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Resumen

La presente tesis describe los aspectos importantes del Virus de Anemia
Infecciosa Equina (VAIE) asi como también encontrar algunos métodos de
diagnostico confiables en cuanto a sensibilidad y especificidad entre 3
técnicas distintas para diagnosticar la infeccion. Dentro de la presente tesis
se demostro que las pruebas de ELISA comerciales tienen mayor sensibilidad
y especificidad que la prueba de Coggins, la cual esta considerada como la
prueba principal para confirmar el VAIE; ya que en México se ha descrito una
prevalencia de la enfermedad baja, y es importante obtener informacion

sobre la eficiencia de pruebas diagnosticas.

En el presente trabajo se estudiaron 141 caballos de diferente fin zootécnico
(carreras, charreria, salto y trabajo de campo) y diferente raza (pura sangre
inglés, criollo y cuarto de milla), a los que se procedié a tomar muestra de
sangre y realizar el procedimiento para extraccion de suero; para
posteriormente evaluarlos con ELISA y Coggins. Teniendo como resultado
13 caballos seropositivos a ELISA y no asi a Coggins por lo que concluimos

que la prueba de ELISA es mas sensible que la prueba de Coggins.
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Introduccion

Ningun ser animal, salvo quizas el perro, tiene significado para el hombre
como el caballo. Ninguno tiene la influencia tan profunda en la vida humana,
especialmente en México. La historia del caballo al servicio del hombre ha
estado vinculado desde tiempos inmemoriales al proceso de evolucion
economica y social de los pueblos, al inicio el valor del caballo solo se
resumia en la conveniencia de obtener con facilidad comida, vestido y su
grasa como combustible, pero esto no fue por mucho tiempo, ya que asumio
un papel de mayor importancia al servir como medio de transporte,

comunicacion y sobretodo de conquista (Oseguera, 2002).

En nuestro pais, el caballo ha estado presente desde la conquista hasta
nuestros dias, tanto en los escenarios de la independencia y la revolucion
como en el trabajo de campo, la charreria y el hipismo, es innegable la
trascendencia que tiene este animal en el desarrollo historico de nuestro
pais, asi como su contribucion en el enriquecimiento cultural de México
(Oseguera, 2002).

La poblacion de équidos en México segun lo que nos indica la FAO es de
6,350,000 cabezas para México divididos en asnos, mulas y caballos. (FAO,
2017)

Los caballos a pesar de ser animales fuertes y muy capaces sufren de
distintas enfermedades que pueden mermar su eficiencia en cualquier
actividad zootécnica que ellos realicen, estas enfermedades son muchas y

de etiologia variada.
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Anemia Infecciosa Equina

La enfermedad de Anemia Infecciosa Equina (AIE) es un padecimiento
contagioso de los equinos que se caracteriza por presentar un curso cronico
después de un cuadro agudo inicial. La replicacion del virus en los
macrofagos origina una anemia aguda mediada inmunologicamente (OIE,
2004). Esta enfermedad tiene muchas sinonimias en diferentes regiones del
mundo entre ellas tenemos “Fiebre de los pantanos”, “Anemia perniciosa de
los equinos”, “Zurra americana” o “Sida de los equinos “entre otros siendo

esta ultima la mas utilizada en México (Brangan y cols., 2008).

Historia

La Anemia Infecciosa Equina (AIE) fue investigada en Francia en el afio de
1843 vy, en los Estados Unidos de América en forma experimental en 1888.
Esta enfermedad es historicamente importante debido a que fue la primera
enfermedad equina causada por un virus filtrable, el cual pudo permanecer
viable aun pasandolo a través de un de filtro especial de laboratorio

(Coggins y Kemen., 1976).

La AIE es la primera enfermedad causada por un retrovirus que se ha
comprobado ser transmitida por insectos desde 1904 en donde se determino
su etiologia viral; y la primera enfermedad viral para la cual se aprob6 una
prueba diagnostica establecida por Coggins y Leroy en el afio de 1970 y que
el Gobierno de los Estados Unidos de América aprobara en Noviembre de
1972, reconociéndola como la prueba oficial para la deteccion de animales
portadores del virus, con lo cual se ha reducido la cantidad de brotes
clinicos, el costo del diagnostico y el tiempo de procesamiento de las
muestras (OIE, 2004).
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Etiologia

El Virus de Anemia Infecciosa Equina (VAIE) ha sido reconocido como un
Lentivirus que causa enfermedades progresivas y mortales, con un tamafo
de 80 a 130 nm, simetria icosaédrica de la capside, presentando envoltura y
un genoma lineal diploide de sentido positivo. E1 ARN del VAIE es de un
tamano de 10 kb, el lugar de replicacion viral es en el nucleo y el lugar del

ensamblaje es en el citoplasma (Figura 2) (Cook y cols., 2002).

nucleocapside

Figura 1.- Esquema del Virus de Anemia Infecciosa Equina: gp100 glicoproteina de superficie; gp46
glicoproteina de transmembrana; Nucleocapside; p16 proteina de matriz; p26 proteina de capside; IN Integrasa; PR
proteasa; RT transcriptasa reversa; (ilustracion tomada y modificada de www.livex.com.ec)

El ARN viral esta protegido por la nucleocapside y esto a su vez esta envuelto
por la proteina de matriz y proteinas de superficie (gp 90 y gp 45). (Cook y
cols., 2002). La envoltura viral es tomada de la membrana plasmatica de la
celula hospedadora en la cual ya estan integradas las glicoproteinas virales

de transmembrana (gp 45) y superficie (Gp 95) (Fig. 1). El genoma del
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retrovirus esta compuesto por tres genes principales (gag, poly env) y varios
genes accesorios. (Liu y Cols., 2015)

Este virus es relativamente resistente al medio ambiente, asi como a la
ebullicion durante 15 minutos y desinfectantes, pero es destruido por la luz
ultravioleta. Los lentivirus pueden ser inactivados a 50°C por 3 horas y a 60°C
por 15 minutos, son viables a un pH entre 6 y 12 y en el ambiente a 37°C
durante 37 dias. Persiste durante varios meses a temperatura ambiente en
orina, heces, sangre desecada y suero. Dentro de los productos quimicos a
los cuales los lentivirus son susceptibles se puede mencionar el éter y
betapropiolactona a una concentracion de 0.4 %; asi como a la formalina al

0.1 %, fenol y los productos iodo6foros (Cook y cols., 2002).

Este virus no es infeccioso para otras especies animales y, ha sido el primer
virus que in vitro, se ha relacionado con el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH) causante del Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), a traves de reacciones cruzadas en pruebas de suero sanguineo. Estos
dos lentivirus comparten muchas fracciones estructurales y bioquimicas; el
VAIE ha sido de importancia como modelo a tomar para muchos aspectos
en la investigacion del VIH, especialmente en el descubrimiento de los

mecanismos comunes del control inmunologico (Cook y cols., 2001).

La estructura y la funcion de las particulas virales del VAIE son similares a
la de otros lentivirus, la organizacion y la replicacion del material genético
es menos complejo. El ARN viral sirve como molde para que la enzima viral
transcriptasa reversa catalice la formacion de una copia de ADN (ADN
proviral), el que se integra con el material genético de las células del

hospedador para permanecer de forma latente (Liu y Cols., 2015).
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Figura 8.- Ciclo de replicacién del virus de la Anemia Infecciosa Equina (Issel y cols., 2013).

El acoplamiento tiene lugar cuando las proteinas del VAIE reconocen al
receptor ubicado en el monocito/macrofago llegando a dicha ceélula y
uniéndose ya que se activan otras proteinas presentes en la membrana de la
célula, esto permite que ambas membranas se fusionen liberando la capside
dentro de la célula blanco. La capside viral se rompe para liberar el acido
nucleico en el citoplasma celular, proceso que se conoce como denudacion
(Fig. 2). (Issel y cols., 2013).

El virus tiene una transcriptasa inversa, que copia el genoma de ARN para
formar una copia de ADN, llama la atencion el hecho de que el virus
transporta ARN de transferencia que actiia como cebador para la sintesis de
acido nucleico. La transformacion del ARN en ADN tiene lugar en dos pasos.
En primer lugar la transcriptasa inversa copia el ARN para formar un hibrido
ARN-ADN, a continuacion, el componente ribonucleasa H de la transcriptasa

inversa degrada la cadena de ARN para dejar ADN y, después sintetizar la
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hebra de ADN, asi mismo la transcriptasa inversa copia esta cadena para
producir ADN bicatenario denominado ADN proviral el cual es capaz de
dirigir la sintesis de mARN y de nuevas copias de ARN genomicas viricas.
(Fig. 2). (Prescott y cols., 2009).

Una vez que se ha fabricado el ADN proviral, este adopta una forma circular
y se incorpora o se integra en el cromosoma de la célula huésped. Los
productos viricos solo se forman después de la integracion y en ocasiones
estos virus integrados pueden transformar las células huésped en tumorales.
(Fig. 2). (Prescott y cols., 2009).

Una vez generadas las cadenas de proteinas virales la proteasa actiia como
una tijera dividiendo dichas cadenas en pequenas proteinas individuales que
pueden cumplir varias funciones; algunas se transforman en enzimas del
VAIE tales como la transcriptasa inversa, mientras que otras se unen a las
copias del material genético, ensamblandose asi nuevas particulas del VAIE
(Fig. 2).El nuevo virus ensamblado “gema” de la célula y al desprenderse se
lleva consigo parte de la membrana celular. De esta manera los viriones salen

y pueden infectar a una nueva célula (Fig. 2). (Issel y cols., 2013).

El virus puede cultivarse en células fibroblasticas de equinos y solamente se
replica en la linea monocitos/macrofagos de equinos. 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 dia. El virus se localiza especialmente en bazo, higado, rinon y
linfonodos. El virus no esta presente en los tejidos durante los periodos
clinicos graves. La viremia es persistentemente baja durante toda la vida del
caballo, a excepcion de los periodos de presentacion de cuadros clinicos, que

es cuando el animal es mas infeccioso (Issel y cols., 2013).

