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RESUMEN

En consideracion a que: a) se desconoce si las alpacas en Chile se han infectado
con el virus herpes equino tipo 1 (VHE-1) o un virus antigénicamente relacionado; b) en
Chile se ha aislado el VHE-1 desde equinos naturalmente infectados; c) el VHE-1 produce
una enfermedad de alto significado econdémico en el ganado equino; d) se ha descrito una
enfermedad de importancia en asociacion con una infeccion por virus herpes similar al
VHE-1 en alpacas de Nueva York, procedentes de Chile, en este estudio se plante6
detectar en forma indirecta la existencia de infeccion por VHE-1, o un virus
antigénicamente relacionado, en camélidos sudamericanos (CS) a través de la pesquisa de

animales que han respondido inmunoldgicamente al agente viral.

El total de muestras correspondié a 204 muestras de sueros sanguineos, de los
cuales 98 pertenecen a alpacas (Lama pacos); 44 a llamas (Lama glama); 37 a guanacos
(Lama guanicoe); y 25 a vicufias (Vicugna vicugna), procedentes de 14 rebafios de las
Regiones I, 1V, V, XII y Metropolitana. La presencia y cuantificacion de anticuerpos se
realiz6 mediante la prueba de seroneutralizacion dilucion punto final (SNDPF), enfrentando
diluciones en base dos del suero del animal, a 100 dosis infecciosas cultivo de tejido 50%
(DICT50) del VHE-1.

Del total de muestras analizadas, 52 (25,5 %) presentaron anticuerpos
seroneutralizantes para el VHE-1. La positividad por especie animal fue: 19/98 alpacas
(19,4 %); 10/44 llamas (22,7 %); 9/37 guanacos (24,3 %); y 14/25 vicuias (56 %). Los
titulos de anticuerpos oscilaron entre 2,8 y 89 con una media de 10. La media fue para: las
alpacas 6,1; las llamas 12; los guanacos 12; y para las vicufias 17.

Se concluye que en el pais existen CS infectados con VHE-1 o en su defecto con un

virus herpes que comparte antigenos comunes con el VHE-1.



SUMMARY

In consideration to that: to) it is ignored if the alapacas in Chile have been infected
with the virus herpes equine type 1 (VHE-1) or a virus related antigénic; b) in Chile the
VHE-1 has been isolated naturally from equine infected; c) the VHE-1 produces an illness
of high economic meaning in the equine livestock; d) an illness of importance has been
described in association with an infection for similar virus herpes to the VHE-1 in alpacas
of New York, coming from Chile, in this study thought about to detect in form indirect the
infection existence for VHE-1, or a virus related antigenicnicly, in South American
camelids (CS) through the investigation of animals that inmunologicly has responded to the

viral agent.

The total of samples corresponded to 204 samples of sanguine serums, of which 98
belong to alpacas (Lama pacos); 44 to llamas (Lama glama); 37 to guanacos (Lama
guanicoe); and 25 to vicufias (Vicugna vicugna), coming from 14 herds of the Regions I,
IV, V, XII and Metropolitan. The presence and quantification of antibodies was carried out
by means of the test of seroneutralizacion dilution final point (SNDPF), facing dilutions in
base two of the serum of the animal, to 100 tissue cultive cells infectious doses (DICT50)
of the VHE-1.

Of the total of analyzed samples, 52 (25,5%) they presented antibodies
seroneutralizantes for the VHE-1. The positived for animal species was: 19/98 alpacas
(19,4%); 10/44 llamas (22,7%); 9/37 guanacos (24,3%); and 14/25 vicuiias (56%). The
titles of antibodies oscillated between 2,8 and 89 with a stocking of 10. The stocking was
for: the alpacas 6,1; the llamas 12; the guanacos 12; and for the vicufias 17.

You concludes that in the country CS exists infected with VHE-1 or in its defect
with a virus herpes that shares antigens common with the VHE-1.



INTRODUCCION

El grupo de camélidos sudamericanos (CS) se encuentra constituido por cuatro
especies: la alpaca (Lama pacos), la llama (Lama glama) consideradas domésticas, ademas
del guanaco (Lama guanicoe) y la vicufia (Vicugna vicugna), catalogadas como silvestres
(Fernandez-Baca, 1991).

La poblacion de CS de Chile no representa mas del 2,6 % del total de CS existentes
en los paises andinos (6.885.992), donde se encuentran incluidos Argentina, Bolivia, Chile,
Colombia, Ecuador, Paraguay y Per(. Para Chile, se ha estimado un nimero de 179.589
ejemplares, de los cuales las llamas alcanzan a 79.294; las alpacas a 45.224; las vicuiias a
27.921; y una poblacion de guanacos que oscila entre 23.850 a 27.150 (INE, 1997).

Si bien, los CS constituyen so6lo cerca del 1% de la masa ganadera total nacional,
estas especies tienen un gran significado socio-cultural, pues constituyen, el principal
recurso de las familias aymaras que habitan en el altiplano de la | Regidn, representando
mas del 90 % de los ingresos de esta poblacion; asi como las carnes de alpacas y llamas
corresponden al 60% de los beneficios registrados en plantas faenadoras de carnes en Arica
(FIA, 2000).

Se debe tener presente, que las caracteristicas propias de los ecosistemas donde
suelen habitar los CS son de condiciones tan adversas, en cuanto a la cantidad y calidad de
recursos que utiliza para su consumo, que hacen poco probable el desarrollo eficiente de
algin sistema de produccién animal convencional, preconizandose que, para las diferentes
zonas del territorio nacional con estas caracteristicas, las diversas especies de camélidos
representan oportunidades de desarrollo, mediante la produccién de fibra, carne y cuero;
productos que presentan interesantes perspectivas de mercado, especialmente para el de
exportacion (FIA, 2000).



Las actuales iniciativas en la utilizacion de las especies domésticas y silvestres para el
desarrollo de productos de consumo, hacen necesario conocer las caracteristicas
fisiolégicas, asi como las patologias que padecen y que pueden afectar tanto a los
ejemplares sometidos a manejo como aquellos de vida silvestre. La informacion en relacion
con las enfermedades virales que podrian afectar a los CS, a pesar de ser escasa, da cuenta
que son susceptibles de infectarse con patdgenos provenientes de otras especies,
fundamentalmente del orden Artiodactyla, suborden Rumantia, familia Bovidae y del orden
Perissodactyla, familia Equidae. Es asi como, para los CS, se describen infecciones con
virus que afectan a bévidos y équidos.

En Chile, el grado de conocimiento que existe en relacion a las enfermedades virales
que pueden afectar a estas especies es limitado. S6lo se tienen antecedentes de infeccion
por pestivirus en alpacas y llamas, a través de la deteccion de anticuerpos (Celedon et al.,
2001) y a través del aislamiento de pestivirus desde alpacas, llamas y guanacos con y sin
signologia clinica (Celeddn et al., 2000), a la vez que se ha detectado la presencia de
alpacas persistentemente infectadas e inmunotolerantes a pestivirus (Arce, 2001). Se ha
buscado la presencia de anticuerpos neutralizantes para el virus herpes bovino 1 (VHB-1)

en las 4 especies de CS, sin resultados positivos (Celedon et al., 2001).

Existe el antecedente que alpacas y llamas, procedentes de Chile, en Nueva York
hicieron infeccion con un virus indistinguible del virus herpes equino tipo 1 (VHE-1), con
presentacion clinica de ceguera y otros signos neurolégicos. Se presume que fueron
infectadas al entrar en contacto con una cebra (Rebhun et al., 1988) siendo este el unico
antecedente que da cuenta de la susceptibilidad de infeccion de los CS con un virus
semejante al VHE-1.



Se desconoce si los CS en Chile estan infectados con VHE-1, pero ante el
conocimiento de la presencia de infeccion con VHE-1 en el ganado equino del pais, las
serias implicancias de la infecciébn con VHE-1 en los equinos y el antecedente de
susceptibilidad de los CS de infectarse con un virus similar al VHE-1 en otras latitudes, se
plantea pesquisar en forma indirecta la existencia de CS del pais que hayan sufrido
infeccion con VHE-1 o uno antigénicamente relacionado, a través de la deteccion de

anticuerpos neutralizantes del VHE-1.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1.CAMELIDOSSUDAMERICANOS.

