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ABREVIATURAS

ACM(s) anticuerpo(s) monoclonal(es)

BB1-5 buffer bloqueo 1-5 % leche descremada
BVH-1 herpesvirus bovino-1

BSA seroalbumina bovina

cpm cuentas por minuto

DICT 50/mi dosis infecciosa cultivo de tejidos 50/ml

E temprana

EDTA acido etilendiamino tetraacetico

EHV herpesvirus equino

[ glicoproteina

HSV virus herpes simplex

IB inmunoblotting

IBR rinotraqueitis infecciosa bovina

IE inmediatamente lemprano

Ig inmunoglobulina

IP inmunoprecipitacion

IP1 inmunoperoxidasa indirecla

LA Los Angeles (cepa respiratoria prototipo BHV-1.1)
L tardio

LT linfocitos T

MDBK Madin Darby Bovine Kidney (linea celular)
MEM medio esencial minimo

PAP peroxidasa antiperoxidasa

PM peso molecular

PRV virus de la pseudorabia

SDS dodecilsulfalo de sodio

SDS-PAGE electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida

en presencia de dodecilsulfalo de sodio

vp polipeptido viral



I. INTRODUCCION

El interes en el estudio de los herpesvirus bovinos tipo 1 (BHV-1), se origina en su considerable
importancia economica. difusion y capacidad para establecer infecciones latentes.

Los virus herpes, miembros de la familia Herpesviridae, subfamilia alfa herpesvirinae. son
frecuentes agentes de enfermedades de los bovinos, afectando la produccion en terminos de

mortalidad, morbilidad y complicaciones con otras patologias infecciosas.

[.1. CUADROS CLINICOS Y CARACTERISTICAS ANATOMO-PATOLOGICAS
PRODUCIDAS POR BHV-1

Las manifestaciones clasicas de una infeccion con BHV-1 son la rinotraqueitis infecciosa bovina
(IBR) y la vulvovaginitis pustular infecciosa (IPV). El virus invade los tractos respiratorio y
genital, causando, rinotraqueitis y vulvovaginitis y balanopostitis en hembras y machos
respectivamente. A diferenciade laJPV, la IBR puede ser una enfermedad severa, particularmente
cuando el cuadro presenta complicaciones bacterianas (Yates, 1982). Mientras las infecciones
genitales son de naturaleza local y se caracterizan por no dejar secuelas, la infeccion del tracto
respiratorio puede asociarse a conjuntivilis y secundariamente a abortos. casos raros de enteritis y.
ocasionalmente. memngoencefalitis en terneros (Wellemans y Leunen. 1974: Pastaret. 1978).
Experimentalmente se demostro que, el virus puede producir lesiones erosivas en la cavidad bucal
y. aunque rara vez. en el traco digestivo de neonatos (Baker y col., 1960). También ha sido
sugerido su rol etiologico en la queratoconjunuvius (Hughes y col.. 1964).

En la forma respiratoria. usualmente las lesiones clinicas estan restringidas al tracto respiratorio
superior, con exudado nasal y traqueitis, pero pueden también extenderse al tracto respiratorio
inferior con bronquitis y neumonia. La infeccion experimental del bovino por via intranasal con
virus aislado de casos de IBR produce un cuadro que mimetiza a la enfermedad natural, de
desarrollo agudo aunque, en general, menos severa (Pastoret y col., 1978). El periodo de
incubacion en la infeccion experimental, generalmente es de 2-3 dias. Se cree que en la infeccion
natural este periodo es mas largo, probablemente de una semana. Los signos clinicos locales estan

precedidos y acompaiiados por una hipertermia intensa (Schroyer y Easterday, 1968). En la



enfermedad leve sin complicaciones producida por BHV-1 los signos consisten esencialmente en
rinitis con exudacion serosa en la cavidad nasal. Las células del tracto respiratorio superior (faringe
y traquea), se infectan inmediatamente luego de la exposicion, resultando en una inflamacion
catarral aguda. Dentro de 24-48 horas los animales presentan fiebre y depresion. El apetito
usualmente disminuye y consecuentemente hay pérdida de peso. Frecuentemente la conjuntivitis
acompafia los signos respiratorios. Sin complicaciones, el curso de la infeccion es de 7-10 dias
seguido de una rapida recuperacion. En los casos mds severos, puede presentarse bronconeumonia
como consecuencia de infeccion bacteriana secundaria por lainhalacion de exudados traqueales. La
muerte puede sobrevenir en forma aguda o luego de una enfermedad cronica. Los animales que
sobreviven a la neumonia fmunca se recuperan totalmente.

El curso de la infeccion en terneros depende de 1a edad de éstos y de si han recibido 6 no
anticuerpos calostrales. La infeccion de terneros de 4-6 meses de edad lleva ocasionalmente a un
cuadro de meningoencefalitis, mientras que en los adultos, si 1a exposicion ocurre entre los Sy 7
meses de gestacion, se producen abortos. Antes o durante el cuadro encefalilico se presentan signos
respiratorios de manera leve. Los signos neurologicos incluyen incoordinacion, ataxia, y periodos
alternados de depresion e hiperexitacion, pudiendo en algunos animales presentarse ceguera. El
curso de 1a enfermedad neurologica es de 4-5 dias y casi sin excepcion termina con la muerte.
Existen estudios que indican que cepas de virus asociadas a esta infeccion son primariamente
neurotropicas en la naturaleza (Mc Kercher y col., 1973). En los animales muertos por encefalitis,
solo se observa una leve congestion en las meninges aunque las lesiones histologicas estan
presentes en todo el cerebro, siendo mas severas en cerebelo, talamo, y ganglios basales. Las
razones por las cuales los animales jovenes parecen ser m4s susceptibles a este tipo de cepas no
han sido esclarecidas (Rossi y Kiesel, 1977; Babiuk y Rose, 1979). Si el ternero recién nacido no
esta protegido por anticuerpos calostrales usualmente la infeccion con BHV-1 es sistémica y fatal

segun ha sido demostrado experimentalmente (Baker y col., 1960; Kendrick y Straub).