La enfermedad, no deja ninguna inmunidad protectora, por lo que los

animales infectados pueden enfermar gravemente y morir al cabo de meses
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0 anos, inclusive tras largos periodos apiréticos. Siendo mas susceptibles los

animales desnutridos, débiles y parasitados (Issel y cols., 2013).

(I
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Figura 9.- Vias de transmision del Virus de Anemia Infecciosa Equina

Modificado de Kemen, 1972

Transmision

Por definicion la transmision es el contagio de la enfermedad de un
individuo a otro, es posible que se de en manera Horizontal es decir de un
individuo a otro que no tienen una relacion madre-hijo, o bien de manera
vertical en donde la trasmision es de madre a cria ya sea en el titero o bien

en la lactancia (Tashjian, 2008).

En el caso del VAIE existen diversas formas de contagio (Fig. 3) siendo la mas
importante la transmision indirecta ya que es la que tiene un alto grado de
complejidad al momento del control. Son los tabanos y moscas de los
establos (Stomoxys calcitrans) los principales vectores de este tipo de

transmision, los mosquitos (Anopheles) son también significativos, pero no

18



son considerados tan importantes en la cadena epidemiologica de la
transmision del virus; asi mismo, en caballos con heridas abiertas actiian
también como vectores las moscas de aparato bucal lamedor (fam.
Muscidae); por su parte, los acaros y garrapatas no tienen importancia como

agentes transmisores (More y cols., 2008).

La mordida de los tabanos estimula un movimiento defensivo del caballo, el
que usualmente resulta en la interrupcion de la succion 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 individuo o a otro hospedero,
hasta quedar pletorica. De esta manera cualquier material infectivo que
provenga de la sangre del primer hospedero puede ser transmitido

mecanicamente hacia el segundo (Stein y Mott, 2004).

La transmision del VAIE por medio de insectos es dependiente del numero y
habitos de los insectos, la densidad de la poblacion equina, el nimero de
veces que el insecto pica al mismo u otro caballo, la cantidad de virus
transferido entre caballos y el nivel del virus sanguineo del caballo infectado
(Stein y Mott, 2004).

Otra forma de transmision indirecta puede ser la iatrogénica al no esterilizar
los implementos quirurgicos, al inyectar diferentes caballos con la misma
jeringa o bien al saber que el caballo ha sido diagnosticado con el VAIE y se
le permite convivir con el resto de la poblacion y en el entorno se localizan
vectores; es de esperar que se lleve a cabo la transmision entre caballos
(Tashjian., 2008).

La transmision directa es debida a que el virus puede eliminarse por las
excreciones y secreciones de los animales infectados, se considera una
posible fuente de contagio el agua y el alimento contaminado; aunque seria

relevante solo si el animal presentara lesiones en aparato bucal,
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constituyéndose asi la puerta de entrada del virus en dosis infectantes

suficientes (Tashjian., 2008).

El virus puede adquirirse por medio del coito, siendo esta una transmision
importante en razas en las que unicamente pueden realizar la monta directa,
o bien, si se realiza inseminacion artificial utilizando semen de machos no

evaluados pudiendo favorecer el contagio (More y cols., 2008).

Por otra parte, la transmision vertical es posible en yeguas gestantes
infectadas que transmiten el virus a la cria, aunque no esta todavia claro en
qué momento ocurre dicha infeccion, si sucede durante la gestacion, o en el
periodo del parto o 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 para monocitos y/o macrofagos que

contiene el calostro (Liu y Cols, 2015).

Signos clinicos

Los signos clinicos que presenta el caballo al ser infectado con el VAIE
aparecen 14 dias postinfeccion, ya que este es el tiempo determinado para
su incubacion. La enfermedad se presenta de forma aguda, subaguda,
cronica e inaparente; estadios dificilmente de identificar entre si. 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 dafno causan debido a que los signos aparecen
rapidamente; como regla general se observa depresion inicial, debilidad
intensa y deterioro del estado general. La ataxia (Fig. 4) es un signo
importante en muchos de los casos cronicos y en algunos es la Unica

anormalidad clinica observada (Villalobos, 2016).
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Figura 10.- Equino en postracion por ataxia positivo al VAIE (Gonzalez del pino, 2011).

Existe fiebre intermitente hasta 41°C, que puede elevarse y caer rapidamente,
en algunos casos dura menos de 24 horas, con fluctuaciones de hasta 1°C en
una hora. También se pueden observar hemorragias petequiales en la
mucosa nasal (Fig. 5), conjuntival y especialmente sublingual, signo
considerado como caracteristico de la enfermedad; es posible observar
ictericia (Fig. 6), edema en la porcion ventral del abdomen, en el prepucio y
las extremidades (Villalobos, 2016).

Figura 11.- Caballo con hemorragia petequial en mucosa nasal (Gonzalez del pino,
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Figura 6.- Caballo con ictericia en mucosa oral y conjuntival (Gonzalez del pino 2011).

En las etapas iniciales de la enfermedad las mucosas se observan
congestionadas y edematosas. Hay un aumento caracteristico en la
frecuencia e intensidad de los ruidos cardiacos, que se exacerban durante el
ejercicio moderado. La disnea se observa en las etapas terminales, pero se

puede presentar epistaxis antes de ello (Fig. 7) (Villalobos, 2016).

Figura 7.- Caballo con Epistaxis (Gonzalez del pino, 2011).
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La esplenomegalia es tan intensa que frecuentemente puede ser detectada
por exploracion rectal. En las yeguas gestantes se puede presentar aborto en
el segundo tercio de la gestacion. 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 lateral y mueren después de 10 a 14 dias
de iniciados los signos clinicos de la enfermedad. Los caballos que se
recuperan, temporalmente pueden permanecer normales durante 2 o 3
semanas y luego recaen con signos similares, generalmente menos graves.
Las recaidas ocurren frecuentemente coincidiendo con periodos de estrés vy,
se caracterizan por periodos febriles y recidivantes, como adelgazamiento
progresivo, debilidad e insuficiencia cardiaca, otro signo es la palidez de las
mucosas. 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 enfermedad puede tornarse cronica y los animales
infectados que logran sobrellevar la infeccion se observan en buenas
condiciones. En esta etapa puede observarse alotriofagia (pica) (Villalobos,
2016).

Patologia clinica

Dentro de los valores de laboratorio que se pueden determinar son anemia
severa y suficiente para causar la muerte con recuentos eritrocitarios muy
bajos, de hasta 1 x 10" 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, lo que constituye la base de las petequias. En
las etapas tempranas de la enfermedad hay anisocitosis, con poiquilocitosis
moderada, caracteristicamente ningun policromatico. En la etapa temprana
de un ataque agudo hay macrocitosis, a veces hasta un volumen celular
medio de 1774.2 ml. (tabla 1) Mas tarde la enfermedad se vuelve
normocromatica y normocitica. Hay leucopenia y neutropenia, desviacion

minima a la izquierda, linfopenia y una monocitosis relativa. Los monocitos
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con frecuencia contienen globulos rojos ingeridos (sideroleucocitos). Los
niveles de 4 por 10,000 sideroleucocitos constituyen un diagnostico positivo
de la enfermedad (Villalobos, 2016).

Hematologia Unidad Referencia en equinos
Eritrocitos Mill/mm? 6-10.43

Leucocitos /mm’® 5.600-12.100

Hematocrito % 32-53

Hemoglobina Gr./dl 11-19

V.CM ml 1035.074-1449.103

H.C.M Pg 13.7-18.2

C.H.CM % 35.3-39.3

Plaquetas X103 /ul 100-350

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 azurofila.

Las células mononucleares son grandes y basofilicas y es dificil distinguir
los linfocitos de los monocitos jovenes. Las plaquetas son pequenas,
uniformemente basofilicas, con un nivel bajo normal de granulacion y las
células inmaduras se encuentran con poca frecuencia. La ictericia siempre
esta presente en los caballos anémicos y febriles y la bilirrubina esta entre
170 y 250 mmol/litro mientras que los valores de referencia son de hasta
54.72 mmol/litro la mayor parte no esta conjugada. Se observa lipemia
ocasionalmente en el cuadro agudo. Con la cronicidad de la enfermedad hay
una caida en la albumina de aproximadamente 10 g/litro y se produce un
aumento en las gammaglobulinas de tal manera que la proteina total
permanece relativamente sin cambio y la relacion albumina-globulina esta
disminuida. El hierro sérico aumenta en el cuadro agudo y cae con la
cronicidad (Villalobos, 2016).
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Patogenia

La patogenia del virus no es del todo compleja ya que la infeccion produce
dano a la capa intima capilar, con afectaciéon del sistema reticuloendotelial,
produciéndose gran destruccion de eritrocitos. A las lesiones del endotelio
le siguen cambios inflamatorios en los 6rganos parenquimatosos, sobretodo
en el higado. Se producen cambios similares en el tejido nervioso
desencadenandose ataxia, leptomeningitis espinal y encefalomielitis, signos
caracteristicos en la presentacion clinica de la enfermedad. La enfermedad
aguda se asocia con la replicacion masiva del virus y con la destruccion de

macrofagos aunque la causa se desconoce (Cook y cols., 2002).

La hemolisis se caracteriza por la breve duracion de los eritrocitos, asi como
la fragilidad vascular y eritrocitaria forman parte de una reaccion de tipo III
complejos inmunes. El virus puede atravesar la barrera placentaria e infectar
al feto (Cook y cols., 2002).

Todos los signos clinicos corresponden con 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 (Fig. 8) (Cheevers y
Mcguire, 2004).
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Figura 8.- Fagocitosis de eritrocitos relacionado a una hipersensibilidad de tipo Il en caballos infectados
con el virus de Anemia Infecciosa Equina (Cook y Cols., 2002).

Los anticuerpos IgG e IgM no se encuentran fijos a los eritrocitos, pero se
cree que reaccionan especificamente con las proteinas virales adsorbidas en
los eritrocitos. La médula 6sea se muestra al principio con una respuesta
muy elevada, presentando una desviacion hacia arriba en el volumen celular
medio y anisocitosis marcada posteriormente la médula se vuelve

hipoproliferativa (Cheevers y Mcguire, 2004).