El grupo de los CS se encuentra distribuido principalmente en los paises andinos
sudamericanos como Argentina, Bolivia, Chile, Colombia, Ecuador, Paraguay y Peru. Es en
este Ultimo donde se concentran las mayores poblaciones de estos ejemplares. De las 4
especies que conforman este grupo, dos de ellas se consideran domeésticas: alpaca (Lama
pacos) y llama (Lama glama), asi como dos silvestres: el guanaco (Lama guanicoe) y la
vicufia (Vicugna vicugna). Todas poseen una gran importancia cultural, socioldgica y
econodmica en los pueblos ancestrales como en las poblaciones humanas actuales donde

mayoritariamente estas especies se ubican (FIA, 2000).

Los ecosistemas donde mayormente habitan los CS se caracterizan por su
aislamiento, clima inhdspito, y gran distancia a centros urbanos altamente poblados; en
alturas entre los 4.000 a 5.500 m.s.n.m donde aun persiste la vegetacion natural. Constituye
una excepcién el guanaco, que se encuentra con mayor presencia en la Patagonia donde las

alturas bajan hasta el nivel del mar (FIA, 2000).

La poblacion total de CS en Chile no representa mas del 1% del total de la masa
ganadera nacional; con una poblacion total de 179.589 ejemplares, de las cuales las Ilamas
se encuentran en namero de 79.294, alpacas en 45.224, vicufias en numero de 27.921 y una
poblacién de guanacos entre los 23.850 a 27.150 (INE, 1997); sin embargo su importancia
radica en el rol social que desempefia su ganaderia especialmente en las familias aymaras
de la I Region (FIA, 2000).

En cuanto a su distribucion en el territorio nacional existe presencia de ejemplares
en todo el territorio, pero con altas concentraciones en las regiones extremas del pais. En la
| Regidn se encuentra un 89,2% del total de alpacas y un 90,2% de las llamas. En el resto
de las regiones los porcentajes no superan al 2%, excepto en la Il que posee un 6,86 % de

las llamas.



De la misma manera, el guanaco se encuentra presente en todo el territorio
nacional, donde la mayor parte de los individuos se concentran significativamente en la XII
Region del pais (INE, 1997).

De las especies explotables, alpacas y llamas, asi como aquellas en las cuales
existen restricciones de manejo y explotacion, guanacos y vicufias, se destaca la produccion
de carne, fibra textil, piel y cueros, artesanias y su participacion en el ecoturismo por el

valor estético propio de los animales (FIA, 2000)

Al considerar el porcentaje de animales faenados, los CS alcanzan solamente el
0,15% del total nacional el cual a pesar de ser poco, supera al beneficio de ganado caprino
(0,08%). Sin embargo, al analizar las cifras tnicamente de los animales beneficiados en los
mataderos de Arica y sin considerar el beneficio informal de ninguna especie, los CS
alcanzan un 60,78% superando incluso a la suma de bovinos, ovinos y porcinos. En Chile

el consumo de este tipo de carne no se ha extendido al resto del territorio (FIA, 2000).

Las fibras finas, incluyendo en este rubro la de la alpaca, representa sélo el 2,5% del
total mundial de exportacién de fibras de origen animal. En Chile, la obtencién de vellén se
realiza cada dos y hasta tres afios con el uso de herramientas muy rudimentarias, y su
exportacién no ascenderia a niveles superiores a las 30 toneladas anuales, las que estan
constituidas por materias primas sucias, donde se encuentran mezcladas las fibras de

Ilamas y alpacas, separadas solamente por sus colores. (FIA, 2000).

Las pieles y cueros de CS se comercializan en forma fresca o salada, siendo la
mejor el de pieles de crias neonatas de madres que abortan en los ultimos meses de
gestacion y de crias post natales que mueren por alguna razon y gque son conocidos como
“baby-alpaca”, muy apreciadas en algunos mercados a nivel internacional. Artesanalmente
se confeccionan juguetes, tapices y articulos de vestuario. Las pieles de mejor calidad se

usan para prendas de vestir, colchas y cameros o sobrecamas (FIA, 2000).



En la actualidad, las poblaciones de CS se encuentran menos difundidas que en los
tiempos incaicos y preincaicos, ya que han sido desplazados por la produccion de ganado
ovino, caprino y bovino. Si bien histéricamente la llama y la alpaca nunca han sido
utilizadas dentro de un sistema agropastoril, tanto la eficiencia que presentan los CS en la
produccion de carne, asi como el precio favorable de las fibras obtenidas, ademés del valor
ecologico, hacen oportuno plantear la re-poblacion con estas especies, la que debiera ir
acompariada de la reduccion de otros ganados, especialmente el ovino, con el cual compiten

por la pradera que sustenta su alimentacion (FIA, 2000).

Es sin duda un punto primordial en el desarrollo de estrategias tanto de
conservacion como de explotacion de CS, que los aspectos de sanidad animal se encuentren
considerados, siendo el conocimiento de las enfermedades que les afectan asi como
aquellas de las cuales podrian ser susceptibles de padecer, una area necesaria de

investigar.

2. ENFERMEDADES VIRALES EN CAMELIDOSSUDAMERICANOS

La informacion acerca de las enfermedades virales que afectan y que pueden afectar
a los CS es escasa. Aquellas que se encuentran descritas, se basan principalmente en datos
aislados de evidencias seroldgicas, observaciones clinicas y anatomo-patolégicas y reportes
obtenidos por diagnosticos de laboratorios, sin existir informacién completa acerca, por
ejemplo, de la susceptibilidad relativa de las especies al virus y detalles de la patogénesis de
la infeccion (Mattson, 1994). Esta apreciacién estd apoyada por Fowler, 2002
(comunicacion personal en Curso Internacional de Manejo y Produccion del Guanaco; 13-
14 y 15 de Junio de 2002. Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Facultad de
Agronomia) quién sostiene que las enfermedades virales que afectan a los CS son muy
pocas, y que aquellas propias de estas especies son casi desconocidas. No obstante, se
asume que los CS son susceptibles al comun de las enfermedades padecidas por rumiantes
(Rivera et al., 1987), lo cual cobra importancia en las actuales condiciones de tenencia
donde el ganado ovino, caprino y bovino cada vez comparte con mayor frecuencia las

mismas areas de alimentacion.



También se asume que las diferentes especies de CS comparten la misma
susceptibilidad frente a las distintas enfermedades infecciosas. No obstante, se describe una
excepcion a esta generalidad, que la constituye el sindrome de inmunodeficiencia, de origen
desconocido, que esta descrito solo en llamas, donde se evidencian bajos niveles de
inmunoglobulinas de la clase G, asociada a una deficiencia de linfocitos B y posiblemente a
linfocitos T, lo que las hace ser més susceptibles a todas las enfermedades infecciosas.
(Hutchison et al., 1992).

En los planteles donde se manejan CS, son reconocidas las afecciones producidas
por agentes bacterianos, considerdndose de importancia la leptospirosis, la tuberculosis, la
brucelosis y las enfermedades provocadas por clostridios a las cuales los camélidos en
general son altamente susceptibles, como carbunclo bacteridiano y entero toxemia
(Thedford y Jhonson, 1989).

De los agentes virales que tienen capacidad de infectar a los CS se tiene referencia

de los siguientes:

Adenovirus. La mayoria de las infecciones son subclinicas pero en ocasiones la
infeccion puede dar origen a enfermedad del tracto entérico o respiratorio (Mattson, 1994).
Se ha aislado adenovirus desde cinco Ilamas y una alpaca con diarrea en Oregén (Estados
Unidos de Norteamérica). ElI examen histopatolégico mostrd6 una severa enteritis
necrotizante y colitis asi como la presencia de numerosos cuerpos de inclusion en células
epiteliales del tracto digestivo (Mattson, 1994). También fue aislado un adenovirus desde
el pulmon de una llama con neumonia y hepatitis (Galbreath et al., 1994). En un estudio de
seroprevalencia sobre 270 llamas de 21 ranchos de Oregon, se determino que el 93 % de los
ejemplares poseian anticuerpos para una especie de adenovirus (Picton, 1993). En Per( se

detectd seropositividad para adenovirus en alpacas (Rivera et al., 1987).
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Coronavirus (CV) v Rotavirus (RV). CV ha sido detectado en heces de llamas

con diarrea, mediante microscopia electronica (Mattson, 1994). Se investigd la presencia de
CV y RV en dos poblaciones de guanacos con diarrea severa, capturados en la patagonia
Argentina. En ausencia serologica y virologica de CV, se aisld6 RV en un guanaco recién
nacido con diarrea, de cada poblacion, y se detectd un 95% de los animales muestreados
seropositivos a RV (Parrefio et al., 2001). En Perl se detectd seropositividad para

coronavirus y rotavirus en alpacas (Rivera et al., 1987).

