallazgo de anticuerpos en animales asintomiticos nos lleva
a considerar que los equinos sufren esta enfermedad en forma

subclinica.
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RESUMEN

Se investigé la presencia de anticuerpos contra virus de
Arteritis Equina (AVE) en sueros de equinos de diversas razas, con
o sin antecedentes clinicos de haber padecido una afeccién del apa-
rato respiratorio y/o abortos en las yeguas.

Se utilizé una cepa vacunal del virus de AVE y antisuero
especifico, cedido por el DY W. Mc Collum de la Universidad de Le-
xington, Kentuckey, EE.UU..

Para la replicacién del virus se trabaj6é con cultivos ce-
lulares primarios de riﬁén Qe conejo y hamster y con lineas celula-
res BHK-21 y VERO, adoptidndose estas dGltimas por ser adecuadas pa-
ra el desarrollo del virus y mis pricticas para su manejo en el la-
boratorio.

Para la deteccién de anticuerpos especificos, se utiliza-
ron las técnicas de Inmunofluorescencia indirecta, Seroneutraliza-
cién y Fijacién del Complemento.

En los animales sin sintomatologia 12 % dieron positivos
y en los animales con sintomatologia, el 1,6 % resulté positivo,
llegdndose a la conclusifn que esta afeccifn cursa con cuadros cli-
nicos confundibles con 1los producidos por otras afecciones virales
o en forma subclinica. De 1o estudiado se determiné que un porcen-
taje variable de animdles de nuestros planteles de equinos ha toma-
do contacto con el virus, sefialdndose la importancia del andlisis

serolégico para asegurar un diagnéstico certero.



SUMMARY

It's been investigated the presence of antibodies against
Equine Arteritis (EVA) Virus, in equines Serums of diverses races,
with or what clinicals antecedents in suffering an affection of the
respiratory apparatus or abcrtion by mares.

It's been utilized a vaccinal strain from the EVA viurs
and specific antiserums, which has teen ceded by Dr. W. Mc Collum
from Lexington University, Kentuckey, EE. UU..

For the Virus replies it's been working with primary rab-
bit and hamster cellulars cultivations, and with cellulars lines
BHK-21 and VERO, adopting these last ones for been adequated for the
virus unfolding and more practice for its handling in the laborato-
TYy.

For de detection of specific antibodies, it's been utili-

zed the indirect Inmunofluorescence, Seroneutralization and Comple-

ment Fixation techicals.

In the animals without sintomatology, 12 % were positive
and in the ones with sintomatology the 1,6 % was positive, arriving
to the conclusion that this affection courses with clinicals pictu-
res confusedly with the ones produced by others viral affections or
in a subclinical way. After all this study it's been determined that
a variable percent of ours equines has taken contact with the virus
pointing the importance of the serologic analysis to secure a sure

diagnostic.
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FOTO N2 1 CULTIVO NORMAL DE CELULAS BHK OBSERVADAS EN MICROSCO-
PIO INVERTIDO. (MI) 100 X.

FOTO N? 2 CULTIVO DE CELULAS BHK 4§ HORAS POSTINOCULACION OBSER-
VADO AL M.I. 100 X.
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FOTO N¢ 3 CULTIVO NORMAL DE CELULAS VERO OBSERVADAS EN MI 40 X

FOTO N2 4 CULTIVO NORMAL DE CELULAS BHK. 100 X. H. y E.
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FOTO N2 5 CULTIVO NORMAL DE CELULAS VERO 100 X H. Y E..

FOTO N2 6 CULTIVO DE CELULAS BHK 5 DIAS POSTINOCULACION 100X H.Y E.
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FOTO N2 7 CULTIVO NORMAL DE CELULAS BHK. 400X H. Y E.

FOTO N2 8 CULTIVO DE CELULAS BHK 5 DIAS POSTINOCULACION 400X H.Y E..
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9 CULTIVO NORMAL DE CELULAS VERO. 400X. H. Y E..

FOTO N2

FOTO N2

10 CULTIVO DE CELULAS VERO 72 HORAS POSTINOCULACION.

400X. H. Y E.



FOTO N2 11 CELULAS BHK CON FLUORESCENCIA PERINUCLEAR. 400X.

FOTO N2 12 CELULAS BHK CON FLUORESCENCIA PERINUCLEAR. 400X.
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