Con respecto al feto, es muy susceptible a la infeccion con BHV-1. Luego de la infeccion in utero
por via parental 6 intranasal sigue una enfermedad aguda generalizada, que finaliza con el aborto
(Owen y col., 1968; Molello y col.,1966; Kennedy y Richards, 1964; Stubbings y Cameron, 1981;
Ludwig y Storz, 1973; Kendrick, 1973). La prevalencia de los abortos en un rodeo depende de
varios factores, siendo el mas importante el estado inmune de la madre (Owen y col., 1968). Los
cambios patologicos observados en fetos abortados no tienen significacion diagnostica.

En la forma genital de la infeccion el periodo de incubacion es de 24-72 horas, seguido por una
respuesta febril de varios dias de duracion. El apetito no se ve afectado y no bay disminucion
significativa en la produccion lactea . En las hembras afectadas con signos leves, la inflamacion de
la mucosa vulvar presenta pequefias pustulas blanquecinas distribuidas sobre su superficie en
forma lineal. La mucosa vaginal se encuentra apenas congestiva pero la pustulas estan ausentes,
aunque generalmente se presenta exudado amarillento. En bovinos severamente afectados las
pustulas vulvares se unen para formar placas de color amarillento, mientras aparecen focos
bemorragicos en 1a mucosa inflamada acompaiiada por gran cantidad de exudados vaginales. La
recuperacion clinica ocurre en 10-14 dias. aunque el exudado vaginal puede persistir por varias
semanas.

En los machos hay hiperemia de la mucosa genital, precedida por un cuadro febril transitorio. En
casos mas severos la infeccion se caracteriza por hipertermia y pustulas que, de manera similar a lo
que ocurre en las hembras, aparecen principalmente en la mucosa de los pliegues prepuciales y en el
glande, mientras unas pocas estan diseminados sobre el pene. Luego de algunos dias las pustulas

se escarifican, dejando Ulceras crateriformes.

1.2. ANTECEDENTES HISTORICOS

BHV-1 se caracteriza por manifestarse a través de multiples cuadros clinicos, afectando tanto al
aparato respiratorio, reproductivo, digestivo como también al sistema nervioso central.
Originalmente la enfermedad en bovinos fue reconocida en Europa al comienzo de sigio y llamada

exantema vesicular coital (Blaschenausslag). La descripcion clinico-patolégica es amplia en textos



de la epoca (Hutyra y Mareck, 1910). Promediando el siglo se determin6 en Estados Unidos de
Norteameérica la etiologia viral del cuadro conocido como IBR y se establecio su relacion con el
virus de la [PV (Gillespie y col., 1959)

LaIBR es una enfermedad respiratoria del bovino, por primera vez descripta en Estados Unidos en
1954 (Schroeder y Moys, 1954; McKercher y col., 1954; Jensen y col., 1955; Miller, 1955)

La PV es una enfermedad venerea del bovino descripta por primera vez en Alemania en la mitad
del siglo pasado por Bucher (citado por Kokles, 1967); en 1894. Trommsdorf le di6 su nombre
definitivo: Blaschenausschlag. I.a misma enfermedad venérea fue descripta por Steddom en
Estados Unidos por primera vez en 1895. Estos datos indican que ia [PV bovina existia antes que la
IBR tanto en Europa como en Estados Unidos. La mayoria concuerda en el hecho de que el virus
de la rinotragueitis emergio a partir del virus de la [PV en los Estados Unidos, mas tarde en
Europa, como resuitado de ciertos cambios mayares en 1a cria del ganado como el hacinamiento de
numerosos animales dentro de un mismo rodeo (Gilbert y Saurat, 1970; Pastoret, 1979)

El primer aislamiento viral fue reportado en 1956 a partir de casos de rinotraqueitis infecciosa en
bovinos en los Estados Unidos (Madin y col., 1956; Yark y col., 1957). Este aislamiento mostro
ser serologicamente idéentico a otros aislamientos originarios de casos de IPV (Gillespie y col..
1959. Wagner y Gillespie, 1959: McKercher y col.,1954). Ambas entidades clinicas parecian
entonces ser causadas por el mismo agente, hasta ese momento conocido como Bovid herpesvirus
1 (BHV-1) (Roizman y col., 1973; Roizman y Furlong, 1974). Se disefiaron entonces
experimentos para comparar la patogenicidad de ambos tipos de aislamientos tanto del tracto
respiratorio (IBR) como del genital (IPV), y se mostro que ambos tipos dan los mismos resultados
en el tracto genital, mientras cepas de [PV descargadas por via intranasal solo producen una
enfermedad respiratoria leve y el ammal infectado excreta cien veces menos Virus.

Enrealidad, la IBR y la IPV muy raramente ocurren de manera simultanea en el mismo rodeo
(Kahrs y Smith, 1965; Kahrs, 1977). Entonces IBR e IPV, aunque serologicamente identicos y
muy dificiles de diferenciar por serologia convencional y medios virolégicos, difieren en alguna

propiedad bialogica. La mayoria concuerda en el hecho de que el virus de la rinotraqueitis emergio



a partir del virus de 1a IPV en los Estados Unidos, mas tarde en Europa, como resultado de ciertos
cambios mayores en la cria del ganado como el hacinamiento de numerosos animales dentro de un
mismo rodeo (Gilbert y Saurat, 1970; Pastoret, 1978). En Africa. Bovid herpesvirus 1 ha sido solo
aislado a partir de casos de vulvovaginitis pustular en animales salvajes aunque muchos otros

bovidos pueden hospedar el virus (Straub, 1978)

[.3. CLASIFICACION DE LOS HERPESVIRUS BOVINO t (BHV-1)

La denominacion Herpesvirus deriva del griego herpes que significa lesion. Los miembros de la
familia Herpesviridae, se encuentran altamente diseminados en la naturaleza, habiendose aislado
mas de 80 herpesvirus de una gran variedad de hospedadores animales, mamiferos, reptiles y aves
en los ultimos 50 afios. Muy pocas familias de virus pueden demostrar tan amplia distribucion
como la de Herpesviridae (Roizman, 1982)

Los viriones de los varios herpesvirus no pueden ser diferenciados entre s1 en base a 1a morfologia
y caracteristicas generales de su ciclo replicativo, pero st en base a sus propiedades biologicas.
bioquimicas. inmunologicas y estructura genomica.