Virus parainfluenza 3 (VPI-3) vy virus sincicial respiratorio (VSR). Ambos virus

son agentes causales de enfermedad respiratoria en bovinos. Aunque no existen reportes de
casos de enfermedad con signos clinicos asociado a infeccion con VPI-3 o VSR, se ha
encontrado serologia positiva para estos virus en Perd (Rivera et al., 1987). Ademas se
cuenta con el registro, en el laboratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias
y Pecuarias de la Universidad de Chile, de un VPI-3 aislado de un guanaco de 8 meses

muerto con enfermedad respiratoria aguda (Celedon, 2003; comunicacion personal).

Virus de la de neumonia progresiva ovina (VNPQO). EI VNPO pertenece a una

especie viral de los retrovirus. Un estudio en Oregdn determind que 9 de 270 llamas
analizadas presentaban anticuerpos para el VNPO (Picton, 1993). En otro estudio
seroldgico conducido en una region del Pertd, donde existe la presencia del VNPO, en
alpacas que pastaban junto a ovejas, no se detectaron anticuerpos para el virus neumonia

progresiva ovina (Rivera et al., 1987).

Virus de la fiebre aftosa. La enfermedad ha sido descrita en alpacas en contacto

con bovinos afectados en un brote epizodtico en Perl. Las lesiones vesiculares observadas
se presentaron principalmente en la lengua. Los signos clinicos de la enfermedad, la
distribucion de las lesiones y los cambios patoldgicos fueron similares a los observados en
otras especies de animales domésticos, sin embargo algunas llamas y alpacas en las cuales
se pudo demostrar la presencia del virus en sus secreciones orales, no presentaron signos

clinicos de enfermedad, (Mancini, 1952; Moro, 1971a). De los estudios se concluye que los
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CS son mas resistentes a la infeccion viral que bovinos y ovinos (Mattson, 1994). En 1987,
se detect0 seropositividad para virus de la fiebre aftosa en alpacas del Perd, sin enfermedad

clinica (Rivera et al., 1987).

Virus estomatitis vesicular (VSV). Por infeccion experimental se ha demostrado
que las alpacas son susceptibles al VSV; los signos clinicos observados consisten en

pirexia transitoria y anorexia asi como aparicion de vesiculas en el sitio de inoculacion
(dorso de la lengua), no obstante, sefialar que los CS no se infectan con el VSV en forma
natural (Gomez, 1964). En Per( se detectd seropositividad para virus estomatitis vesicular

en alpacas (Rivera et al., 1987).

Virus del ectima contagioso ovino (VEC). Una especie de poxvirus responsable de

ectima contagioso de los ovinos, también infecta a los CS. Los CS afectados desarrollan las
lesiones proliferativas tipicas en la epidermis de las comisuras de la boca, las que pueden
extenderse al resto de la cara y periné (Moro, 1971b; Ramirez, 1971). La enfermedad puede
presentarse de curso mas cronico que en el ganado ovino y afectar, ademas, areas de la piel
de manera semejante a la infestacion por sarcoptes (Fowler, 1989). En Per( se detecto

seropositividad para virus ectima contagioso en alpacas (Rivera et al., 1987)

Virus de la lenqua azul (VLA). El orbivirus es el responsable de la lengua azul de

bovinos y ovinos. En Per, se establecié que el 21 % de 114 alpacas analizadas presentaron
anticuerpos para este virus (Rivera et al., 1987). En Oregon el 1,5 % de 270 Ilamas tuvieron
anticuerpos para este virus, en zonas donde el virus no se presenta de manera enzodtica en
el ganado bovino (Picton, 1993). No se ha detectado signos clinicos de la enfermedad en
alpacas y llamas adultas, asi como no se ha evidenciado efectos abortigenos ni

teratogénicos en infecciones fetales (Mattson, 1994).

Virus de la Influenza A. En Peru se detectd seropositividad para virus de influenza A

en alpacas (Rivera et al., 1987).
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Retrovirus. Por microscopia electronica y deteccion de actividad de transcriptasa
reversa, se detectd la presencia de retrovirus, en tejido pulmonar de una llama eutanasiada
que sufria de anorexia con pérdida de peso, rigidez de los miembros y anormalidades
hematoldgicas: anemia y linfopenia, asociandose la presencia del virus al efecto de inmuno

depresién (Underwood et al., 1992)

Virus del Oriente del Nilo (VON). Recientemente (Yaeger, 2002), reporta que en

el estado de lowa, Estados Unidos de Norteamérica, en una alpaca con signos clinicos de
torticolis, ataxia, postracion y quejidos, 3,5 dias previos a su muerte, se detectd la
presencia de genoma del VON en sus tejidos. También da cuenta de 2 llamas de
Connecticut en el afio 2000 y una en Massachussets, en el 2001, sin un estado clinico

conocido, fueron diagnosticadas como positivas a VON.

Virus diarrea viral bovina (VDVB). A través de estudios serologicos se ha

establecido que los CS son susceptibles a la infeccion con VDVB (Doyle y Heuschele,
1983; Motha y Tham, 1992). En Per(, de 117 alpacas que pastaban con ovinos y bovinos el
11% presento anticuerpos para el VDVB (Rivera et al., 1987); en Oregon de 271 llamas
procedentes de 21 rebafios, la presencia de anticuerpos estuvo en un 4,4% de los animales
(Picton, 1993); en tanto que en Chile de un total de 74 alpacas y 43 llamas procedentes de
distintos rebafios ubicados en la Regién Metropolitana en 10,8% de las alpacas y 14% de
las Ilamas, se pesquisé anticuerpos para el VDVB no habiéndose detectado seropositividad
para estos virus en 48 guanacos de la XII Regién, ni en 34 vicufias del altiplano de la |
Region (Celedon et al., 2001); en la mayoria de los casos, la infeccion podria atribuirse al
contacto con el ganado bovino ya que en ellos se describe una alta tasa de infeccion
demostrada por prevalencias seroldgicas que superan el 60 % (Reinhardt et al., 1990;
Celedon et al., 1996; 1997) o también por contacto con ganado ovino o caprino, donde
recientemente se conoce que ambas especies también se encuentran infectadas con el
VDVB (Miiller, 2003).
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Existen informes de aislamiento del virus desde llamas con excesiva descarga nasal
(Mattson, 1994) y desde llamas con diarrea (Evermann et al., 1993; Mattson, 1994). En
Chile se ha identificado la presencia del VDVB en alpacas, Ilamas y guanacos muertos sin
un diagnostico clinico, muertos con signos de enfermedad respiratoria, hembras que han
abortado y de animales sin signos clinicos de enfermedad, ubicados en la Region
Metropolitana, en tanto que no se identifico la presencia de pestivirus en muestras de
vicufas del altiplano de la | Region ni en guanacos de la XI1 Region (Celeddn et al., 2000).
En Chile, también se ha detectado la presencia de alpacas portadoras e inmunotolerantes al
VDVB en un rebafio que sufrio un brote de abortos (Arce, 2001). No obstante, en
Argentina, por inoculacion experimental de llamas, con aislados de VDVB, no se produjo
enfermedad, a la vez que la respuesta de anticuerpos seroneutralizantes fue pobre (Wentz et
al., 2003), apoyando esta experiencia esta lo observado por Mattson (1994), que sefiala que
los CS no son frecuentemente infectados con VDVB vy las alpacas y llamas serian
relativamente resistentes a la infeccion y/o el virus seria producido en baja concentracion

haciendo ineficiente el proceso de transmision viral en esta especie.