Un aspecto importante de la patogenia del VAIE es la evasion que realiza el
virus ante la respuesta inmunitaria del hospedero, ya que los caballos
recuperados del primer ataque de la enfermedad clinica, pueden permanecer
normales durante semanas o meses. Generalmente ocurren 3 o 4 recaidas
antes de que el equino desarrolle una enfermedad emaciante o cronica, o de
que se vuelva clinicamente normal. Las recaidas ciclicas del animal enfermo
pueden estar separadas entre dos y ocho semanas. Cada episodio de la
enfermedad tiende a ser menos grave que el anterior (fiebres mas bajas y

anemia menos intensa) (Cheevers y Mcguire, 2004).
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Diagnostico

Ya que el cuadro clinico de la enfermedad es muy variable. Para emitir un
diagnostico confirmatorio resulta imprescindible la practica de pruebas de
laboratorio. Actualmente la OIE recomienda como método diagnostico de
eleccion la Inmunodifusion en Gel de Agar (AGID, por sus siglas en inglés) o
Coggins la cual fue establecida por la OIE desde 1984, sin embargo,
investigaciones recientes demuestran que esta prueba no es altamente

eficiente en cuanto a la sensibilidad que se requiere (Cook y Cols., 2001).

Debido a la persistencia del VAIE en los équidos infectados, la deteccion
serologica de anticuerpos sirve para confirmar el diagnostico de la infeccion

por dicho virus (Brangan y cols., 2008).

Los caballos expuestos al VAIE generalmente desarrollan una respuesta
inmune detectable a los antigenos gp90 y gp45 (glicoproteinas de envoltura),
y p26 (proteina de capside) a los 45 dias postinfeccion. Estos antigenos en
general conservan la secuencia proteica y se mantienen en todas las cepas.
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. Los anticuerpos precipitantes
(IgG) aparecen precozmente, al mismo tiempo que el anticuerpo de fijacion
de (IgG e IgM), pero duran mas tiempo, el mismo tiempo que persiste el
anticuerpo neutralizante. El periodo entre la inoculacion y la aparicion de la
positividad de las reacciones puede ser hasta de 45 dias. Los potros
reaccionan positivamente cuando absorben anticuerpos del calostro de la
madre y los titulos se hacen negativos entre los 65 a 182 dias de edad (Kong
y cols., 2010).

Para realizar un diagnostico serologico en animales sospechosos de padecer

la enfermedad de AIE se debe utilizar unicamente suero de equino. En el
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campo se debe realizar la colecta de sangre asépticamente por medio de
venopunsion 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 y, tras esto, debe separarse
el suero mediante centrifugacion a 2,000-3,000 rpm durante 15 minutos o
bien colocar el tubo en angulo y en refrigeracion hasta que se separe la
formula roja del suero(Jodi y cols, 2013).

La reactividad de los anticuerpos a las técnicas serologicas puede verse
afectada por un almacenamiento deficiente de las muestras, a consecuencia

de una alteracion en las inmunoglobulinas (Jodi y cols., 2013).

La conservacion prolongada de anticuerpos puede conducir a la formacion
de fragmentos Fab monovalentes, 1o que da lugar a la pérdida de anticuerpos
especificos; la congelacion y descongelacion repetidas tienen efectos
deletéreos y la utilizacion de crioprotectores y enzimas reduce o elimina el
deterioro de las muestras. Los sueros congelados deben ser descongelados
antes de su uso y utilizarse inmediatamente, ya que todo retraso conduce a
un aumento en la tasa de proteolisis. Se deberan de mezclar las muestras

varias veces antes de usarlas (Jodi y cols., 2013).

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 (Jodi y cols., 2013).

Coggins

La prueba de AGID es una prueba de union secundaria en la cual la reaccion
entre antigeno y anticuerpo va seguida de una segunda reaccion, en este caso
la precipitacion de los complejos antigeno-anticuerpo. La prueba de Coggins
0 AGID, es un método confiable de difusion en gel que se usa para detectar

anticuerpos especificos formados entre 10 y 30 dias después de la infeccion
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con el VAIE. Desde 1970, este método de diagnostico detecta la presencia de
anticuerpos contra la proteina p26 del VAIE, la cual es obtenida a partir de
cultivos celulares infectados con el VAIE. El uso de estos antigenos altamente
purificados elimina las lineas de precipitacion no especificas de la prueba

(Coggins y cols., 1973).

Para realizar esta prueba se cortan dos pozos de unos 5 mm de diametro en
una capa del agar, con una separacion aproximada de 1 cm. Un pozo se llena
con antigeno y el otro con el suero del caballo sospechoso; los reactivos se
difundiran en forma radial y si se encuentran anticuerpos contra el virus se

formara una linea blanca opaca de precipitado (Lopez, 2016).

El desplazamiento de los anticuerpos hacia sus respectivos antigenos en un
gel de agar da lugar a la formacion de lineas de precipitacion. 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 (Fig. 9)

(Brangan y Cols., 2008).

Ag N
-
o

La reglamentacion vigente de SAGARPA y SENASICA establece la
obligatoriedad de realizar la prueba de AGID alos equinos que se encuentren

en alguna de las condiciones que siguen:
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e Todos los équidos del pais que se movilizan, cualquiera que sea su
origen y destino, con excepcion de aquellos con destino final a rastro.
e Todos los équidos residentes en lugares de concentracion tales como:
club's hipicos, caballerizas, centros de descanso, clubes de campo,
countries, hipodromos, cuadras, centros de entrenamiento o eventos
deportivos tales como, polo, trote, salto, equitacion, prueba completa,
espectaculos publicos, domas, jineteadas, desfiles tradicionalistas,
marchas, paseos, recreacion; o cualquier otra actividad o situacion en
la que convivan o se retinan equinos de diversos origenes. La validez
de un resultado negativo, es de 60 dias contados a partir de la fecha

de extraccion de la muestra. (Lopez, 2016).

ELISA

La prueba de ELISA es altamente eficiente en cuanto a sensibilidad y
especificidad para el diagnostico de este virus, se basa en el uso de
anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los conjugados
resultantes tengan actividad tanto inmunologica como enzimatica. Al estar
uno de los componentes marcado con una enzima e inmovilizado sobre un
soporte (inmunoadsorbente) la reaccion antigeno-anticuerpo (complejo
inmune) quedara inmovilizada y, por tanto, sera facilmente revelada
mediante la adicion de un substrato especifico que al actuar la enzima
producira un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso

de un espectrofotometro o un colorimetro (Pare y Simard, 2004).
Los diferentes tipos de ELISA son los que se enumeran a continuacion:
% Anticuerpos marcados o conjugado:

» ELISA Directo
» ELISA Indirecto
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» ELISA sandwich

% Heterologo (HADAS)

» Antigeno marcado

% ELISA competitivo

Figura 13.- Prueba de ELISA indirecta para la deteccidn de AIE control positivo (Laboratorio Virologia.
FESC)

La técnica de ELISA (Fig. 10) se realiza mediante la adicion secuencial de
todos los reactivos necesarios separados por etapas de lavado. Cada una de
las operaciones puede realizarse manualmente con micropipetas o con
equipamiento para la automatizacion de todas las etapas. Esta completa
automatizacion se justifica por la necesidad de procesar y analizar un gran
numero de muestras y necesitar una elevada repetitividad de resultados
(Pare y Simard, 2004).
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Justificacion

A pesar de que el VAIE causa una enfermedad que se caracteriza por
presentar signos clinicos agudos y/o cronicos recurrentes, que pueden
incluir fiebre, anemia, edema y caquexia en algunos animales. Muchos
caballos presentan signos leves o inaparentes en una primera exposicion y
son portadores subclinicos del virus, lo que ocasiona que se movilicen
caballos infectados que pueden diseminar el virus. Los caballos mexicanos
son requeridos para diferentes competencias dentro del pais y el extranjero,
muchas veces en lugares donde hay una incidencia alta de la enfermedad y
la cultura del diagnostico oportuno no esta muy arraigada. Es por esto, que
la correcta eleccion de la prueba diagnostica asegurara la deteccion oportuna

de animales con infecci6én subclinica.

Diferentes estudios describen prevalencias bajas del VAIE, por lo cual, el uso
de técnicas altamente sensibles son necesarias para asegurar la deteccion de
animales infectados y coadyuvar en favorecer las medidas de control y

posible erradicacion de VAIE.
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Hipotesis

Si con la técnica de Coggins es factible identificar equinos seropositivos al
VAIE, con una técnica mas sensible y especifica como el ELISA Indirecto se

podra detectar un mayor numero de animales infectados.
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Objetivo general:

e Determinar la calidad diagnostica de tres diferentes pruebas
comerciales de uso rutinario para la identificacion de anticuerpos
contra el VAIE en caballos de diferentes regiones de México.

Objetivos especificos:

e Detectar anticuerpos contra el VAIE en suero de equinos de diferente
procedencia geografica, utilizando tres pruebas serologicas.

e Comparar la sensibilidad y especificidad de dos pruebas de ELISA
comerciales que se utilizan en el pais para detectar anticuerpos contra
el VAIE con respecto a la prueba oficial (Coggins).
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Material y método

Localizacion

El presente estudio se realizo en el Laboratorio de Virologia, Genética y
Biologia Molecular de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan C4.
UNAM.

Animales de estudio

La coleccion de muestras se obtuvo de 141 caballos sin y con signos clinicos
del VAIE tales como ictericia, caquexia, sangrados nasales y edema ventral.
El muestreo fue de oportunidad y las muestras se colectaron de diferentes
lugares de la Republica Mexicana tales como, Estado de México (112), Hidalgo

(17), San Luis potosi (5), Tamaulipas (2) y Yucatan (5).