En base a rango de sus hospedadores naturales. duracion del ciclo replicativo y caracteristicas
citopatogeneticas in vilro e in vivo, ha sido posible identificar 3 subfamilias dentro de la familia
Herpesviridae (Matthews. 1982):

- alfa. con capacidad de causar infecciones severas y enfermedad recurrente (e). herpes simplex)

- beta. de transmision intraplacentaria con malformaciones congénitas (ej. citomegalovirus)

- gama. en general asociado a enfermedades linfoproliferativas letales (ej. Epstein Barr)

En la actualidad se reconoce que la familia Bovidae es hospedador natural de seis diferentes grupos
de BHV que producen cuadros patologicos definidos o infeccion subclinica. También se ha
observado su asociacion a ciertos cuadros clinicos pero sin comprobacion etiologica (Ludwig,

1983) (figura 1)



La rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), (Straub, 1978; Dannacher y col., 1980) y la
vulvovaginitis pustular infecciosa (IPV), son causados por el BHV-1. BHV-1 es también
responsable de otras entidades clinicas que incluyen conjuntivius, abortos, encefalitis e infecciones
sistémicas generalizadas (Wellemans, 1975; Kahrs, 1977; Gibbs y Rweyemamu, 1977; Dhenmn y
col., 1979)



FIGURA 1: CLASIFICACION DE VIRUS HERPES BOVINO?*

Grupo viral Entidad Clinica Cepa Hospedador
prototipo

BHV-1 Rinatraqueits infecciosa LA(a) Bovino
(Bovid herpesvirus 1) bovina (IBR).

Vulvovaginitis pustular

infecciosa (IPV).
BHV-2 Mamilius a virus herpes TVAQ) Bovino
(Bovid herpesvirus 2)
BHV-3 Fiebre catarral maligna WCl11(c) Biungulados
(Bovid herpesvirus 3) salvajes
BHV4 Varias formas clinicas- Movar Bovino
(Bovid herpesvirus 4) tumares-piel 33/63(d)
BHV-$ Varias formas clinicas- JS/3(e) Ovino
(Bovid herpesvirus 5) en ovinos.
BHV-6 Varias formas clinicas E/CH(f) Caprino
(Bovid herpesvirus 6) en caprinos

*: Ludwig. 1983, The hespesviruses. Vol 2, Ed : B. Roizman

a:Madin et al.. 1956 b.Rweyemamu et al.. 1969: c:Plowright et al., 1975: d.Bartha et al.. 1966 e:De Villiers,

1979; f: Mettleret al.. 1965



Los tipos de BHV-1 pueden ser caracterizados precisamente a traves del analisis de ADN viral
utilizando enzimas de restriccion. Fué asi como en un primer momento se definen dos tipos
(Nettleton y col., 1984): tipo 1 o tipo Cooper (IBR like) y tipo 2 o tipo K22 (IPV like)
(Ludwig . 1984). Esto fue confirmado mediante perfiles proteicos de polipépudos inducidos por las
diferentes cepas de BHV-1. Las (proteinas virales) vp9 y vp22 son dos proteinas con pairon de
migracion lipo especifica y otras 2 (vp23 y vp25) con especificidad de subtipo. definen los subtipos
2ay2b.

Hasta ese momento un aislamiento podia ser asignado a su correspondiente Lipo por: analisis de
ADN viral, evaluacion de su perfil proteico o reactividad can ACMs (Metzler, 1985)
Posteriormente, las caracteristicas proteicas y genomicas de varios aislamientos de BHV-1
realizados en Argentina de bovinos con enfermedad neurologica permitieron difinir el tipo 3 que
representaba una variante no reconocida previamente no pudiendo ser agrupado en ninguno de los
Lipos establecidos.

Un aislamiento de Australia (N569) que comparte la mayoria de las caractensticas con los BHV-1
aislados en Argentina tambien se origino de un caso neurologico y posee potencial neurotropico .

El analisis con ACMs de los virus tipo 3 muestra que. éste presenta un sustancial numero de
determinantes antigenicos comunes a la mayoria del tpo | y 2 (anticuerpos monoclonales inducidos
con BHV-1.1 reaccionan parcialmente con aislamientos iguales a BHV-1.3. lo que define
diferencias antigenicas entre los tipos). El patron de restriccion de su ADN genomico los distingue
as1 como tambien la conducta migratoria de algunas proteinas (vp9. vp12. vp17A. vpl y vp30).
Dos subtipos 3ay 3b pueden definirse a partir del patron de migracion de los polipéptidos vp22 y

vp2S (Metzler, 1986)



1.3.1. ASPECTOS BIOQUIMICOS, BIOFISICOS Y MORFOLOGICOS

BHV-1 posee las caractenisticas morfologicas y propiedades fisicoquimicas de otros miembros de la
famiha

Las particulas de los herpesvirus tienen un diametro que oscila entre los 120 nm y los 300 nm.

Los componentes del virion son:

1.- un nucleo o core constituido por un ovillo fibrilar que envuelve a una doble cadena lineal de
ADN.

2.- una capside de eslructura icosaedrica de 95 a 105 nm de diametro, con 12 capsomeros de 5
lados y 150 capsomeros hexamericos.

3.- un tegumento, zona granular envolvente compuesta de proteinas globulares y

4.- una envoltura provista de proyecciones cortas periodicas, de naturaleza membranosa, que rodea
al resto de los componentes virales (Roizman y Furlong, 1974).

Su genoma consiste en una doble cadena de ADN de peso molecular 88x 106 covalentemente unido
a nibonucleotidos (Babiuk y Rouse, 1976).