Virus herpes bovino tipo 1 (VHB-1). EI VHB-1, es agente causal de la rinotraqueitis

infecciosa bovina (RIB) en el ganado bovino, pero el rol del VHB-1 como causal de
enfermedades en CS no es claro. Por medio de serologia en Per( se logro establecer un 5 %
de seroprevalencia para alpacas que se encontraban en contacto con ganado bovino, (Rivera
et al., 1987). En Oregon, sélo 2 de 270 llamas fueron positivas a la deteccion de
anticuerpos para el VHB-1 (Picton, 1993). Mattson (1994), describe el aislamiento de
VHB-1 y la deteccion de éste a través de la prueba de anticuerpos fluorescentes desde tres
casos de bronconeumonia en llamas, y la deteccién de un caso de enfermedad neuroldgica
aguda con una marcada acumulacion perivascular de linfocitos en el tejido cerebral
consistente con el diagnostico de encefalitis difusa no supurativa . En Chile en una muestra
de 199 sueros de CS: 74 alpacas, 43 llamas, 48 guanacos y 34 vicufias; no se logré detectar

la presencia de anticuerpos seroneutralizantes para VHB-1 (Celeddn et al., 2001).
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Virus herpes equino tipo 1 (VHE-1). Existen antecedentes que hacen sospechar de la

infeccion con VHE-1 de alpacas y llamas, procedentes de Chile, en Nueva York, con
presentacion clinica de ceguera y otros signos neurologicos, debido al hecho de que un
virus serologicamente indistinguible al VHE-1 fue aislado desde tres alpacas y una llama,
clinicamente sanas, del rebafio. Se presume que la fuente de contagio fue una cebra, la que
estuvo en contacto con las alpacas y llamas, aproximadamente 45 dias previos a la
deteccidn de la enfermedad (Rebhun et al., 1988). Cerca del 20% de las alpacas y Ilamas
desarrollaron ceguera, con signos de disfuncion neuroldgica en 4 de los animales ciegos; de
éstos solo dos tuvieron resultados fatales asociados a la enfermedad. Las lesiones oculares
fueron variables, desde aquellas donde no se distinguia lesion ni anormalidades, hasta
severas corio-retinitis hemorragicas con desprendimiento de retina y vitritis. Tanto la corio-
retinitis como una neuritis del nervio optico retro-bulbar fueron establecidas como causales
de la ceguera evidenciada. De este brote, 6 alpacas fueron observadas por un periodo de 6
meses sin apreciarse variaciones en la manifestacion clinica. Apoya la participacion del
VHE-1, el hecho de que en un estudio posterior, tres llamas fueron experimentalmente
inoculadas con el VHE-1 aislado del cerebro de una alpaca con enfermedad neurolégica
severa (House et al., 1991), pudiendo confirmarse el potencial patogénico del virus, ya que
una murid, otra fue sacrificada en estado moribundo y la tercera sufrié una enfermedad
neuroldgica moderada. En los tres casos fue imposible replicar los signos de corio-retinitis
hemorréagicas, desprendimiento de retina, vitritis y neuritis del nervio optico retro-bulbar
con la consecuente ceguera. Lo mas importante de este estudio fue demostrar las
diferencias basicas entre la infeccion por VHE-1 en camélidos y equinos. En los CS el virus
replica en las células de la membrana mucosa de la cavidad nasal, desde donde adquiere
acceso al nervio olfatorio. La infeccidn progresa hasta el nervio 6ptico y sistema nervioso
central. En equinos, la replicacion inicial del virus seguida por la viremia o distribucién del
virus a traves del cuerpo se desarrolla por los macrofagos infectados. EI cuadro neurologico
que pueden realizar algunos equinos infectados, se debe principalmente a una vasculitis del
cordon espinal. Los signos clinicos usualmente incluyen paresia, paraplejia, e incontinencia

fecal o urinaria.
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Un estudio serologico efectuado en llamas, en Oregdn, que buscaba detectar la
presencia de anticuerpos para varios virus que afectan al ganado ovino, bovino y de
equinos, determind que s6lo una de 270 llamas analizadas fue positiva al VHE-1, sin

evidenciar signos clinicos de estar infectada (Picton, 1993).

Hasta la fecha, no existen reportes concernientes a la significacion etiologica que
pueda tener el VHE-1 como inductor de enfermedad fetal, muerte perinatal y aborto en CS,

como ocurre en el equino.

Bajo el concepto de que el VHE-4 esta estrechamente emparentado con el VHE-1,
siendo el responsable del cuadro respiratorio de rinoneumonitis en los equinos; y que
comparte antigenos comunes con el VHE-1 (Allen y Bryans, 1986), no se descarta la
posibilidad de que los CS también hagan infeccion con el VHE-4. Por otra parte, el virus
herpes asinino-3 (VHA-3), el virus del asno (Ficorilli et al., 1995); y el virus herpes equino
9 (VHE-9), virus aislado de gacelas Thomson (Gazella thomsoni) con encefalitis
fulminante (Fukushi et al., 1997), ademas de presentar antigenos comunes con el VHE-1,

también podrian compartir como hospederos a los CS.
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3. HERPESVIRUS

Familia Herpesviridae. Los herpesvirus se encuentran ampliamente distribuidos en
la naturaleza, de esta manera no solo afectan a mamiferos y aves, sino ademas a anfibios,
reptiles e insectos. Estos virus producen lesiones en el hombre y los animales, que van
desde erupciones vesiculares localizadas en epitelios superficiales, hasta dafio difuso y
generalizados en las mucosas de los tractos respiratorios, digestivos y genital. De modo
similar, el rango de lesiones puede ir desde proliferacion de células gigantes localizadas en
epitelio glandular a necrosis de higado, nodulos linfoides y otros tejidos; y desde dafio
neuronal especifico a meningoencefalitis difusa (Murphy et al., 1999).

Las enfermedades asociadas a la infeccién con los agentes pertenecientes a esta
familia, se presentan principalmente en condiciones de estabulacion, donde existe una
concentracion de animales que permite la transmision de las particulas viricas cuyas
caracteristicas dicen relacion con ser muy labiles fuera del organismo y que requiere para
su contagio el contacto fisico directo que conlleve la aposicion de epitelios himedos o a la
diseminacion de aerosoles respiratorios. De esta manera, en los sistemas productivos, sobre
todo aquellos de caracter intensivo, los estornudos y aerosoles de corto alcance son
importantes modos de transmision. (Murphy et al., 1999). Los herpesvirus estudiados hasta
la fecha son capaces de producir infecciones persistentes en su hospedador natural, dejando
la informacidn genética en estado de latencia al interior de la célula infectada, a partir de la
cual los virus se reactivan y diseminan periddicamente pudiendo hacerlo incluso en forma
continua. De esta forma las infecciones se perpetlan por generaciones sin necesariamente
producir enfermedad con manifestacion clinica en todos los animales infectados (Murphy et
al., 1999).
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Clasificacion de la familia Herpesviridae. La familia Herpesviridae presenta
divisiones basadas en las propiedades bioldgicas de los virus que la componen, de esta

manera se han establecido tres subfamilias: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae y

Gammabherpesvirinae (Murphy et al., 1995).

La subfamilia Alphaherpesvirinae se caracteriza porque sus miembros poseen un
rango variable de huéspedes, son altamente citopaticos, presentan un ciclo replicativo corto
y frecuentemente establecen una infeccion latente en los ganglios nerviosos (Murphy et al.,
1995).

Muchos alphaherpesvirus producen lesiones localizadas, principalmente en la
mucosa de los tractos respiratorios y genital o de la piel, caracterizada por la produccion
secuencial de vesiculas, pustulas y uUlceras superficiales que se recubren de una
pseudomembrana, las cuales se curan normalmente tras 10 a 14 dias sin que se formen
costras. La infeccion generalizada por alphaherpesvirus se caracteriza por la presencia de
focos necréticos en casi todos los 6rganos Yy tejidos en los animales infectados menores de
tres meses y en ausencia de inmunidad conferida por los anticuerpos maternos. En animales
de mayor edad, la viremia asociada a células mononucleares permite la transmision del
virus a través de la placenta produciendo aborto y lesiones necréticas diseminadas en el
feto (Murphy et al., 1995).