Coleccion de muestras

Se procedio a la sujecion del ejemplar, en donde no existian mangas para el
manejo de los animales, se tomaron todas las medidas de seguridad
correspondientes, con la finalidad de preservar la integridad fisica del
animal y del encargado de realizar el manejo necesario para la obtencion de
las muestras de sangre requeridas. Para la obtencion de la muestra se realizo
presion en la tabla del cuello en la vena yugular para lograr su visibilidad y
poder facilitar la toma de muestra. Luego con un algodon con alcohol se
procedio a realizar la asepsia de la zona de puncion, se tomo el equipo
vacutainer y se procedio a extraer 8 ml de sangre en tubos sin

anticoagulante.

Luego de tomar la muestra correspondiente, se rotularon los tubos y se
colocaron en inclinacion, en un termo refrigerado con el fin de preservar las

muestras a baja temperatura para ser transportados al laboratorio para su
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respectivo analisis de acuerdo a lo descrito por Lopez en el primer foro
internacional de AIE de México en 2014 (Lopez, 2016).

Procesamiento de las muestras

Posterior a la toma de muestra se procedio a separar el suero con el uso de
una centrifuga a 3000 rpm y fueron colocadas en microtubos para ser
congelados a -20° C. Fueron descartadas las muestras con presencia de
turbidez, hemolisis o indicios visibles de crecimiento bacteriano ya que
podian interferir con el rendimiento y la exactitud del analisis. Se analizaron

sueros con 5 dias maximos de almacenamiento.

Para realizar el analisis se descongelaron las muestras y se procedio a
meterlas al homogeneizador para poder integrarlas correctamente, una vez
hecho esto se desarrollaron las técnicas serologicas de ELISA y Coggins

siguiendo las instrucciones del fabricante (Apéndices 1-3).

Evaluacion serologica

ELISA
Las pruebas de ELISA utilizadas fueron ViraCHECK ® de
laboratorio Zoetis ® (Apéndice 1) y la prueba de ELISA para el
Virus de Anemia Infecciosa Equina del laboratorio VMRD
(Apéndice 2) ambas basadas en el uso de la proteina p26.
Coggins
La prueba de Coggins que se utilizo fue del laboratorio VMRD y

esta basada en el uso de la proteina p26 (apéndice 3).
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Analisis de resultados
Los resultados fueron comparados entre si valorando la sensibilidad y
especificidad con el teorema de Bayes en el programa WinEpi

www.winepi.net/menul.php.

Resultados

Se evaluaron 141 caballos con y sin signos clinicos aparentes, los signos
clinicos mas frecuentemente encontrados fueron: fiebres intermitentes,
anemia, caquexia, ictericia y epistaxis. Los resultados fueron divididos en
dos grupos y se muestran en la tabla 2.

Signos clinicos | Numero Positivos Negativos

ViraCHECK® | VMRD® | ViraCHECK® VMRD®

Con presencia | 16 7 7 9 9

Sin signos 125 2 1 123 124

Es importante mencionar que dentro del grupo de los equinos que
presentaron signologia 3 equinos resultaron positivos en ambas pruebas de
igual forma solo un equino del grupo sin signologia coincidi6 en ambas
pruebas (apéndice 4). El total de animales positivos en ambas pruebas fue
de 13 (Grafica 1). En la grafica 1 se puede observar que los caballos que
presentaron signos clinicos fueron los que con mayor frecuencia resultaron

positivos a la prueba de ELISA.
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Gréfica 1.- Resultados positivos (13) y negativos (128) totales de los equinos estudiados, clasificados en

grupos con presencia y con ausencia de signos clinicos.

Los resultados obtenidos de la prueba de Coggins fueron negativos, en la
figura 11 se puede observar el control positivo.

Figurall.- Control positivo de la prueba de Coggins (Laboratorio de Virologia. FESC)
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Solo se detectaron equinos seropositivos en las pruebas de ELISA

comerciales y no asi en la prueba de referencia Coggins que indica la OIE

(Tabla 3 y Grafica 2).

Tabla 3.- Resultados obtenidos en la poblacion de equinos evaluada con 3 diferentes pruebas

seroldgicas que detectan anticuerpos contra el VAIE.

Prueba Positivos Negativos
ViraCHECK® 7 134
VMRD 7 134
Coggins 0 141
134141
140 -J\—’
125
110
M Positivos
B Negativos
]
Negativos

ViraCHECK

sy

VMRD

Ay

Coggins

Positivos

Grafica 2.- Resultados obtenidos en la deteccidn de anticuerpos contra VAIE clasificando equinos

positivos y negativos en las tres diferentes pruebas seroldgicas comerciales utilizadas para este estudio
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El mayor numero de equinos encontrados como seropositivos se ubicaron
en el Estado de México (n=10) y en menor proporcion en Yucatan (n=2) e
Hidalgo (n=1) (Tabla 4).

Zona geografica N° de equinos Positivos Negativos
Estado de México | 112 10 102
Hidalgo 17 1 16

Sn Luis Potosi 5 0 5
Yucatan 5 2 3
Tamaulipas 2 0 2

De forma pormenorizada, de los animales seropositivos del Estado de

Meéxico, la mayor cantidad de ellos provenia de Chapa de Mota y Sayavedra

(Tabla 5). Es importante mencionar que en estos sitios la principal funcion

zootécnica de los equinos es el trabajo de campo y recria (n=66), Otras

funciones zootécnicas de los equinos en el estudio fueron charreria (n=18),

salto (n=9), carrera (n=48) (Tabla 6). Otro aspecto relevante es que la mayoria

de los equinos seropositivos fueron animales de raza criolla (Tabla 7).
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Tabla 5.- Muestras positivas y negativas a la presencia de anticuerpos contra el VAIE en pruebas de
ELISA comerciales, clasificados por municipios del Estado de México.

Municipio Edo Mex. | N° de muestras Positivos Negativos
Teoloyucan 10 1 9
Sayavedra 20 3 17
Cuautitlan 19 0 19

Chapa de mota 18 4 14
Naucalpan 15 0 15

Lago de Guadalupe |19 2 17

Villa del carbon 11 0 11

Tabla 6.- Muestras positivas y negativas a la presencia de anticuerpos contra el VAIE en pruebas de

ELISA comerciales clasificados por fin zootécnico.

Fin zootécnico Cantidad Positivos Negativos
Carreras 48 3 45

Salto 9 1 8
Charreria 18 2 16
Trabajo 66 7 59
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Tabla 7.- Muestras positivas y negativas a anticuerpos contra el VAIE a las pruebas de ELISA comerciales
clasificados por raza.

Raza Cantidad | Positivos Negativos
Criollo 66 7 59
Pura Sangre Ingles (PSI) | 50 3 47
Cuarto de Milla 25 3 22

Los resultados de seropositividad del grupo de equinos estudiados no

mostraron diferencia sustancial cuando fueron analizadas por sexo (Tabla

8).

Tabla 8.- Muestras positivas y negativas a la presencia de anticuerpos contra el VAIE en pruebas de

ELISA comerciales clasificados por sexo.

Sexo N° de muestras Positivos Negativos
Hembra 61 6 55
Macho 80 7 73

Anadlisis de resultados

Antes de comenzar con este estudio se propuso utilizar el teorema de Bayes
pero al no tener resultados positivos en la prueba de Coggins no se pudo
realizar dicha comparativa ya que el resultado no seria significativo ya que

existe diferencia entre los kits de ELISA.
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Discusion

En equinos infectados con el virus de la anemia infecciosa equina (VAIE), no
siempre es posible identificar signos clinicos relacionados a la infeccion, es
por ello, que el uso de herramientas diagnosticas son importantes para la
identificacion de los mismos (Brangan y cols., 2008). En el presente estudio
se compararon tres diferentes pruebas serologicas comerciales para
determinar la presencia de anticuerpos contra el VAIE en caballos de
diferente origen geografico, funcion zootécnica, raza y sexo. Se utilizaron
dos tipos de pruebas, una basada en IDGA (Coggins) que es la prueba de
referencia (OIE, 2004) y dos técnicas de ELISA de uso rutinario en los
laboratorios. Estas pruebas utilizan como antigeno la proteina de capside
(p26) la cual es altamente conservada y permite identificar todos los

serotipos descritos hasta ahora (Kong y cols., 2010).

En un trabajo donde se compararon pruebas de ELISA y Coggins ambos
trabajando con la proteina p26 se demostrO que esta ultima tiene un
porcentaje del 3% de falsos negativos comparado con el 0.6% que presento
el ELISA (Reis y cols., 2012), en el estudio anterior se realiz6 el ELISA con el
antigeno recombinante de la envoltura viral Gp90. En otro estudio realizado
donde se involucro6 la misma proteina viral que en el presente trabajo la p26,
se encontro que la presencia de anticuerpos que reconocen esta proteina
fueron reconocidos desde el dia O hasta el dia 35 post infeccion, en dicho
trabajo se inoculo el virus en algunos caballos de estudio y se le realizaron
pruebas diagnosticas a diario; a diferencia de la presencia de anticuerpos
que reconocen la Gp90 en los cuales se identificaron ventanas serologicas
de reacciones negativas; esto indica que la proteina de capside del VAIE
estimula la produccion de anticuerpos en etapas tempranas y durante un

periodo largo de tiempo (Issel y cols., 2013).
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En el estudio de Scicluna y cols., (2013) donde realizaron una cinética de
anticuerpos encontraron que en algunos caballos después del dia 240
reaccionaban negativos en la prueba de Coggins, no obstante, con el uso de
pruebas de ELISA los mismos caballos presentaron una reaccion positiva
desde los primeros dias la infeccion. Otros estudios aseveran que a través
de un ELISA se pueden detectar animales infectados en estadios tempranos
de la enfermedad (Issel y Cols., 2013; Pare y Simard, 2004; Pisa y cols., 2007).
Se ha descrito que el periodo de incubacion del virus de la AIE va a depender
de la dosis del in6culo y la especie equina afectada, pero se estima que es de
entre 21 y 28 dias, pudiendo ser mayor si la cepa involucrada posee una
menor capacidad de virulencia (Cook y cols., 2013; Issel y Cols., 2013); lo
cual explicaria los tiempos amplios para generar anticuerpos que puedan ser
detectables. Issel y cols., (2013) reportaron seronegatividad en la técnica de
Coggins en el 25% de casos, por 1o menos 180 dias postinoculacion, mientras
que a los 35 dias post inoculacion resultaron positivos por ELISA e
immunoblot. Es posible que los caballos en el presente estudio tuvieran poco

tiempo de infectados y por ello la prueba de Coggins no los identifico.