L.a densidad de la molecula de ADN es de aproximadamente 1,730 g/m) el cual corresponde aun
alto porcentaje de G+C. La molecula de ADN representa mas del 6 % de la particula viral y esta
insertada en el core 0 nucleo. Codifica para proteinas estructurales y no estructurales (Pastoret.
1982). Su longitud es de 140 kb compuesto por dos secuencias nucleotidicas unicas denominadas
UL y USde 105 y 11 kb respectivamente. US esta flanqueado por secuencia repetidas internas y
terminales de 12 kb cada una que permiten invertirse al componente US, resultando en dos formas
isomericas del genoma de BHV-1 (figura 2). En base a la estructura genomica de BHV-1 ha sido
clasificado junto con herpesvirus equino (EHV-1), el virus de la pseudorrabia (PRV) y el de la
varicela zoster como grupo D 6 clase 2, herpes simplex 1 (HSV-1), que posee 2 pares de
repeticiones, en cambio, pertenece al grupo E 0 clase 3. Asimismo fue posible identificar 54
transcriptos durante la infeccion productiva de BHV-1 con tamarios que oscilaron entre 0,4 y 8 kb.
Mediante la utilizacion de inhibidores metabolicos y Northern blot pudo determinarse su

distribucion temporal y espacial. De este modo se identificaron 3 transcriptos mayores y uno menor
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inmediatamente tempranos (IE) agrupados alrededor de la secuencia repetitiva inlerna y terminal
(IRSTRS) . Doce fueron clasificados dentro de la categona tardios (L) codificados por la secuencia
UL del genoma. Veintiun transcriptos correspondieron a la clasificacion temprana (E) con
localizacion dispersa sobre el genoma entero. Diecisiete resultaron sin asignacion (Wirth, 1989)

FIGURA 2 Mapa del genoma de BHV-1

. [ 0s )
L o 02 oo A °° o’ 0e o9 , unidades de mapeo

TRe

1Re
o = Y F—— genoma

1.3.2. CICLO REPLICATIVO

Para iniciar la infeccion, la envoltura virica debe fijarse a receptores especificos de la membrana
celular. Tras la adsorcion, esa envoltura se funde con la membrana plasmatica, lo que permite que
1a nucleocapside penetre directamente en el citoplasma. Viriones intactos pueden también entrar en
vacuolas fagociticas. de las cuales son liberados por una fusion similar de la envoltura virica y la
membrana. La capside desnuda es transportada hacia el nucleo donde es liberado el ADN a traves
de los poros de la membrana nuclear.

El peniodo de eclipse es de 5 a 6 hs en los cultivos en monocapa y el pico de produccion virica
ocurre aproximadamente a las 17 hs post-infeccion. Cada célula elabora de 104 a 105 particulas
fisicas. de las que solo 100 son infecciosas.

La transcripcion y replicacion del ADN viral y ensamble de las capsides tienen lugar en el nucleo.

Al igual que otros virus que contienen ADN, los fenomenos bioquimicos, son regulados
secuencialmente pero en el caso de los herpesvirus la replicacion liene caracteristicas Unicas. El
principal control de 1a expresion genética parece realizarse por la elaboracion postranscripcional. La
sintesis y traduccion de los ARN mensajeros son regulados coordinadamente. La sintesis de las
proteinas tempranas inmediatas (IE ¢ alfa) es necesaria para la sintesis de proteinas tempranas (E o
beta), y estas proteinas estructurales y no estructurales son necesarias para la sintesis de las

proteinas tardias estructurales mayores (gama). En la replicacion del ADN virico intervienen las
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proteinas alfa y beta y enzimas de la célula huésped.

El ensamble ocurre en etapas: en principio solamente la capside rodea al nucleoide denso de ADN,
en este momento la particula no es infecciosa y es inestable. La envoltura, que se adquiere de la
membrana nuclear, contiene subunidades especificas del virus (en particular glicoproteinas), asi
como proteinas y lipidos de la célula hospedadora. El virus madura y adquiere infectividad al ser

liberado al espacio extracelular. El proceso toma aproximadamente 18 hs.

1.3.3. EFECTO CITOPATOGENICO Y RANGO DE HUESPEDES NATURALES
Los herpesvirus replican facilmente en cultivos celulares de un amplio rango de 6rganos bovinos
incluyendo rifion, piel embrionana, glandulas adrenales, imo, tiroides, pancreas, testiculo, pulmon
y nodulos linfaticos. También replica en cultivos de rifion de cordero, testiculo y bazo asi como en
amnios humano y células HeLa, pero en la Gltima s6lo luego de una adaptacion. En todos los tipos
de cultivo celulares utilizados, el efecto citopatico produado es morfologicamente muy similar.

En monocapas el efecto se visualiza en forma de placas con diametros que van desde 1-2 mm en el
3 dpi a 5 mm hacia el dia 9 (Hahnefeld y Hahnefeld, 1962). En el cultivo en laminillas tefiido con
Giemsa 6 hematoxilina y eosina, se observan unas pocas celulas gigantes multinucleadas. en la
periferia del foco, indicando el limite de formacion sincicial, en contraste con los otros herpesvirus
(Armstrong, 1961). Tambien se observan cuerpos de inclusion presentes tanto in vivo como in
vitro.

Existe un consenso en que el ganado bovino es el unico huésped natural del virus. Sin embargo, se
han reportado epidemias en Suecia de balanitis y vaginitis en cerdos causada por un virus
indistinguible de BHV-1 (Onstad, 1967). También se aislo BHV-1 de cabras con severa
enfermedad respiratoria acompaiiada con queratitis (Mohanty y col., 1972). En ciervos, se
detectaron anticuerpos contra el virus, observandose, luego de 1a inoculacion traqueal, un cuadro
clinico similar aunque mas leve del que ocurre en el bovino (Chow, 1964). También se detectaron
anticuerpos neutralizantes contra BHV-1 en altos porcentajes en bufalos africanos y ganado

domeéstico (76 y 85 % respecuvamente), y en fius en Tanzania (Rweyemamu, 1973).
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El ganado bovino puede ser infectado facilmente, por via intranasal o intravaginal, de manera
experimental, aunque otras especies como mono, oveja, cerdos, caballos, cobayos, raton, perro,
gatoy embrion de pollo, son refractarios a la infeccion. Estos hallazgos han sido confirmados por
numerosos investigadores (Gilber y Saurat, 1970).

La infeccion experimental ha sido descripta en cabras, suino, bufalos, fius, visones y hurones.

Los estudios de patogénesis y evaluacion vacunal estan limitadas al bovino. Smith estudio la
patogénesis de IBR en hurones de Inglaterra y propuso esta especie como modelo experimental
(Smith, 1978).