La subfamilia Betaherpesvirinae estd integrada por virus citomegalicos de
crecimiento lento, no producen lisis celular y que hacen latencia en las glandulas
secretorias, tejido linforeticular y rifion. Se incluyen los citomegalovirus del hombre y
diferentes especies domésticas que aunque las infecta, no representa enfermedad clinica a
excepcion del cerdo donde se produce un cuadro respiratorio asociado a rinitis (Murphy et
al., 1995).
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La subfamilia Gammaherpersvirinae estd formada por virus que infectan linfocitos
donde hacen latencia. Algunos estan asociados con transformacién oncogénica de los
linfocitos (Murphy et al., 1995). En esta ultima subfamilia se encuentra el virus herpes
humano Epstein — Barr (virus herpes tipo 4), varias especies virales que infectan a
primates, el virus herpes ovino tipo 2 causante de la fiebre catarral maligna del bovino,
virus que infectan a cérvidos, o a pequefios roedores, entre otros (Murphy et al., 1995).

Dentro de cada una de las subfamilias virales se han podido establecer géneros, en

base a sus caracteristicas gendmicas y antigenicas.

Propiedades de los herpesvirus. En cuanto a las propiedades de los herpesvirus, el
virion tiene un tamafio aproximado de 150 nm y posee una envoltura. EI ADN se encuentra
rodeado por la capside de 100 nm de didmetro que presenta simetria icosaéedrica,
compuesta por 162 capsémeros: 150 hexameros y 12 pentdmeros (Murphy et al., 1995).

Alrededor de la cépside existe una capa de material globular conocida como
tegumento, rodeada por una estructura lipoproteica tipica en la que se localizan los
peplomeros glicoproteicos. Debido a la naturaleza de la envoltura, el viridn es ligeramente
pleomorfico y su didmetro puede variar desde los 120 a 200 nm. La particula virica
contiene mas de 30 proteinas estructurales, de las cuales 6 de ellas se encuentran en la
nucleocépside y 2 de éstas asociadas al ADN. Al menos 12 glicoproteinas estan ubicadas en
la envoltura, algunas se proyectan como peplémeros; son responsables de la adsorcion del
virus a la célula que van a infectar; presentan antigenos que son comunes a otros miembros
de la familia; presentan antigenos que son propios para la especie viral; y participan como
antigenos neutralizables en la respuesta inmune mediada por anticuerpos
(Murphy et al., 1999).
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El genoma de los herpesvirus se compone de una molécula de ADN lineal de doble
cadena. Esta molécula ADN es altamente variable entre las diferentes especies virales, tanto
en su composicion, tamafio y estructura, pudiendo incluso alcanzar porcentajes de guanina
mas citosina (G+C) entre el 32 y 74 %, variabilidad que sobrepasa con mucho a la

observada en el ADN de todos los eucariontes.(Murphy et al., 1995).

A través del estudio con enzimas de restriccion, se han podido elaborar mapas
fisicos basados en el patron de fragmentos de ADN digeridos con las endonucleasas de
restriccion. Esto ha permitido demostrar la existencia de tipos virales que producen
enfermedades relacionadas (Murphy et al., 1999).

En cuanto a la replicacién viral, probablemente tanto los gammaherpesvirus como
los betaherpesvirus, siguen el patron de los alphaherpesvirus, donde éste tras su adsorcion
a los receptores de las células del hospedador por medio de las glicoproteinas de los
peplomeros de la envoltura, la nucleocapside penetra en el citoplasma mediante la fusién
de la envoltura de la membrana celular o a través de vacuolas fagociticas. En ese momento
es cuando se libera de la nicleo capside un complejo ADN — proteina que pasa al nucleo de
la célula infectada (Murphy et al., 1999).

La polimerasa Il dependiente del ADN celular, transcribe al menos tres clases de
ARN (alpha, beta y gamma) segin una secuencia coordinada y regulada. De esta forma,
cuando el ARN alpha (inmediato) es procesado adecuadamente a ARNm, se traduce en la
formacion de proteinas que inician la transcripcion del ARNm beta (precoz) que
determinan la generacién de proteinas beta, las cuales terminan con la transcripcion del
ARNmM alpha. EI ARN en ese momento comienza la transcripcion del ADN virico, en el
cual se utilizan algunas proteinas alphas y betas (las cuales en su gran mayoria son
enzimas), asi como proteinas propias de la célula hospedadora. De esta manera, el
programa de transcripcién se pone en marcha de nuevo y el resultante ARNmM gamma

(tardio), transcrito a partir de secuencias distribuidas por todo el genoma, se traduce en
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proteina gamma (las cuales en su gran mayoria son estructurales). Durante este proceso, se

traducen mas de setenta proteinas codificadas por el virus (Murphy et al., 1999).

A través de un mecanismo de “circulo rotatorio”, el ADN virico se replica en el
nucleo orientandose el genoma de forma circular mediante la unién de las secuencias
terminales. EI ADN recién sintetizado es introducido dentro de capsides inmaduras
preformadas. Tanto la sintesis de ADN, ARN vy proteinas celulares, se reduce a medida que
comienza la biosintesis virica, cesando tres a cinco horas después de iniciada la infeccion
(Murphy et al., 1999).

La maduracién conlleva a la encapsidacion del ADN en nucleocépsides asi como a
la asociacion de éstas con zonas alteradas de la porcidn interna de la membrana nuclear. De
esta manera, la nueva particula viral, adquiere su envoltura en el proceso de salida del
nucleo, pudiendo producir cada célula infectada hasta 105 nuevas particulas virales. Los
viriones maduros se acumulan dentro de vacuolas citoplasmaticas pudiendo ser liberadas
lentamente a través de fusién de membranas vacuolares, exocitosis o bien mediante la lisis
de la célula (Murphy et al., 1999).

Infecciones por herpesvirus en equinos. Los equinos pueden hacer infeccion con

cinco virus herpes diferentes; el virus herpes equino tipo 1 (VHE-1), el virus herpes
equino tipo 3 (VHE-3) y el virus herpes equino tipo 4 (VHE-4) pertenecientes a la
subfamilia Alphaherpesvirinae, que producen cuadros clinicos de importancia. El virus
herpes equino tipo 2 (VHE-2) y el virus herpes equino tipo 5 (VHE-5) que pertenecen a la
subfamilia Gammaherpesvirinae, no tienen mayor importancia desde el punto de vista
clinico (Murphy et al., 1999).

La infeccion por VHE-3 provoca el exantema coital equino. Este herpesvirus no
presenta reacciones cruzadas con otros virus de la familia demostrado mediante la técnica
de neutralizacion aunque comparte algunos antigenos con VHE-1 demostrable por fijacion

del complemento e inmunofluoresencia (Murphy et al., 1999).
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El exantema coital equino es un proceso agudo Yy generalmente benigno,
caracterizado por la formacién de lesiones pustulares y ulcerativas sobre la mucosa vaginal
y el vestibulo, region perineal y ocasionalmente en los pezones de las hembras; sobre la piel
del pene y prepucio en el macho. El curso de la enfermedad es extremadamente agudo con
un periodo de incubacion tan corto como 2 dias y una curacion completa tras 14 dias en
ausencia de complicaciones. En aquellos ejemplares donde la vulva, pene y prepucio es de
color negro, permanecen de por vida puntos despigmentados, poniendo en evidencia la
presencia de portadores potenciales. A pesar de que las lesiones genitales son extensas,
pueden facilmente pasar desapercibidas. Tanto el aborto como la infertilidad no han sido
asociadas con VHE-3 de manera natural. Ademas del exantema, puede producir infecciones
subclinicas en caballos jovenes y ha sido aislado a partir de lesiones vesiculares localizadas

en los ollares de potros en contacto con yeguas infectadas (Murphy et al., 1999).

El VHE-4 es considerado como el agente méas importante de procesos respiratorios
agudos en caballos jovenes hasta el primer afio de edad. Este produce fiebre, anorexia y una
profusa descarga nasal serosa que posteriormente pasa a mucopurulenta. La mayoria de los
afectados se recuperan totalmente y son frecuentes las infecciones leves o subclinicas.
Tanto la presentacion de bronconeumonia y muerte de potrillos se asocia a condiciones de
estrés, hacinamiento e infecciones secundarias por falta de higiene. Como fuente de virus y
contaminacion se considera a los animales adultos, que eliminan tras la reactivacion de
virus latentes. Los anticuerpos inducidos por VHE-4 reaccionan frecuentemente con el
VHE-1 y viceversa (Murphy et al., 1999).