En otro estudio donde se realizo6 la comparacion en la deteccion de
anticuerpos contra el VAIE entre machos y hembras, se encontré una
diferencia no significativa en donde los machos tuvieron una mayor
incidencia de infeccion respecto a las hembras (Sarmiento y Quijano, 2005).
En el presente trabajo se encontraron resultados parecidos al estudio antes
citado entre machos y hembras, aunque la poblacion de estudio se conformo

por poblaciones diferentes.

Un hallazgo significativo del presente estudio es que se realizo un analisis
entre razas dando como resultado un mayor numero de caballos criollos
positivos a las pruebas de ELISA, sobre la susceptibilidad entre razas hay

pocos estudios, solo algunos trabajos como el de Sarmiento y Quijano,
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(2005) han demostrado altos porcentajes de seropositividad hasta el 67% en

caballos criollos

En otro estudio realizado en Venezuela (Marquez y cols., 2015) demostraron
que es posible identificar 6% mas de animales positivos con el kit de ELISA
ViraCHECK® que con la prueba de Coggins, corroborando los resultados

obtenidos en el presente estudio.

En los estudios comparativos entre el ELISA e IDGA para la deteccion de
anticuerpos contra la AIE, los resultados corroboran que el ELISA es una
prueba altamente sensible, aun cuando posean una baja tasa de anticuerpos
en fase aguda, o bien en algunos equinos asintomaticos cronicos (Burki y
Rossmanith., 2002). Esto realza que esta técnica puede ser de gran utilidad
en el diagnostico en fases iniciales de la infeccion; ademas facilita el procesar
un alto numero de muestras, por lo tanto es una prueba ventajosa para
realizar el tamizaje en poblaciones numerosas y su interpretacion cuenta

con mayor precision que la prueba de Coggins.

Por otro lado, hay estudios que demuestran que el ELISA y Coggins son
iguales de eficientes, como el de Matsushita y cols., (2000) donde evaluaron
un ELISA en 420 muestras, de las cuales 297 resultaron negativas, 122
positivas y 1 sospechoso con una correlacion con la IDGA del 100%, por lo
que concluyeron que el ELISA resultd equivalente en cuanto a sensibilidad y
especificidad a la prueba oficial IDGA, por lo tanto, sugieren considerar al
ELISA como un método adecuado para la deteccion de la AIE. No obstante,
en el presente estudio se pretendio realizar la comparativa entre Coggins y
ELISA’s, sin embargo se encontr6 una diferencia substancial entre ambas
pruebas, identificando Uunicamente reacciones positivas en las pruebas de
ELISA’s.

45



Debido a la alta especificidad del test de Coggins, el cual se caracteriza por
su capacidad para detectar a los animales verdaderamente negativos, éste
puede ser de gran utilidad para confirmar aquellos casos que resulten
positivos al ELISA. Se ha sugerido comprobar un resultado positivo obtenido
mediante ELISA utilizando IDGA debido a que se han detectado algunos
resultados falsos positivos mediante las pruebas de ELISA (De la sota, 2005).
Contrariamente, Scicluna y cols., (2013) observaron en un trabajo realizado
en mulas (Equus mulus), que el uso exclusivo de IDGA para el diagnostico de
la enfermedad es muy riesgoso ya que pueden resultar falsos negativos de
animales realmente infectados, los cuales resultan positivos por ELISA,
ademas concluyen que el IDGA es de interpretacion muy subjetiva ya que es

cualitativa y depende de la experiencia del personal de laboratorio.

Issel y cols., (2013) han senalado la necesidad del uso de pruebas serologicas
que se apoyen entre si para el diagnostico definitivo de la AIE. Proponen un
algoritmo diagnostico que consiste en repetir el ELISA en aquellos casos que
resulten positivos, sila seropositividad continua se debe realizar IDAG, si en
esta ultima resulta positivo se reporta con confianza como tal, de lo
contrario si resulta negativo sugieren realizar immunoblot para emitir el
diagnostico definitivo. Sin embargo, en las explotaciones ganaderas de
México probablemente el factor economico sea una limitante, siendo

imperante el uso del ELISA que ha demostrado ser una prueba mas sensible.

Desde finales de 1980, se han producido una serie de kits (Shane y cols.,
1984; Sotulo y cols., 2001) que utilizan formatos de pruebas de ELISA y han
recibido una amplia aceptacion; sin embargo, el IDAG sigue siendo la prueba
serologica de oro para la evaluacion de la enfermedad. Basados en el caracter
de denuncia obligatoria de la AIE y las consecuencias que implica reportar
falsos positivos o negativos, se considera importante evaluar y reeditar

constantemente los protocolos y método diagnosticos con el fin de
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minimizar los posibles errores teniendo en cuenta el valor economico,

sentimental y genético de los animales.

Posiblemente, con la técnica de ELISA se puedan detectar animales positivos
antes que los mismos puedan ser detectados por el test de Coggins, esto
debido a que esta prueba tiene una alta sensibilidad y especificidad ya que
se usa antigeno del virus de la AIE purificado y anticuerpos monoclonales
frente a la p26 (Pisa y cols., 2007). Debido a las bondades de la prueba de
ELISA, las probabilidades de un falso positivo o falso negativo son muy bajas

en comparacion al IDGA (Pisa y cols., 2007).
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Conclusion

La prueba de Coggins fue menos sensible para la deteccion de
anticuerpos contra el VAIE.

Las pruebas de ELISA resultaron mas confiables para la deteccion de
anticuerpos contra el VAIE.

Algunos animales que presentaron signos compatibles con la infeccion
del virus de la anemia infecciosa equina resultaron positivos a las
pruebas de ELISA.
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Apéndices

Apéndice 1 Manual de proceso de la prueba de ELISA para la deteccion
de anticuerpos contra el Virus de Anemia Infecciosa Equina
ViraCHECK®/EIA

Introduccion

ViraCHECK®/EIA utiliza un antigeno recombinante altamente purificado
para identificar rapidamente anticuerpos contra el virus de Anemia
Infecciosa Equina (AIE) en equinos infectados sin causar las reacciones no-
especificas encontradas comunmente en las pruebas de ELISA de antigeno
cultivado, este método ha sido optimizado para usar muestras de suero.

Almacenamiento

e Almacene los reactivos de la prueba y la solucion de lavado diluida no
utilizada a 2°- 77 C (36" - 45° F).

e No congele.

e Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad siempre y
cuando se almacenen correctamente.

Contenido Neto

Pozos revestidos de antigeno 8 x 12 (96 pozos por empaque).
Frasco A: Antigeno AIE - Conjugado HRP (Tapa azul) 5.0 ml.
Frasco B: Control positivo AIE (Tapa roja) 1.6 ml.

Frasco C: Control negativo AIE (Tapa gris) 1.6 ml.

Frasco D: Cromogeno (tapa verde) 7.5 ml.

Frasco E: Buffer del sustrato (Tapa blanca) 7.5 ml.

Frasco F: Buffer de lavado concentrado, 10x 100ml.

Soporte de micropozos.

e A e

Principios de la prueba

ViraCHECK®/EIA es altamente especifico, sensible y sencillo de realizar. El
kit de diagnostico contiene un control positivo y un control negativo que
deben ser incluidos cada vez que se realiza una prueba. La comparacion
visual del color de la muestra con el control positivo permitira la deteccion
exacta de la presencia del anticuerpo contra el VAIE en la muestra. Si se
desea, los resultados de la prueba pueden ser determinados usando un
lector de placas.
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Informacion de la muestra

Se requieren 50 microlitros de suero. Use solo muestras de equino para ser
analizadas. Las muestras deber ser almacenadas a 2 - 7 °C por hasta 7 dias.
Si requiere almacenamiento mas prolongado las muestras deben
almacenarse a 20° C. El suero demasiado hemolisado o lipemico puede
producir un color de fondo. Si tiene duda, obtenga una muestra de mejor
calidad.

Preparacion de la solucion de lavado

Permita que el buffer de lavado concentrado 10x alcance una temperatura
ambiente. Mezcle suavemente por inversion. Diluya el concentrado de lavado
10 veces (1 parte de concentrado por 9 partes de agua destilada) en una
botella de lavado.

Procedimiento para realizar la prueba

A. Preparacion:
Calcular el nimero necesario de pozos.

e 1 pozo para control positivo.
e 1 pozo para control negativo.
e 1 pozo para cada muestra.

Nota: Cuando se prueba un numero grande de muestras en un ensayo se
recomienda incluir un pozo para control positivo y un pozo para control
negativo por cada 22 muestras corridas a la vez.

e Remover el numero requerido de pozos y colocarlos uno junto a
otro en el soporte de pozos.

B. Conjugado:

Agregue una gota del frasco A- Conjugado (Tapa azul) en cada pozo.
C. Adicion de la muestra:
e Controles.
e Agregue una gota del frasco B- Control positivo (Tapa roja) en el
primer pozo.
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Agregue una gota del frasco C - Control negativo (Tapa gris) en el
segundo pozo.

Usar una punta diferente por cada muestra.

Espere por 10 minutos.

D. Lavado y secado:

Elimine el fluido de los pozos en una tarja o un contenedor
apropiado.

Invierta el sujetador y seque firmemente en una toalla de papel para
remover las gotas finales.

Enjuague los pozos vigorosamente.

Lave los pozos mediante un llenado vigoroso para sobrellenarlos con
la dilucion de lavado diluida.

Dirija un chorro enérgico en cada pozo.

Elimine los excesos de solucion de lavado.

Repita el ciclo de lavado 5 veces.

Lave los pozos mas con agua destilada o desionizada para remover
las burbujas.

Seque los pozos contra una toalla de papel.