El conejo es susceptible a la infeccion con IBR. Bindrich observo vulvovaginilis y conjunuvius en
conejos infectados con IBR (Bindrich, 1960). Bwangamoi y Kaminjolo aislaron IBR de lesiones
dérmicas y testiculares en conejos (Bwangamoi y Kaminjolo, 1973). Kelly proveyoé de evidencias
por microscopia electronica de replicacion de herpesvirus en el higado y glandulas adrenales de
conejos experimenialmente infectados (Kelly, 1977).

El mismo autor sugiri6 que los conejos neonatos pueden ser utiles como hospedadores
experimentales para estudios en la patogenesis de la infeccion con IBR. La infeccion por via
intraperitoneal en conejos adultos con cepas respiratorias de BHV-1 resulta en replicacion del virus
en el higado y suprarenal detectables por infecciosidad e inmunofluorescencia 5 dias post-infeccion
(Kelly, 1977). Esto ocurre en ausencia de sintomatologia y no produce secuelas. Se puede
establecer infeccion con BHV-1 en conejos cuando se los inocula via intrapenitoneal, intradermal,
intratraqueal 0 administrado por ruta conjuntival. Las diversas manifestaciones clinicas de la
enfermedad son similares a aquellas reportadas para bovino, incluyendo, infeccion sistémica
neonalal, conjuntivitis, vulvovaginitis, dermatits, aborto e infeccion del tracto respiratorio. El
tratamiento con dexametasona durante 7 dias previos a la infecciéon y continuado luego de ésta,
determina en el conejo neocelandés una enfermedad sistémica con importante necrosis hepatica y

suprarenal que llevan al animal a la muerte (Kahrs, 1977; Lupton, 1980).
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1.3.4. PROTEINAS Y ANTIGENOS

Como otros herpesvirus, BHV-1 exhibe regulacion de sintesis proteica en cascada temporal
(Roizman, 1985). Este hecho fue reportado por primera vez por Misra y col., que identificaron
proteinas electroforeticamente distintas y clasificaron cuatro como inmediatamente tempranas ([E) y
seis como tardias (L) (Misra y col., 1981). El numero total estimado de proteinas virales ha
aumentado a lraves de los afios. Pastoret y col. identificaron 21 proteinas por analisis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE), Misra y col. encontraron 25 con la misma téecnica, y con
1soelectroenfoque observaron al menos dos glicoproteinas (gl y gll) y 5 proteinas no glicosiladas
(69K-35K) adicionales (Pastoret y col., 1980; Misra y col., 1981). Bolton y col. observaron el
mismo numero y demostraron que 15 de estas proteinas copurificaban con nucleocapsides, 13
estaban asociadas a envoltura, y no pudieron asignar las restantes a ninguna estructura viral (Bolton
y col., 1983). Metzler y col., ajustando la metodologia de separacion electroforética y con
experimentos de inmunoblotting, ennumeraron 38 (Metzler y col., 1986; 1985). Esto sumado al
numero de proteinas virales no estructurales (15 estimadas por Misra. al menos 5 por Metzler),
hace presumir un total de 43-48 proteinas especificas. En realidad este numero podria ser mayor
aun. considerando que el tamano del genoma de BHV-1 es intermedio entre el de varicela zoster y
HSV-1, que conuenen 67 y 70 genes respectivamente. Del total de proteinas identificadas, hasta el
presente. algunas estan glicosiladas. muchas de ellas con funciones no definidas (Pastoret. 1980)
Los polipeptidos virales de BHV-| pueden ser agrupados en, al menos, tres clases, alfa (IE), beta
(E, dependientes de sintesis proteica viral anterior). y gama (L. dependientes de la replicacion del
ADN viral) (Misra, 1981).

Las proteinas alfa intervienen en laregulacion del ciclo productivo del virus , y se ha sefialado que
quiza también jueguen un rol en 1a infeccion latente (Everett,1987; Roizman, 1987)

La funcion de varias proteinas beta parece estar relacionada con la sintesis de ADN viral. Los

polipeptidos beta estan también involucrados en la inhibicion de la sintesis de proteinas alfa y del
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huésped y en la induccion de genes alfa. Finalmente, la mayoria de las proteinas gama identificadas
hasta hoy parecen ser estructurales y representan aproximadamente la mitad de los productos
gemcos conocidos de herpesvirus (Roizman, 1985)

El genoma de BHV-1 codifica para cuatro unicas glicoproteinas o complejos glicoproteicos.
designados g!, gll. glil, giV. gl, glll y gIV han sido las mas estudiadas dado que constituyen el
mayor componente inmunogenico del virion. Las gl y I'V han sido clasificadas como proteinas beta
y gIll como gama (Ludwig. 1987). Lasgl, gll, glil y gIV, asi designadas por van Drunen Littel-van
den Hurk y Babiuk, equivalen respectivamente, a las denominadas g7/17/23. g10, gp3/12y g17A
por Friedly y Metzier (van Drunen Littel-van den Hurk y col., 1986; Friedly y col., 1987). Por otra
parte, al comparar las proteinas de BHV-1 y HSV-1, las gl, glll y gI'V tienen su equivalente en gB,
gCy gD respectivamente.

Las glicoproteinas constituyen el principal componente viral presente en la envoltura de los
herpesvirus: estan involucradas en el reconocimiento, adsorcion y penetracion del virus en la célula
huesped asi como en la neutralizacion viral (Little y col., 1981; Fuller y Spear. 1987; Sarmiento y
col..1979: Vestergaard, 1979 Glonoso,1984)

En el 12avo Encuentro Internacional de Herpesvirus en Filadelfia en 1987, se expuso la
localizacion de los genes correspondientes a estas glicoproteinas en el genoma de BHV-1, asi como
la secuencia de aminoacidos que codifican y el grado de homologia con las supuestamente
glicoproteinas equivalentes al PRV y HSV-1. Esta homologia parecio convincente para gl (54 y 44
% de homologia respectivamente), pero parcial para gill y gIV con la g9 yg50 de PRV ylagCy
gD respectivamente de HSV-1 (en el orden del 20 %) (Zamb, 1987; Misra y col., 1988)