Infeccion por VHE-1 en equinos. EI VHE-1 es la principal causa de abortos en los

équidos, que pueden presentarse como epizootias y que ocasionalmente produce
rinoneumonitis. También se le considera causante de mortalidad perinatal y algunas cepas
producen encefalitis de forma esporadica (Campbell y Studert, 1983). La ubicacién del
virus de la rinoneumonitis equina en la familia de los herpesvirus se basé en estudios
comparativos de la morfologia viral y de las caracteristicas bioquimicas y biologicas con el

virus herpes simplex humano, preliminarmente catalogado como tal, denominandosele
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como VHE-1, siendo el caballo y la mula las especies mas susceptibles a la infeccién

natural (Allen y Bryans, 1986).

La primera presentacion clinica observada fue a comienzos de 1922, afio en el que
se presentd un gran brote de abortos equinos en Kentucky (Estados Unidos de
Norteamérica) (Dimock y Edwards, 1933). En la década del 30 se asoci6 el aborto con la
presentacion respiratoria, al observar que las hembras equinas prefiadas abortaban meses
después del cuadro clinico respiratorio. Por diversos estudios se logré demostrar que los
agentes causantes de los abortos y de la enfermedad respiratoria eran semejantes (Doll et
al., 1954). La asociacién entre el VHE-1 y mieloencefalitis se reportd por primera vez en
1966, cuando se aislo el virus de tejido nervioso de animales con paralisis (Saxegaard,
1966). La presentacion de cuadros encefaliticos ha sido reportada cada vez con mayor
frecuencia, en forma independiente o asociada a cuadros respiratorios (Berrios y Celeddn,
1992; Perl et al., 1997).

La rinoneumonitis equina en su presentacion respiratoria cursa como una
enfermedad epidémica especialmente en la poblacion de potrillos después del destete y
durante los meses de otofio e invierno, en su primer afio de vida. El periodo de incubacién
es de 2 a 10 dias. Existe fiebre, congestion nasal y de la membrana mucosa conjuntival,
rinitis serosa, faringitis, traqueobronquitis, anorexia, posteriormente descarga nasal
mucopurulenta y tos. Las infecciones bacterianas secundarias, generalmente por
estreptococos, pueden producir complicaciones graves como neumonias, pleuritis y
enteritis. Los casos no complicados se resuelven en forma natural entre 4 y 8 dias
(Campbell y Studdert, 1983). Desde un punto de vista patoldgico, en la enfermedad
respiratoria se observa edema, congestion y petequias en la membrana mucosa nasal;
hiperplasia linfoide en la faringe; petequias en los nddulos linfaticos regionales y pequefias

areas de consolidacién en los l6bulos apicales del pulmon (Campbell y Studert, 1983) .
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El aborto ocurre en forma espontanea, sin signos previos. La muerte del feto ocurre
poco antes del aborto, de manera que el feto no estd descompuesto, lo que facilita el
diagnostico. El aborto puede ocurrir entre los 14 y 120 dias después de la infeccion con el
VHE-1; la mayoria de los abortos se produce entre los 6 y 11 meses de gestacion, siendo el
10° mes el méas comun (Doll y Bryans, 1962). El feto abortado presenta frecuentemente
decoloracion amarillenta en zonas blancas de la piel, membranas mucosas y principalmente
cascos. En el 90 % de los fetos se presenta edema de los pulmones y aumento del liquido
pleural. También hay edema subcuténeo, y acumulacion de liquido en la cavidad peritoneal,
lo que distiende el abdomen. A veces se observa hemorragias en el pericardio, peritoneo y
submucosa intestinal (Westerfield y Dimock,1946).

En brotes de abortos que se producen tardiamente en la época de pariciones, nacen
potrillos infectados débiles, que mueren dentro de las 24 horas, con severos signos
respiratorios; algunos nacen sanos para enfermar y morir 2 a 3 dias después. Las lesiones
macroscopicas mas llamativas se ubican en los pulmones que aparecen voluminosos y
firmes, observandose alveolitis no supurativa, bronquitis y bronquiolitis necrotizante
(Hartley y Dixon, 1979).

El sindrome neurolégico se puede presentar en animales de cualquier edad
apreciandose, después de un periodo de incubacion de 7 dias, incoordinacion, ataxia o
imposibilidad de mantenerse en pie. El mecanismo patogénico del VHE-1 en el sistema
nervioso central no es bien comprendido. Este virus no es neurotrdpico. Las lesiones
primarias afectan al endotelio de los vasos sanguineos del sistema nervioso central,
provocando vasculitis, hemorragias y trombosis; las areas de necrosis que se observan en
cerebro y médula serian secundarias a estas alteraciones vasculares (Stierstorfer et al.,
2002)

Infeccién por VHE en Chile

24



En Chile, la rinoneumonitis equina se reportd por primera vez en el Gltimo trimestre
de 1969, con un gran brote de abortos que duré hasta 1976, causando serias pérdidas
economicas en la hipica nacional. El uso sistematico de una vacuna preparada con virus
vivo modificado, iniciado con carécter experimental a fines de 1974 y continuado desde
1976, con la autorizacién oficial del Servicio Agricola y Ganadero, es coincidente con la
disminucion gradual de los casos de abortos registrados en la zona central del pais.
Solamente en 1984 se detectd la enfermedad en la zona sur, al aislarse el VHE-1 desde
casos de abortos ocurridos en Victoria, IX regién. (Berrios y Celeddn, 1992). A la fecha no

hay otras descripciones referidas a virus herpes en el ganado equino en el pais.

El poder identificar si existe infeccion por un virus antigénicamente relacionado al
VHE-1 en los CS del pais, tiene importancia tanto para la determinacion de estos como
posibles reservorios de la enfermedad para el ganado equino, asi como el aportar
antecedentes y contribuir al conocimiento de las patologias que pueden afectar a los CS en
Chile.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Existe infeccion por virus antigénicamente relacionados al virus herpes equino tipo

1 (VHE-1) en camélidos sudamericanos en el pais.

OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento acerca de las patologias que afectan a camélidos

sudamericanos en Chile.

OBJETIVO ESPECIFICO

Detectar la presencia de anticuerpos seroneutralizantes para virus antigénicamente

relacionados al virus herpes equino tipo 1 (VHE-1) en camélidos sudamericanos en Chile.
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MATERIAL Y METODO

MUESTRAS

Asumiendo que el 1% de los animales de la poblacion de CS en Chile poseen
anticuerpos seroneutralizantes para el VHE-1; trabajando con un 95% de confianza, para
encontrar a lo menos un animal positivo, se determind un tamafio minimo de 149 muestras
de CS (Thrusfield, 1986). El total real de muestras analizadas correspondié a 204 sueros, de
los cuales 98 pertenecen a alpacas; 37 a guanacos ; 44 a llamas y 25 a vicuias,
procedentes de 14 rebafios de las Regiones I, 1V, V, XII y Metropolitana, encontrandose
conservados en volumen de 0,5 a 1 ml en tubos Eppendorf ® a -20° C y previamente
inactivados en la Unidad de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
de la Universidad de Chile, hasta el momento de realizar la prueba de seroneutralizacién
(Cuadro N° 1).

PRUEBA DE SERONEUTRALIZACION

La seroneutralizacion, dilucion punto final (SNDPF) consiste en mezclar el suero

problema de cada animal, en diluciones base dos, con una cantidad fija de virus, 100 dosis
infectantes cultivo de tejido 50% (100 DICT50). La capacidad del suero para impedir la
multiplicaciédn viral sobre un cultivo celular susceptible de ser infectado se expresa como la
ausencia de efecto citopatico sobre las células. Asi que, si el suero no posee anticuerpos
seroneutralizantes para el virus, se produce la lisis celular por accién de las 100 DICT50 del
virus. Si se inhibe la accion viral, la capacidad neutralizante del suero demuestra la

presencia de anticuerpos, pudiendo dicha capacidad ser cuantificada (Schmidt, 1964).