E. Desarrollo

Agregue una gota del frasco D (Tapa verde) a cada pozo.
Agregue una gota del frasco E (Tapa blanca) a cada pozo.
Espere por 10 minutos.

Lea los resultados exactamente a los 10 minutos.

F. Interpretacion de los resultados

El control positivo debe ser distintivamente azul.
El control negativo debe ser completamente claro.
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Apéndice 2 Manual del proceso de la prueba de ELISA para la deteccion

de anticuerpos contra el virus de Anemia Infecciosa equina, VMRD.

Descripcion general

Este ensayo inmunoenzimatico (ELISA) detecta anticuerpos contra el Virus
de la Anemia Infecciosa Equina (VAIE) en sueros equinos. Los anticuerpos
del EIAV de suero de la muestra se unen al antigeno p26 de VAIE
recombinante recubierto en los pocillos de plastico. El anticuerpo no
especifico se elimina por lavado y el anticuerpo especifico de VAIE unido a
la placa, captura el conjugado marcado con HRP en algunos sitios de union
a antigenos Fab libres. El conjugado no unido se elimina por lavado y la
presencia de conjugado marcado con HRP unido se detecta mediante la
adicion de un sustrato de la enzima con posterior desarrollo del producto
de color azul. La adicion de la solucion de paro ralentiza la reaccion
enzimatica y cambia el color del producto de azul a amarillo. Un control
positivo de corte proporciona una referencia de color para la interpretacion
de resultados por lectura visual.

La densidad oOptica (DO) puede ser leida con un espectrofotometro de
absorbancia de micro placas. El color amarillo o DO igual o mayor que el
control positivo indica la presencia de anticuerpos contra VAIE p26 en
sueros de muestra.

El color o OD inferior al control positivo indica la ausencia de anticuerpos
detectables contra VAIE p26.

Contenido del Kit

Placas revestidas con antigeno.

Control positivo 2 ml.

Control negativo 2 ml.

Conjugado de antigeno-peroxidasa 100X 0,15 ml.
Buffer del conjugado 15 ml.

Solucion de lavado 10X concentrado, 60 ml.
Solucion de sustrato 15 ml.

Solucion de Paro 15 ml.

e A e
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Materiales requeridos pero no incluidos en el kit de prueba

Pipetas monocanales de volumen ajustable y puntas de plastico desechables,
tubos de ensayo o placas de transferencia revestidas sin antigeno,
espectrofotometro de absorcion de microplacas de ELISA con filtro de 450
nm, agua desionizada o destilada, toallas de papel, cilindro graduado,
temporizador, pipeta multicanal, depositos, botella de lavado, dispositivo
manual de lavado multicanal o lavador automatico de placas.

Almacenamiento y estabilidad

Guarde todos los reactivos a 2-7 ° C. No congelar. Los reactivos sin abrir se
mantendran estables hasta la fecha de caducidad cuando se almacenan
segun las instrucciones. No utilice el kit de prueba después de la fecha de
caducidad impresa en la caja.

Preparacion

A. Reactivos a temperatura ambiente: Llevar las muestras de suero,
reactivos y placa (s) a temperatura ambiente (23 + 2° C) antes de
comenzar el ensayo.

B. Preparar los controles y las muestras: Los controles positivos y
negativos se proporcionan listos para usar. Cuando se utilizan placas
completas, es mejor poner los controles en pozos en diferentes areas
de la placa. Los controles se deben cargar en cada placa. Las muestras
de suero se evaluan sin diluir.

C. Preparacion de las placas: Retire la (s) placa (s) de la (s) bolsa (s) de
aluminio (A). Si procede: Devuelva las tiras no utilizadas a la bolsa y
séllela bien. Las bolsas adicionales y el sellador estan disponibles en
VMRD. Coloque las tiras que se utilizaran en el marco y numerar la
parte superior de cada tira para mantener la orientacion. Siempre
marque las tiras en caso de que se desprendan del marco durante el
lavado.

D. Preparar el conjugado: Preparar el antigeno 1X-peroxidasa conjugado
mediante la dilucion de 1 parte del conjugado de antigeno-peroxidasa
100X (D) con 99 partes de tampoéon de dilucion de conjugado (E).
Ejemplo: Para 96 pozos, mezclar 60 ul de conjugado -Peroxidasa 100X
(D) con 5.940 ml de tampon de dilucion del conjugado (E) para
producir 6 ml de Conjugado 1X. Cincuenta micro litros (50 pl) son
necesarios por pocillo. El conjugado-peroxidasa diluido (1X) es estable
durante dos semanas cuando se almacena a 2-7° C.

E. Prepare la solucion de lavado: Prepare 1X de solucion de lavado
diluyendo 1 parte del concentrado de solucion de lavado 10X (F) con
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9 partes de agua desionizada o destilada. Se necesita
aproximadamente 1 ml por pocillo. Permita una cantidad adicional
para depositos, pipeteado, etc. La solucion de lavado diluida 1X es
estable durante dos semanas cuando se almacena a 2-7° C.

Procedimiento de prueba

1.

Controles de carga y muestras de suero: Utilizando una pipeta
graduada ajustada a 50 pl, adicionar controles y muestras de suero en
la placa revestida con antigeno (A). Las muestras de suero y los
controles deben ser cargados en la placa recubierta de antigeno (A) tan
pronto como sea posible. Cuando se utilicen mas de dos tiras, se
recomienda que las muestras de suero y los controles se carguen
primero en una placa de transferencia y luego se transfieran a la placa
revestida con antigeno (A) usando una pipeta multicanal. El volumen
de la muestra en la placa de transferencia debe ser superior a 50 pl
con el fin de transferir 50 pl de la misma. Toque el lado de la placa de
ensayo varias veces para asegurarse de que las muestras cubren el
fondo de los pozos. Tenga cuidado de no derramar muestras de pozo
a pozo. Incubar la placa durante 10 minutos a temperatura ambiente
(23 £ 2° Q).

. Lavar los pocillos: Después de 10 minutos de incubacion lavar la placa

una vez: Si se utiliza un lavador automatico, coloque la placa en el
aparato de lavado y lave la placa 1 vez, llenando los pocillos cada vez
con solucion de lavado 1x. Si se utiliza el lavador, vaciar el contenido
de los pocillos y eliminar los sueros y controles restantes golpeando
bruscamente la placa invertida 4 veces en una toalla de papel limpia,
golpeando un area limpia cada vez. Llene inmediatamente cada pocillo
con solucion de lavado 1X usando un dispositivo de llenado multicanal
o una botella de lavado. Vaciar la solucion de lavado de la placa y
golpear la placa invertida bruscamente sobre una toalla de papel
limpia como anteriormente se describio.

. Anadir conjugado -peroxidado: Anadir 50 pl de conjugado -peroxidado

diluido (1X) a cada pocillo. Toque el lado de la placa de ensayo varias
veces para asegurarse de que el conjugado cubra el fondo de los
pozos. Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente (23 + 2°
O).

Lavar los pocillos: Después de la incubacion, lavar la placa 4 veces
como en el paso 2.

. Anadir solucion de sustrato: Anadir 50 pl de solucion de sustrato (G)

a cada pocillo. Toque el lado de la placa de ensayo varias veces para
asegurarse de que el sustrato cubra el fondo de los pozos. Incubar
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durante 15 minutos a temperatura ambiente (23 + 2° C). Evite dejar la
placa bajo la luz directa del sol. No vacie los pozos.

6. Anadir solucion de paro: Anadir 50 pl de solucion de paro (H) a cada
pocillo. Cuando se agrega la solucion de paro, el color cambiara de
azul a amarillo. Toque el lado de la placa de ensayo varias veces para
mezclar la solucion de substrato y la solucion de paro. No vacie los
pozos.

7. Leer y registrar los resultados de la prueba: Inmediatamente después
de anadir la solucion de paro, la placa debe observarse visualmente
contra el control positivo o debe leerse en un espectrofotometro de
absorbancia de microplacas. Ajuste la longitud de onda de lectura de
la densidad oOptica (O.D.) a 450 nm. Coloque el instrumento en el aire
y lea la (s) placa (s).

8. Devuelva todos los reactivos del kit restantes a 2-7° C para su
almacenamiento.

Interpretacion de los resultados

Interpretacion del lector de microplacas: Las muestras que tienen un D.O.
mayor o igual que la D.O. del control positivo son positivos para anticuerpos
contra el EIAV p26. Las muestras que tienen una D.O. menor que el control
positivo debe ser considerado negativo. Para que la prueba sea valida, la D.O.
del control positivo debe ser mayor o igual a 1,5 veces la D.O. del control
negativo. El D.O. del control negativo debe ser menor o igual a 0,15.

Interpretacion visual: Las muestras con el mismo o mayor color que el
control positivo son positivas. Las muestras sin color o color débil menor
que el control positivo son negativas. Para que la prueba sea valida, el control
positivo debe tener color amarillo visible y el control negativo debe tener un
color visible o no visible que sea menor que el control positivo. Los
resultados positivos deben ser verificados por AGID. En caso de resultados
discrepantes, la muestra debe enviarse a los Laboratorios Nacionales de
Servicios Veterinarios para confirmacion.
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Apéndice 3 Manual del proceso de la prueba de AGID para la deteccion

de anticuerpos contra el virus de anemia infecciosa equina, VMRD

Descripcion general

La prueba de Inmunodifusion (ID) para el virus de la anemia infecciosa
equina (EIAV) detecta los anticuerpos precipitantes en sueros de équidos
contra la proteina del nucleo del virus EIA recombinante purificado de
26.000 Daltons de peso molecular (p26). Los sueros si son positivos,
formaran una linea que se fusiona con lineas de control positivas de
referencia o que desvian las lineas de control positivo de referencia hacia
adentro cerca del pocillo de muestra sin formacion de una linea visible. Los
sueros negativos no formaran una linea que se fusione con la linea de control
positivo de referencia ni cause desviacion de las lineas de control positivas

de referencia.

Contenido del kit

e 1 botella de antigeno AEIAV p26, 3,35 ml.
e 1 botella de referencia de control positivo de suero, 10 ml.

e Estos reactivos son suficientes para realizar hasta 200 pruebas.