El mapa de transcripcion para BHV-1 no esta aun completo en cuanto a la informacion sobre el
numero, tamaiio y ubicacion en el genoma de los transcriptos IE 6 alfa, que codifican para entre 4 y
7 proteinas IE electroforéticamente diferentes. Se tiene, en cambio, amplia informacion sobre
productos genicos E o betay L 6 gama , en particular las glicoproteinas responsables de la
respuesta inmune durante un infeccion in vivo, que son de interés en lo que respecta al desarrolio

de vacunas (van Drunen Littel-van den Hurk, 1989)
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Recientemente, las proteinas IE o alfa de HSV-1 mostraron ser reconocidas por linfocitos T (LT) y
pueden estimular inmunidad protectora como ya se observo en citomegalovirus (Martin, 1988;
Reddehase, 1987)

Las proteinas gl, glll y g IV estimulan la produccion de anticuerpos neutralizantes en ratones,
conejos y ganado bovino y son blanco de la lisis por complemento dependiente de anticuerpo y de
celulas infeaadas (Collins y col., 1984; van Drunen Liuel-van den Hurk y col., 1984; van Drunen
Litel-van den Hurk y Babiuk, 1985; Marshall y col., 1986, Okasaki y col. 1986; Trepanier y col.,
1986: Israel y col.. 1988). Se ha demostrado que tanto la capacidad de mediar la neutralizacion
viral, como la lisis de celulas infectadas, esta localizada en un numero diferente de epitopes en cada
una estas tres glicoproteinas ( Collins y col. 1984; van Drunen Littel-van den Hurk y col., 1985;
Okasaki y col. 1986; Marshall y col. 1988; Hughes y col. 1988). Las mismas proteinas gl, glil y
glV han sido identificadas como las glicoproteinas con mayor poder inmunogénico cuando el
ganado es infectado con BHV-1 (Collins y col. 1985; van Drunen Littel-van den Hurk y Babiuk,
1986). Mas aun cada una de las gl. 11l y IV, individualmente o combinadas, pueden inducir, en
bovinos. inmunidad protectora contra el desafio con BHV-1 (Babiuk y col., 1987). Lasgly IV
son blancos primarios de anticuerpos neutralizantes y protectores ( Babiuk y col. 1987). Se ha
sugerido que la perdida de carbohidrato produce una reduccion en la respuesta de anticuerpos
neutralizantes al virus. En el caso de gl. esto se debena al cambio en tres epitopes definidos
carbohidrato dependientes. De manera similar, la lisis de cefulas infectadas con BHV-1 parece ser,
al menos parcialmente, mediada por epitopes carbohidrato dependiente. En contraste, la respuesta
inmune celular, cuando se inmunizo con proteina deglicosilada resullo exacerbada can respecto a la
oblenida después de la inoculacion con la glicoproteina nativa. (Van Drunen Littel-van den Hurk,
1990).

BHV-1 comparte componentes antigénicos con herpes virus equino (EHV-1), como se detecto por

fijacion de complemento o test de inmunodifusion. (Carmichael, 1961).
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1.4. PATOGENIA

Los BHV-1 invaden generalmente el organismo por via respiratoria ¢ a traves del tracto genital. En
la enfermedad respiratoria en bovinos, el virus multiplica inicialmente en tejidos del tracto
respiratorio-la infeccion local inicial involucra las celulas epiteliales de 1a mucosa del tracto
respiratorio- y se extiende, aparentemente, via ductos lacrimales a tejidos oculares donde se
establece el sitio de infeccion secundario. Experimentos in vitro han demostrado que BHV-1 puede
replicar en celulas epiteliales pero también en células de la submucosa y del tejido conectivo (Yates,
1982). BHV-1 puede infectar macrofagos alveolares y monocitos de sangre periférica y alterar sus
funciones(Forman y Babiuk, 1982; Bielefeldt Ohmann y col., 1984; Forman y col, 1982; Nyaga y
Mc Kercher, 1980) . Sin embargo, estudios in vivo de las interacciones entre LT bovinos y BHV-1
indicaron que los linfocitos de sangre periférica unen pocas particulas virales marcadas
radicactivamente y que no hay replicacion viral en los cultivos de linfocitos (Splitter y Eskra, 1986;
Nyaga y McKercher, 1980). Estos estudios sugieren que la interaccion directa entre BHV-1 y
leucocitos bovinos esta limitada a monocitos/macrofagos. Luego de 1a infeccion con BHV-1 existe
una marcada infiltracion linfocitaria en la submocosa del tracto respiratorio y activacionde LT de
sangre periferica con incremento en fa produccion de IL-2 (Allan y col., 1980: Griebel y col.,
1988). Estas observaciones junto con los dalos obtenidos a partir de investigaciones realizadas con
HSV-1, sugieren que una interaccion entre BHV-1 y LT bovinos activados puede explicar
parcialmente la alteracion inducida por BHV-1 de la respuesta inmune. Los LT infiltrados en tejidos
juegan un rol importante en la eliminacion de infecciones locales por herpesvirus (Nash y col.,
1987, Schmidd, 1988). Si los LT locales fueran destruidos por BHV-1 el control de la infeccion
podria verse demarado. También la destruccion de LT activados podria tener un efecto mas amplio
en la respuesta inmune del hospedador si la poblacion local de LT incluyeran células con un rango
de especificidad de antigeno. Este puede ser otro mecanismo par en cual una infeccion por BHV-1
resulta en una supresion no especifica de las defensas pulmonares. Los LT bovinos activados son
suscepitbles a la infeccion por BHV-1 y la lisis en la ausencia de replicacion viral o 1a expresion de