Células. Para la ejecucion de la prueba de seroneutralizacion se emple0 la linea
celular Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) (Shannon, 1972), la cual se cultivo en Medio
Esencial Minimo (MEM) (GIBCO BRL® Cat N° 61100-053), adicionado con un 0,2 % de
bicarbonato de sodio; 100 ug de estreptomicina y 100 U.l. de penicilina por cada ml de
medio; y ajustado a pH 7,0 con &cido clorhidrico 0,1 N. Como factor de crecimiento

celular se uso suero fetal bovino comercial gamma irradiado (GIBCO BRL® Cat N°
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98-4018DJ) a una concentracion de un 8%.

Cuadro N° 1

Procedencia y numero de muestras de sueros de camélidos sudamericanos
recolectadas para pesquisar la presencia de anticuerpos seroneutralizantes para el

virus herpes equinotipo 1

Especie Procedencia Region N° de
muestras
Alpaca Predio Al Metropolitana 10
Predio A2 Metropolitana 2
Predio A3 Metropolitana 3
Predio A4 Metropolitana 60
Predio A5 \% 7
Predio A6 Metropolitana 16
Total 98
Guanaco |Predio G1 v 2
Predio G2 XIl 35
Total 37
Llama PredioLL1 Metropolitana 3
PredioLL2 Metropolitana 11
PredioLL3 Metropolitana 23
PredioLL4 Metropolitana 5
PredioLL5 Metropolitana 2
Total 44
Vicufa Predio V1 I 25
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Virus. Se emple6 una cepa de referencia de uso para diagnéstico de anticuerpos de
VHE-1 en equinos (aportados gentilmente por el Servicio Agricola y Ganadero, Ministerio
de Agricultura); la cual se cultivd y se midio su capacidad de infeccion en la linea celular

MDBK, almacenandose en alicuotas dispuestas en tubos criogénicos a -60°C.

Para la titulacion viral se realizaron diluciones, de la suspension viral, en base 10
desde 1:10 a 1:10° agregandole 25 ul de cada dilucién viral en cada uno de dos pocillos de
una microplaca (CELLSTAR ®) de 96 pocillos, de fondo plano que contenia 25 ul de
MEM. Luego se adicionaron 50 ul de una suspension de células en una concentracion de
200.000 células por ml de MEM adicionado de un 16% de suero bovino. La microplaca se
incubd a 37° C por 72 horas, en un ambiente con un 5% de CO», haciéndose observaciones
microscopicas diarias para registrar los pocillos con efecto citopatico (Schmidt, 1964). La
presencia del virus se evidencid por el tipico efecto citopatico de los herpesvirus, de
englobamiento y lisis celular, el que se observé a partir de las 24 horas de incubacion y
aumento progresivamente en el tiempo hasta alrededor de las 72 horas. El titulo del virus se
calcul6é por el método de Reed y Miench (1938), y corresponde a la dilucion viral que
produce efecto citopatico en el 50 % de la poblacién de pocillos celulares y representa 1
DICT 50.

Técnica de Seroneutralizacién Dilucién Punto Final (SNDPF)

La prueba SNDPF se realiz6 en microplacas -(CELLSTAR ®) de 96 pocillos, de
fondo plano- haciéndose diluciones al doble de los sueros en prueba. Las diluciones
comprendieron el rango de 1:2 a 1:64 en MEM en volumen de 25 ul. Cada dilucion de
suero (en duplicado) se enfrenté a 100 DICT50 de VHE-1 contenidas en 25 ul de MEM.
Después de incubar la mezcla suero-virus a 37°C por una hora se adicionaron 50 ul de una
suspension de células en concentracion de 200.000 celulas por ml de MEM con un 15% de
suero fetal bovino (Schmidt, 1964).
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La microplaca, una vez sellada con Parafilm ® se incub6 por 3 dias a 37° C en un
ambiente con un 5 % de CO2. Paralelamente a la ejecucion de la prueba, se realizaron
controles del titulo viral, de las dosis virales empleadas, de la citotoxicidad de los sueros
problema, de la viabilidad celular y se titularon sueros de referencia, uno desprovisto de
anticuerpos para el VHE-1 y uno con un titulo conocido de anticuerpos para el VHE-1, a

modo de control negativo y positivo, respectivamente. (Schmidt, 1964).

Se realizaron observaciones diarias de las monocapas celulares en los pocillos,

registrando aquellos que presentaban efecto citopatico.

Todos los sueros que presentaron capacidad de neutralizar al virus, fueron re-
evaluados, a modo de confirmar resultados y definir el titulo final de neutralizacion,

haciéndose diluciones en base dos desde 1:2 a 1:512.

Analisis de resultados
Los resultados se presentaron mediante distribuciones de frecuencias y los titulos
promedios de los animales positivos se analizaron mediante anélisis de varianza y

comparaciones multiples de Sheffé (Guenther, 1964).
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RESULTADOS Y DISCUSION

De las 204 muestras de CS analizadas, 52 (25,5 %) presentaron anticuerpos
neutralizantes para el VHE-1, valor que podria ser mas alto, ya que en ocasiones puede no

detectarse anticuerpos despues de una infeccion primaria (Murphy et al., 1999).

Con este resultado se puede asumir que el 25,5% de los CS estudiados han hecho
infeccion con el VHE-1 o el VHE-4 (antigénicamente relacionado), o ambos. También se
da la posibilidad que estén infectados con otro virus herpes que comparte antigenos
neutralizables con el VHE-1, como el herpes virus asinino 3 (HVA-3), aislado de asnos
(Ficorilli et al., 1995) o el virus herpes equino 9 (VHE-9), aislado de gacelas Thomson
(Gazella thomsoni) (Fukushi et al., 1997), a pesar de que la infeccidn por estos virus no ha
sido detectada en el pais. Es importante el considerar la posibilidad de que estos resultados
nos permitan evidenciar la presencia de un virus herpes propio de los CS y antigénicamente
relacionado al VHE-1.

Para la poblacion equina se dispone de un ELISA comercial tipo especifico, que
permite diferenciar anticuerpos para VHE-1 y VHE-4 (Crabb et al., 1995), pero
técnicamente este ELISA no es aplicable a los CS ya que se encuentran disefiados

especificamente para anticuerpos de origen equino.

Los antecedentes existentes en relacién a infecciones naturales en equinos, se han
realizado con la técnica de ELISA tipo especifico, encontrandose valores de 25 a 30% de
animales con anticuerpos para el VHE-1 (Crabb et al., 1995; Gilkerson et al., 1998;
Gilkerson et al., 1999; Foote et al., 2003); si bien los resultados obtenidos por dicha técnica
no son del todo comparables con los obtenidos a través de la SN, estos valores son
concordantes a los pesquisados en este estudio, lo que podria dar sefiales de un
comportamiento similar de la difusion del virus en los CS a como ocurre en los equinos.

Se debe considerar que los anticuerpos neutralizantes, pueden estar dirigidos a los
epitopes neutralizables comunes de los VHE-1, VHE-4, VHA-3 o0 VHE-9 y los estudios

que tienen a diferenciar al VHE-1 del VHE-4 empleando la prueba de seroneutralizacion
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(Thompson et al., 1976; Burrows et al., 1984; Fitzpatrick y Studdert, 1984; Mumford y
Bates, 1984; Edington et al, 1985), entregan resultados contradictorios, haciendo imposible
una interpretacion razonable, de tal modo que para conocer que tipo de virus herpes esta
infectando a la poblacion de CS, es necesario obtener un aislado viral y hacer los estudios
correspondientes para su identificacion empleando anticuerpos monoclonales o por el
analisis electroforético de su genoma sometido a tratamiento con diferentes enzimas de

restriccion (Allen y Bryans 1986).

Considerando la cantidad de animales, por cada especie, que presentaron
anticuerpos para el VHE-1, de las 98 alpacas, 19 (19,4 %) fueron positivas; de las 44
Ilamas, 10 (22,7 %) fueron positivas; de los 37 guanacos, 9 (24,3 %) fueron positivos; y de
las 25 vicuiias, 14 (56 %) fueron positivos; con titulos promedios de los animales que

presentaron anticuerpos entre 6,1 y 17(Cuadro N° 2).

Cuadro N° 2.