Materiales requeridos pero no incluidos en el kit de prueba

Bomba de vacio o bomba de filtro accionada por agua, micropipeta, puntas
de micropipeta desechables, recipiente de plastico, fuente de luz de haz
estrecho de alta intensidad, agar noble, NaOH, acido borico, agua destilada
o desionizada, placas de Petri de plastico de 100 mm de diametro o bandeja

de plastico de 45 x 90 mm.
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Almacenamiento y estabilidad

No utilice componentes de otros kits. Guarde todos los reactivos a 2-7° C. No
congelar. Los reactivos permaneceran estables hasta la fecha de caducidad
cuando se almacenan segun las instrucciones. No utilice el kit de prueba
después de la fecha de caducidad impresa en la caja. Utilice equipo limpio

para evitar la contaminacion de los reactivos.

Preparacion de gel de agar

1. Preparar tampon borato mezclando 2 g de NaOH y 9 g de acido borico
en 1 litro de agua destilada. El pH resultante debe ser de
aproximadamente 8,6.

2. Preparar solucion al 1% de agar noble en tampon borato.

3. Hervir la solucion hasta que se disuelve y luego autoclave a 15 libras
de presion, 121° C durante 7 minutos. Alternativamente, utilizar el
microondas y disolver la solucion de agar / buffer a intervalos de 30
segundos durante aproximadamente 2 minutos o hasta que el agar se
disuelva completamente.

4. Enfriar la solucion a 45° C y luego transferir 15 ml de solucion en una
placa de Petri de 100 mm de diametro o 11 ml en bandejas de 45 x 90
mm. El agar debe tener un espesor de 2,8 mm.

5. Deje que el agar se enfrie en un ambiente relativamente libre de polvo.
Retire las tapas durante el enfriamiento para permitir el escape del
vapor de agua. Para obtener los mejores resultados, recomendamos
que las placas recién vertidas se almacenen durante la noche a 2-7° C
antes de su uso. Las placas o bandejas de agar sin cortar se pueden
almacenar invertidas a 2-7° C en bolsas con cremallera por hasta una
semana. Compruebe el agar almacenado antes de usarlo para

asegurarse de que no esté ni desecado ni cubierto con humedad.
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Corte de pocillos en el gel de agar

Un modelo de siete pozos se utiliza con un pozo central y seis pozos en un
circulo alrededor de él. Los pocillos tienen 2,4 mm de separacion y 5,3 mm
de diametro. El agar se corta después de que se haya endurecido lo suficiente
para que los bordes cortados de los pocillos no se rompan cuando se retiran
los tapones de agar. El tapon de agar se succiona de los pocillos usando una
canula de metal o de vidrio atraida a una pequena abertura (1-2 mm de
diametro), conectada a una linea de vacio. Se debe tener cuidado para evitar
separar el agar de la placa. Si se observa humedad en los pocillos antes de la
introduccion de reactivos o muestras, se debe eliminar por succion o dejar
que se evapore. Las placas deben ser utilizadas el mismo dia en que se

cortan.

Requisitos de la muestra

La muestra a evaluar debe ser suero. El suero debe separarse del coagulo lo
antes posible y almacenarse a 2-7° C, o almacenarse congelado hasta la
prueba. Sin embargo, el suero puede almacenarse a 2-7° C hasta 28 dias hasta
la prueba. El suero separado puede congelarse indefinidamente hasta la
prueba. El suero hemolizado puede manchar el agar, pero no se ha
demostrado que afecte el resultado de la prueba. Sin embargo, no se
recomienda el analisis de muestras gravemente hemolizadas o

contaminadas.

Pozos de llenado e incubacion de placas de agar

El antigeno (A) se coloca en el pocillo central con una micropipeta ajustando
la cantidad a 50 pl. Se colocan cincuenta microlitros de suero control
positivo de referencia (R) en pozos a cada lado de la muestra o muestras a

ensayar (Figura 1). Esta disposicion proporciona una linea de control positivo

62



en cada lado del suero de ensayo, facilitando asi la determinacién exacta de
las lineas de identidad. Se pueden evaluaron total de tres muestras en cada
patron, utilizando de nuevo 50 ul para cada pozo. Los pozos se llenan al
nivel de la superficie del agar, sin dejar menisco. El suero o antigeno no debe
correr sobre el agar. Deje que las placas se ajusten unos minutos antes de
moverse para reducir la posibilidad de derrames. Las placas se incuban a
temperatura ambiente (23 + 2° C) en una camara humeda cerrada. Si la
temperatura ambiente es superior a 25° C o por debajo de 20° C, se debe

utilizar una incubadora de 22° C.

Validacion de la prueba

Para que una prueba sea valida las lineas de referencia (entre los pozos
positivos de referencia y el pozo del antigeno EIAV central) deben
visualizarse facilmente. Estas lineas deben ser claramente visibles justo al
borde de los pozos negativos de la muestra. Si no, el ensayo no puede ser

interpretado con precision.

Interpretacion de los resultados

Un intenso haz de luz, ajustable para diferentes intensidades y posiciones,
debe utilizarse para proporcionar iluminacion para la lectura. La reaccion
debe observarse contra un fondo negro. Una lente de aumento es util en
algunos casos. Se requiere un minimo de 24 horas para que tenga lugar una
reaccion de Inmunodifusion completa. Si la reaccion se completa después de
24 horas de incubacion, se puede informar el resultado. La reaccion se
completa cuando las lineas de control positivo entran en el pozo que
contiene una muestra negativa o cuando se forma una linea especifica
distinta de identidad entre la muestra y los sueros de control positivos.
Algunas muestras positivas débiles requieren 48 horas antes de que la

reaccion se complete. Estos deben ser re-probados antes de que los
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resultados sean reportados. El tipo de reaccion variara con la concentracion
de anticuerpo en la muestra que se esta evaluando. La linea de referencia del
suero control positivo es la base para leer la prueba. Si no es una linea

distinta, entonces la prueba no es valida y debe repetirse.

Se observan los siguientes tipos de reacciones:

Negativo: Las lineas de control positivo de referencia contintian en el pozo
de la muestra del ensayo sin doblarse o con una ligera curvatura en el pozo
del antigeno (A) y hacia el suero de control positivo (Figura 2, S1, muestra

negativa).

Positivo: Las lineas de control se unen y forman una linea continua con la

linea entre el suero de prueba (S2) y el antigeno (A) (Figura 2).

Positivo débil: Las lineas de control positivas de referencia se curvan
ligeramente hacia el pozo del antigeno (A) y lejos de los pozos de referencia
(R) del control positivo de referencia, pero no forman una linea completa
entre el antigeno (A) y el suero de prueba (S3). Estas reacciones requieren
una observacion cuidadosa y pueden pasarse facilmente por alto. Todas las
muestras positivas débiles deben ser re-ensayadas antes de reportar los

resultados.

Se han observado reacciones débiles de Inmunodifusion en tres tipos de

Casos:

A) Los potros que son infectados por yeguas infectadas tienen reacciones
débiles a muy intensas que pueden persistir hasta 5 meses de edad debido
a la presencia de anticuerpos calostrales. Si la yegua y el potro son ambos

positivos, el potro debe ser re-probado a los 6 meses de edad para
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determinar si se convierte en negativo. Si una yegua es negativa, su potro

positivo debe ser considerado infectado.

B) Se han observado positivos débiles durante el periodo de incubacion del
VAIE. Si se obtiene una segunda muestra de dos a tres semanas mas tarde,

la reaccion debe ser mas fuerte.

C) Los portadores inaparentes que no tienen signos clinicos de la AIE durante
largos periodos de tiempo pueden tener reacciones débiles en la prueba. En
estos casos, el reexamen rara vez da lugar a un cambio en la fuerza de la

reaccion.

Positivo intenso: Las lineas de control positivas de referencia se dirigen
hacia el antigeno mucho antes de que lleguen al pozo que contiene el suero
de prueba (S1) y existe una linea ancha y nebulosa entre el suero de prueba
(S1) y el antigeno (A). Esta linea se sitia muy cerca del pozo del antigeno (A),

especialmente si se observa la placa a las 24 horas.

Lineas no especificas: Estas lineas se observan entre el antigeno y el pozo
del suero de prueba. Sin embargo, las lineas de control positivas de
referencia pasaran a través de la linea no especifica y continuaran en el pozo
de suero de prueba de sueros negativos (no mostrados). La linea no
especifica no forma una linea continua con las lineas de control positivas de
referencia. Las lineas de referencia positivas de referencia formaran angulos
mas agudos con una linea no especifica que con una linea de identidad
especifica del VAIE. Las lineas no especificas se forman mediante reacciones
de muestra-anticuerpo con antigenos distintos al del VAIE p26. Un suero de
muestra puede producir una linea contra el VAIE especifica, asi como una
linea no especifica (Figura 3, S2). Se debe tener cuidado de asegurarse de que
una reaccion especifica no se vea obscurecida por una linea que no sea

contra el VAIE. El reexamen de dichas muestras y la observacion de las
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reacciones a intervalos frecuentes pueden facilitar la determinacion si las

muestras son positivas o negativas.

Halos opacos alrededor del pozo: Ocasionalmente, se formara un halo
opaco, debido a lipidos u otro material en el suero, alrededor del pozo del
suero de prueba que puede oscurecer las lineas de control positivo de
referencia cerca del pozo de la muestra (Figura 3, S3). Si se lee la prueba a
las 24 y 48 horas, a veces los resultados pueden determinarse antes de que
el halo oscurezca la reaccion. Sin embargo, en algunos casos no se puede

hacer una determinacion y se debe solicitar otra muestra.

Todos los positivos deben ser confirmados por una nueva prueba antes de
reportar los resultados. Ademas, las muestras que producen reacciones
cuestionables deben volver a examinarse por duplicado antes de informar

de los resultados.
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Figure 1. Figura 2. Figure 3.