niveles detectables de proteinas virales (Griebel, 1990)
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In vivo, tambien, el epitelio del tracto respiratorio superior se destruye por el efecto citopatico
inducido por la infeccion viral. BHV-1 tiene un efecto dramatico sobre las células epiteliales ciliadas
de la mucosa traqueal, produciendo una pérdida significativa de las microvellosidades a los 4 dias
post-infeccion. Esta pérdida severa de microvellosidades acelera la invasion por otros
microorganismos. La infeccion con BHV-1 produce un decrecimiento significante en el procentaje
de fosfatidilcolina del contenido alveolar en bovinos inoculados experimentalmente. La alteracion
en el contenido de fosfolipidos en el material alveolar obtenido de animales inoculados can BHV-1
prodria representar un compromiso importante en la defensa pulmonar del huesped. Ademas, 1a
disrupcion del contenido fosfolipidico podria afectar tanto la capacidad de regular la propiedad
tenso superficial alveolar y/o cambiar la permeabilidad de los capilares alveolares. El material
alveolar fosfolipidico tiene la propiedad de oponerse a la tension superficial desarrollada por la
superficie acuosa, previniendo que los alvélolos se colapsen y asegurando el volumen residual
funcional a bajas presiones. Una alteracion en la sintesis de fosfolipidos resulta en septicemia y
deterioro de la barrera endotelial alveolar epitelial, el plasma ingresa a los espacios lerminales de
aire e inactiva el fosfolipido surfactante existente (Engen y col. 1991). Adicionalmente, la
infeccion por BHV-1 lleva a un inmunodepresion y consecuentemente una susceptibilidad
incrementada a infecciones bacerianas secundanas resultando en neumonias severas (Forman,
1982; Bielefeldt, 1985). El efecto supresivo inducido por BHV-1 sobre varios mecanismos
inmunes fue examinado en detalle por Bieldfeldt y Babiuk (Bieldfeldt y Babiuk, 1985).

Algunas caracteristicas de la infeccion con BHV-1 en ganado sugieren que, la forma genital
proviene de la entrada del virus en la mucosa del tracto genital mas que de un fase virémica. No es
necesario que exista lesion en mucosa para que se establezca la infeccion (Pastoret, 1982)

El feto bovino es altamente susceptible a BHV-1 y sufre una infeccion aguda generalizada. En el
tracto genital, BHV-1 infecta las células epiteliales de la mucosa vulvar y vaginal en la hembras y de
los canales seminales, prepucio y testiculo en los machos, provocando degeneracién con

policaniocitosis de espermocitos.
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La generalizacion, precedida por la infeccion local, se puede generar a traves de tres caminos
diferentes: viremia, via neural 6 por puentes intercelulares (Pastoret, 1982)

Luego de la infeccion primaria, la viremia resultante de una rinotraqueitis o conjuntvilis explicaria
1a patogénesis del aborto y de 1a mayoria de los casos raros de enteritis. Luego de la multiplicacion
viral en el sitio de infeccion primario, el virus es transportado por monocitos y aunque aun es
controvertido, probablemente por otros leucocitos via sanguinea hacia los 6rganos blancos tales
como el sistema nervioso central, tracto digestivo, glandula mamaria y por via trasplacentaria al
feto. (Nyaga,1980; Yates, 1982)

La viremia que se observa es de bajo titulo y transitoria, fenomeno que puede ser debido a que es
pequetio el numero de leucocitos infectados presentes en circulacion (Peter,1966). Rossi y Kiesel
detectaron replicacion de BHV-1 en monocitos y leucocitos pero en el tltimo tipo solo fuego de
estimulacion con fitohemaglutinina (Rossi y Kiesel, 1977)

Hay pocos datos que indiquen viremia en bovinos experimentalmente infectados, por ello es dificil
comprender como el virus alcanza el feto que luego de una infeccion del animal prefiado, sufre una
infeccion aguda generalizada a partir de la viremia. Van der Maaten y Miller han demostrado que,
luego de la inoculacion intravenosa e intramuscular el virus alcanza el ovario via hematogena (Van
der Maaten, 1985; Miller, 1987).

Aunque no hay literatura especifica concerniente, es probable que también ocurra a través de
nervios perifericos, las inferencias se realizan a partir de las observaciones de HSV-1 (Hill, 1987).
El virus, que multiplica intensivamente en las mucosas alcanza, a través de los nervios periféricos,
el sistema nervioso central, donde algunas cepas pueden causar meningoencefalitis. En el caso de
infecciones de BHV-1 que ocurren primariamente en !a mucosa nasal, el virus podria ser
transmitido por las fibras nerviosas que se extienden desde la mucosa olfatoria al bulbo olfatorio.
De manera similar a la descripta para la encefalitis por HSV-1 en ratones, antigenos de BHV-1,
detectables por inmunofluorescencia, se desplazan desde el sitio de 1a infeccion primana al ganglio
trigémino a través de prolongaciones de neuronas sensitivas para luego volverse indetectables

(Johnson, 1968). Bagust y Clark investigaron la patogénesis de la meningoencefalitis por BHV-1y
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pudieron demostrar que el virus alcanza el cerebro de las regiones nasofaningeas y tonstlar por las
ramas maxilar y mandibular del nervio trigémino. La mayor parte de las lesiones macro 6
microscopicas se observan en el sitio inicial de infeccion. En el sistema nervioso central las células
blanco son las de Schwann, neuroglia y ganglionares. La extension hacia el sistema nervioso no
produce dafios importantes, excepto en los ganglios de Gasser (Bagust y Clark, 1972)

El virus llega a las neuronas por fusion de las membranas viral y celular. Luego las nucleocapsides
virales son transportadas hacia el nucleo del cuerpo neuronal, donde se establece el fenomeno de
latencia. Luego de la reactivacion, las particulas virales son envueltas en membranas, via aparato
de Galgi, y transportadas hacia la periferia. Dos hallazgos apuntan hacia la probabilidad de que esta
via pueda ser utilizada por BHV-1. Narita y col. pudieron demostrar que luego de la inoculacion
intranasal, se produce una ganglionitis trigeminal, y que luego de la reactivacion de BHV-1 latente
también puede observarse ganglionitis trigeminal (Narita y col., 1982). De manera adicional es
conocido el hecho que, durante la latencia, el ADN de BHV-1 puede ser detectado en neuronas de
ganglios trigéminos y sacros (Ackermann, 1982; 1984). Durante esta diseminacién neuronal el
Virus no esta expuesto a los anticuerpos neutralizantes. La via neural de diseminacion
probablemente no solo juegue un rol relevante en el establecimiento del fenomeno de latencia, sino
también en la patogeénesis de 1a meningoecefalitis en temeros.