Muestras positivas a anticuerpos Seroneutralizantes por especie de Camélidos
Sudamericanos para Virus Herpes Equino 1 y Titulos Promedios de los sueros

positivos
Camélidos N° de muestras Positivas Titulo Titulo
Sud-americanos N° % |promedio® Min - max®
Alpaca 98 19 19,4 6,1 2,8 - 45
Llama 44 10 22,7 12,0 2,8 -180
Guanaco 37 9 24,3 12,0 40 - 16
Vicufa 25 14 56,0 17,0 4,0 - 89
Total 204 52 25,5 10,0 2,8 - 89

° Titulo expresado como el reciproco de la dilucidn de suero que neutraliza al 50% de 100 DICT50

Los titulos de anticuerpos neutralizantes obtenidos por la prueba DPFSN, oscilaron
entre 2,8 y 180 con distribucion de frecuencias relativamente similares (Cuadro N° 3),
siendo el promedio de los sueros positivos de 10. El promedio de los sueros positivos para
las alpacas fue 6,1; para las llamas 12; para los guanacos 12 y para las vicufias 17,
detectandose diferencias significativas (p< 0,05) entre el promedio de vicufias con alpacas,

no detectandose otras diferencias entre los promedios (Cuadro N° 2).
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En comparacion con la respuesta inmune generada por anticuerpos neutralizantes
para el VHE-1 en la poblacion equina, en este estudio se encontraron algunos valores méas
altos que los encontrados en equinos del pais, producto de infecciones naturales por VHE-1
y/o VHE-4 y por vacunacion con VHE-1 (Berrios y Celedon, 1992), pero estan en el rango
de titulos detectados en equinos de otras latitudes, producto de infecciones naturales
(Thomson et al., 1979; Bryans, 1980; Sugiura et al., 1997; Ruitenberg et al., 2000), y
producto de vacunaciones (Dutta y Shipley, 1975; Purdy et al., 1978; Bryans, 1980;
Crandell et al., 1980; Ruitenberg et al., 2000; Fitzpatrick y Studdert, 1984; Patel et al.,
2003)

Cuadro N° 3.

Distribucién de frecuenciade Titulos de Anticuerpos Seroneutralizantes por especie
de Camélidos Sudamericanos parael Virus Herpes Equino 1

Titulo® Alpacas Llamas Guanacos Vicuias Total
<2°° 79 34 28 11 152
2,8 2 1 0 0 3
4,0 8 3 2 2 15
5,6 3 0 0 1 4
8,0 1 2 0 0 3
11,0 3 0 3 4 10
16,0 0 1 4 2 7
23,0 1 0 0 0 1
45,0 1 2 0 4 7
89,0 0 0 0 1 1

180,0 0 1 0 0 1
Total 98 44 37 25 204

° Titulo expresado como el reciproco de la dilucidn de suero que neutraliza al 50% de 100 DICT50
°° Muestras de suero diluidas al doble y que no neutralizan el virus fueron registradas como negativas

Suponiendo que la respuesta inmune de los CS es similar a la de los equinos, donde
se alcanzan titulos maximos aproximadamente a las 3 semanas después de la infeccion,
manteniéndose durante 4 a 5 meses y luego disminuyen hasta desaparecer entre los 6 y 12

meses, en ausencia de reactivacion del virus en latencia (Allen y Bryans, 1986); los
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antecedentes antes sefialados indicarian que estos animales presentaron infecciones
recientes con el virus ; o bien podria tratarse de una respuesta inmune diferente. Al
respecto, cabe considerar que cuando en Nueva York alpacas chilenas fueron afectadas con
ceguera y encefalitis asociada con infeccion con un virus herpes indistinguible de VHE-1,
muestras pareadas de suero indicaron titulos contra VHE-1 que ascendieron de 4 a 192

(Rebhun et al., 1988), valores que estan en el rango detectado en este estudio.

Es preciso sefialar que el empleo de una cepa homologa al virus actuante permitiria
conocer con mayor precision los niveles de anticuerpos en los CS, en consideracion a que
ademas de haber diferencias antigénicas entre los diferentes tipos de virus herpes equinos
(Fitzpatrick y Studdert, 1984), también se ha detectado variabilidad antigénica entre
aislados de un mismo tipo, especialmente para el VHE-1 (Thomson et al., 1976; Turtinen et
al., 1981; Celedon et al., 1992).

La deteccién de un mayor nimero de reaccionantes, con los mayores titulos de
anticuerpos, en las especies silvestres (vicufias y guanacos) que se encontraban en sus
ambientes naturales, en relacion con las especies domésticas (alpacas y llamas) que se
encontraban en cautiverio en contacto con el ganado doméstico, llevaria a apoyar la
sospecha de que la seropositividad seria atribuible mas bien a infecciones con un virus de la
especie 0 a traspaso del virus desde otras especies desde tiempos pasados, manteniéndose el
virus en la poblacién de CS por generaciones, mas que a un traspaso del virus desde la
poblacién equina en tiempos recientes. Esto es diferente a lo detectado en las mismas
muestras de suero, en referencia a la infeccion con pestivirus, donde se detectd que sélo las
especies domeésticas, alpacas y llamas, tuvieron anticuerpos para el virus de la diarrea viral
bovina (Celedon et al., 2001).

En cuanto a la distribucion geogréafica de los CS que presentan anticuerpos para el
VHE-1, se pudo detectar en alpacas y llamas de 3 rebafios de la Region Metropolitana, en
vicufas del altiplano de la I Region y en guanacos de la IV y X1l Regiones, observandose
una amplia distribucién en el territorio nacional, a pesar del escaso niUmero de muestras

analizadas.
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Con estos resultados no es posible atribuir un rol patégeno al virus que esta
infectando a los CS, ya que en la mayoria de los casos los sueros fueron obtenidos de
animales sin registros clinicos de haber sufrido enfermedades, a excepcion de 4 llamas
seropositivas procedentes de un predio donde se presenté muerte subita en un rebafio de 45
hembras con una mortalidad cercana al 20% Yy so6lo se observd, previo a los decesos,
hipertermia asi como lesiones muy hemorragicas en el intestino de los ejemplares muertos.
Cabe destacar que de algunos animales de dicho rebario se aislé un pestivirus, haciéndose

con estos datos imposible el conocimiento del agente causal de dicha manifestacion clinica.

Finalmente, frente a los antecedentes que: 1) CS de diferentes regiones del pais se
han infectado con un virus que comparte antigenos comunes con el VHE-1; 2) en Estados
Unidos un virus similar al VHE-1 ha provocado manifestaciones clinicas graves, que ha
Ilevado a la muerte de CS; 3) el VHE-1 y virus herpes antigénicamente relacionados con él,
son patégenos importantes para la poblacion equina; 4) alpacas y llamas del altiplano
chileno tienen una alta mortalidad en las crias y baja natalidad relacionada con un alto
porcentaje de abortos, y signologia de enfermedad respiratoria, con desconocimiento del
agente causal y posiblemente atribuible a virus herpes; 5) el desconocimiento del rol
patdgeno de este virus para los CS y la posibilidad de servir estos como reservorio y por lo
tanto fuente de infeccion para otras especies silvestres y/o domésticas, permiten presumir la
importancia de proseguir con la busqueda, identificacién y conocimiento del rol patdégeno
de este agente, por las implicancias socioeconomicas que una infeccion con manifestacion
clinica puede presentar, especialmente, para las comunidades que hacen uso del recurso de
CS.
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CONCLUSION

Los CS del pais: alpacas, llamas, guanacos y vicufias poseen anticuerpos que
neutralizan la capacidad infectante del VHE-1, lo que lleva a concluir que en Chile los
camélidos sudamericanos estan infectados con un virus que comparte antigenos comunes
con el VHE-1.

1. Los CS de Chile poseen anticuerpos neutralizantes contra el VHE-1.

2. En Chile, los CS estan infectados con VHE-1 o un virus que comparte antigenos
comunes con el VHE-1.

3. Los titulos de anticuerpos neutralizantes contra VHE-1 encontrados en los CS en Chile,
fueron similares a los niveles de anticuerpos neutralizantes encontrados en equinos en otras
regiones del mundo.

4. La deteccion de un mayor nimero de animales infectados en las especies silvestres
(guanacos y vicufias) que en las especies domésticas (alpacas y llamas), lleva a pensar en
una infeccion endémica en la poblacion de CS, mas que producto de la infeccion directa

desde la poblacion equina.
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