Los caballos infectados con el VAIE se aceptan generalmente como
portadores de virus durante toda la vida. Los caballos infectados pueden no
mostrar signos clinicos durante meses o afnos, pero todavia tienen virus
infecciosos en la sangre. Por lo tanto, cualquier caballo adulto que sea
positivo en la prueba de IDGA debe ser considerado como infectado.

Precauciones

Los componentes del kit deben ser manipulados y eliminados como
potencialmente peligrosos. No coma, beba, ni fume donde se manipulen las
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muestras de suero y los reactivos del kit. No pipetear con la boca. Algunos
reactivos pueden ser daninos si se ingieren. Si se ingiere, busque atencion
meédica. No utilice reactivos caducos o contaminados, o reactivos de otros
kits o lotes. No mezcle reactivos de diferentes lotes de este mismo producto.

El componente A, antigeno del VAIE p26, contiene azida sodica como
conservante.

El componente R, suero control positivo de referencia, contiene azida de
sodio como un preservativo.

67



Apéndice 4. Datos de la poblacion de estudio y resultados de los estudios

serologicos
Fin
N2 |Sexo |Edad |Especie |Raza |Lugar de origen | Zoo Signos ViraCHECK | Coggins | VMRD
1M 2 afios |Equina |PSI | Kentucky Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
2|H 2 afos |Equina |PSI |Kentucky Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
3|H 2 anos |Equina |PSI |Kentucky Car Presencia | Negativo | Negativo | Negativo
4\ H 2 afos |Equina |PSI |Kentucky Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
5|H 5afios |Equina |CM |Teoloyucan Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
6|H 3 afos |Equina |CM |Teoloyucan Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
7| M 2 afos |Equina |CM |Teoloyucan Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
8| M 2 afios |Equina |CM | Teoloyucan Car Presencia | Negativo | Negativo | Positivo
9| M 2 afos |Equina |CM |Teoloyucan Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
10| H 3 afios |Equina |CM |Teoloyucan Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
11 |H 5 afios |Equina |CM |Teoloyucan Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
12 |H 2 afos |Equina |CM |Teoloyucan Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
13 |H 3 afios |Equina |CM | Teoloyucan Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
14| M 2 afos |Equina |CM |Teoloyucan Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
15| M 3 afos [Equina |CM |Houston Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
16 |H 2 afios |Equina |CM | Houston Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
17| M 2 afios |Equina |CM | Houston Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
18| M 2 aflos |Equina |CM |Houston Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
19| M 2 afios |Equina |CM | Houston Car Presencia | Negativo | Negativo | Negativo
20| M 2 afios |Equina |CM | Houston Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
21| M 6 aflos |Equina |CM |Houston Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
22 |H 4 afos | Equina |CM | Houston Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
23| M 3 aflos |Equina |CM |Houston Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
24| M 4 afios | Equina |CM | Hidalgo Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
25| M 3 afios |Equina |CM |Sayavedra Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
26 |H 2 afios |Equina |PSI |Sayavedra Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
27 |H 2 afos |Equina |PSI |Sayavedra Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
28 |H 2 afos |Equina |PSI |Sayavedra Car Presencia | Negativo | Negativo | Positivo
29 |H 2 afos |Equina |PSI |Sn Luis Potosi | Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
30| M 2 afios |Equina |PSI |Sn Luis Potosi |Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
31|H 2 afos |Equina |CM |Sn Luis Potosi | Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
32|H 3 afios |Equina |CM |Sn Luis Potosi |Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
33|M 2 afios |Equina |[CM |Sn Luis Potosi |Cha Presencia | Negativo | Negativo | Negativo
34| M 2 afos |Equina |CM |Yucatdn Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
35| M 3 afios |Equina |CM |Yucatdn Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
36|H 3 afios |Equina |CM |Yucatdn Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
37| M 3 afios |Equina |PSI |Yucatdn Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
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38| M 3 afios |Equina |CM |Yucatén Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
39|H 3 aflos |Equina |CM |Houston Sal Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
40| M 3 afios |Equina |PSI |Sayavedra Car Presencia | Positivo Negativo | Positivo
41| M 5afios |Equina |CM |Houston Cha Presencia | Positivo Negativo | Positivo
42| M 3 anos |[Equina |CM |Houston Sal Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
43 | M 4 afios | Equina |PSI |Sayavedra Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
44 | H 5 afios |Equina |PSI |Houston Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
45 |H 5afos |[Equina |CM |Houston Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
46 | H 5 afios |Equina |CM |Houston Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
47 | M 6 afios |Equina |PSI |Oklahoma Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
48 | M 3 afios |Equina |PSI |Tamaulipas Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
49 |H 3 afos |Equina |PSI | Tamaulipas Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
50| H 2 afos |Equina |PSI |Sayavedra Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
51| M 3 afios |Equina |PSI |Sayavedra Sal Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
52| M 3 afios |Equina |PSI |Sayavedra Sal Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
53| M 2 afos |Equina |PSI |Sayavedra Sal Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
54| M 5 afios |Equina |PSI |Sayavedra Sal Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
55|H 3 afios |Equina |PSI |Sayavedra Sal Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
56| M 4 afios | Equina |PSI |Sayavedra Sal Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
57 |H 2 afios |Equina |PSI |Sayavedra Sal Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
58| M 2 afos |Equina |PSI |Sayavedra Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
59| M 2 afos |Equina |CM |Hidalgo Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
14
60| M afios Equina |CM |Hidalgo Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
15
61|H afios Equina |CM |Hidalgo Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
10
62| M afios Equina |CM |Hidalgo Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
10
63| M afios Equina |CM |Hidalgo Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
10
64| M anos Equina |CM |Hidalgo Car Presencia | Negativo | Negativo | Negativo
65| M 5afios |Equina |CM |Hidalgo Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
66| H 7 afios |Equina |CM |Hidalgo Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
67 |H 2 afios |Equina |CM | Hidalgo Cha Presencia | Negativo | Negativo | Positivo
68| M 4 afios |Equina |CM | Hidalgo Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
12
69| M afios Equina |CM |Hidalgo Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
70| M 9 afios |Equina |CM |Hidalgo Cha Presencia | Negativo | Negativo | Negativo
10
71| M afios Equina |[CM |Hidalgo Cha Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
72| H 6 aflos |Equina |CM | Hidalgo Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
73| M 2 afos |Equina |CM |Hidalgo Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
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10

74 |H afnos Equina |CM | Hidalgo Car Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

75|H 3 afios |Equina |CM |Hidalgo Car Sin Signhos | Negativo | Negativo | Negativo

76 |H 2 afos | Equina |C Villa del carbén | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

77 |H 5 afos |Equina |C Villa del carbén | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

78 |H 2 afos |Equina |C Villa del carbén | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

79| M 7 afos |Equina |C Villa del carbén | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

80| M 4 afios |Equina |C Villa del carbén | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
15

81|M afios Equina |C Naucalpan Tra Sin Signhos | Negativo | Negativo | Negativo

82| M 8 afos |Equina |C Naucalpan Tra Presencia | Negativo | Negativo | Negativo
10

83| M anos Equina |C Naucalpan Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
10

84| M afnos Equina |C Naucalpan Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
10

85|M anos Equina |C Naucalpan Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
10

86| M afnos Equina |C Naucalpan Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
10

87| M afnos Equina |C Naucalpan Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
10

88| M anos Equina |C Naucalpan Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
10

89| M anos Equina |C Naucalpan Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
10

90| M afios Equina |C Naucalpan Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
10

91| M anos Equina |C Naucalpan Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

92| M 6 aflos |Equina |C Chapa de Mota | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

93| M 8 afios |Equina |C Chapa de Mota | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
11

94| M anos Equina |C Chapa de Mota | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

95| M 8 afios |Equina |C Chapa de Mota | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

96| M 6 aflos |Equina |C Chapa de Mota | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
20

97 |H anos Equina |C Chapa de Mota | Tra Sin Signos | Positivo Negativo | Negativo

98 | H 6 aflos |Equina |C Chapa de Mota | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

99 | M 4 anfos |Equina |C Chapa de Mota | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

100 | H 6 afios |Equina |C Chapa de Mota | Tra Presencia | Positivo Negativo | Negativo

101 |H 8 afios |Equina |C Chapa de Mota | Tra Presencia | Negativo | Negativo | Negativo
10

102 | M afios Equina |C Chapa de Mota | Tra Presencia | Positivo Negativo | Negativo

103 | M 9 aflos |Equina |C Chapa de Mota | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

104 | M 8 aflos |Equina |C Chapa de Mota | Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
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105 |H afnos Burro |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
29

106 |H afnos Burro |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

107 |H lafio |Burro |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
28

108 | M anos Equina |C FESC Tra Presencia | Negativo | Negativo | Negativo
28

109 | M anos Equina |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

110 M 5afios [Burro |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

111 | M 5afos |[Equina |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

112 |H 8 aflos |[Burro |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
15

113 | M anos Equina |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

114 |H 5afos [Burro |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

115 M 5afios [Burro |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

116 | M 2 afios | Mulo C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
14

117 |H afnos Equina |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
12

118 |H afnos Equina |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

119 M 6 aflos [Burro |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
29

120 |H anos Equina |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

121 |H 7 aflos |Equina |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
12

122 |H anos Equina |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
13

123 |H anos Equina |C FESC Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

124 |H 7 afios |Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
13

125|H anos Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
12

126 |H anos Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

127 | M 5 afios |Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

128 | M 2 afios |Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

129 | M 3 aflos |Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

130 | H 4 afos | Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Positivo Negativo | Positivo

131 |H 2 afios |Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

132 | M 2 afios |Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
11

133 | M anos Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
15

134 M anos Equino | C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
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135| M afnos Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
12
136 (H anos Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
18
137 |H afnos Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
138 |H 6 aflos |Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
139 |H 8 aflos |Equino |C Lago de Gpe Tra Presencia | Positivo Negativo | Positivo
140 |H lafo |Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo
141 |H 2 afios |Equino |C Lago de Gpe Tra Sin Signos | Negativo | Negativo | Negativo

Notas: Sexo: M=Macho

H= Hembra

Raza: C=Criollo

PSI=Pura Sangre Inglés

CM=Cuarto de Milla

Fin zootécnico: Cha= Charreria

Tra= Trabajo

Sal= Salto

Car= Carreras
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