La inoculacion experimental tanto intranasal como intravaginal del virus produce generalizacion de
la infeccion por el camino nervioso (Pastoret, 1982). En ambos casos 1a distribucion del virus es
bastante similar, a pesar de las diferencias en la localizacion dentro del sistema nervioso: el virus
puede ser encontrado tanto en el cerebro como en la médula espinal cuando los animales son
inoculados por via intravaginal, pero permanece confinado al cerebro cuando son inoculados por
ruta intranasal. Esto es la consecuencia de la distribucion de los nervios sensoriales de los arganos
periféricos.

BHV-1, como cualquier otro miembro de la familia Herpesviridae, puede utilizar puentes
intercelulares para propagarse de célula a célula, evitando asi el fluido extracelular. El mecamsmo

de expansion viral a través de puentes intercelulares no esta aun clarificado. Este mecanismo de



20

propagacion explicaria porque el virus puede ser diseminado a otras celulas en presencia de altos
titulos de anticuerpos especificos. Este modo particular de propagacion también explicaria por qué
el virus puede producir placas en cultivo en presencia de anticuerpos especificos en el sobrenadanie
(Stevens y Groman, 1964; Zuffa y col., 1976; Aguilar-Setién y col., 1980). Pastoret y col.
destacan la importancia de este mecanismo de expansion viral luego de la reactivacion dado que la
transmision de célula a célula seria una estralegia que permitiria al virus evitar los anticuerpos
neutralizantes ( Pastoret, 1982; Roizman, 1985). La expresion de gl (homologa a gB de HSV-1) en
celulas bovinas transfectadas induce la fusion celular espontanea, este fenomeno contribuiria a
explicar l1a diseminacion de la infeccion de BHV-1 in vivo, que probablemente también se vea
modificada por otros factores asociados tanto al virus como al huésped (Fitzpatrick, 1990)

La capacidad de producir infecciones latentes es una propiedad bioloégica comun a muchos
miembros de la familia Herpesviridae. Luego de una infeccion clinica por BHV-1, algunos
muestran, pasado el periodo de convalescencia, signos de infeccion sin reexposicion al virus. El
estudio de este fenomeno es de particular interés dado que el virus puede ser reactivado por la
accion de inmunodepresores y el fenomeno examinado en el huésped natural. En estudios de
reactivacion de BHV-1 luego de la administracion de dexametasona se enconlro que, poco antes de
la manifestacion clinica de recurrencia el virus se replica en células ganglionares (Narita y col.,
1976, 1978). Este hallazgo. sumado a que el virus puede ser rescatado de ganglios trigéminos de
animales clinicamente sanos por técnicas de cocultivo con células susceptibles indicaria que el
ganglio trigemino podria ser un sitio donde el virus permanece en un estado latente (Homan y col.
1980). Con el proposito de indagar sobre la forma en que la infeccion se mantiene a pesar de la
respuesta inmunologica del huésped, se investigé 1a presencia de ADN viral en ganglios trigéminos
y sacros de animales recuperados de infecciones por BHV-1 por medio de técnicas de hibridizacion
in situ con sondas radioactivas (Ackerman y col., 1982; 1984). Aunque con baja frecuencia, se

encontraron secuencias genomicas virales en nucleos de neuronas de ganglios trigéminos y sacros.



1.5. EPIDEMIOLOGIA

La infeccion respiratoria se contrae por exposicion a aerosoles. La meningoencefalitis y el aborto
son secuelas resultantes de la infeccion respiratoria. No hay evidencias sobre algun vector de
transmision del virus (McKercher, 1973)

Las infecciones por BHV-1 son de facil transmision de un animal a otro dado que los animales
infectados eliminan grandes cantidades de virus esencialmente tanto en secreciones oculares como
de origen respiratorio y genital. La liberacion de virus al medio a partir de animales latentemente
infectados no parece ser tan abundante; de manera adicional, es limitada en el tiempo cuando se lo
compara con el periodo agudo de la infeccion.

Otra fuente de infeccion es el semen. La infeccion genital resulta, en general a partir de
exposiciones venéreas. Dado los elevados titulos virales obtenidos de aislamientos de origen
seminal, en un primer momento se creyo que este hecho era sélo debido a contaminacion viral de
descargas prepuciales. Pero se determin6 que la infecciéon puede también ser producida por
transferencia de descargas infectivas vaginales a bovinos susceptibles por varias vias como por
ejemplo el uso indebido de matenal contaminado con virus. Algunos investigadores postulan que el
virus es llevado en forma latente por animales clinicamente recuperados con exacerbaciones
periodicas de 1a enfermedad (Kendrick, 1971). Los problemas concemientes a la contaminacion a
partir de semen bovino y la tecnicas utilizadas para aislar virus a partir de semen de toros ha sido
examinado por Kahrs. Una infeccion de un ammal inseminado solo ocurre si la dosis infecciosa 50
% utilizada es 105 por pajuela. De acuerdo a Straub una dosis infecciosa para bovino de una cepa
virulenta de BHV-1 alcanza 3,2 DICT/50. Es por ello que es necesario realizar controles estrictos
de semen bovino inmportado dado que de no hacerlo implicaria un factar de riesgo para paises que,
camo Suiza, han ermadicado exitosamente la enfermedad (Wyler, 1987).

El ganado bovino es el principal reservorio de BHV-1, aunque datos serologicos provenientes de
Norte Ameérica, Australia y Europa han demostrado anticuerpos anti BHV-1 en numerosas otras
especies de rumiantes salvajes pertenecientes a las familia Bovidae, Cervidae y Giraffidae

(Ackermann, 1986)



El cerdo no juega un rol relevante en la epidemiologia de IBR aunque, por otro lado, BHV-1 ha
sido aislado de ganglio trigémino de cerdo salvaje luego de tratamiento con dexametasona
(Derbyshire, 1976).

Enla actualidad, la distnbucion de la infeccion es mundial y la prevalencia de reactores serologicos
(40%-60%) indica que practicamente todos los bovinos mayores de tres anos han estado en
contacto con el virus. A pesar de ello la presentacion clinico-patologica es variable registrandose
brotes de la forma respiratoria (IBR) en USA y Canada, de forma genital, 1a I[PV, prevalente en
varios paises de Europa y recientemente se han registrado importantes brotes de encefalitis y
meningoencefalitis en Australia, Argentina y Gran Bretaiia (Johnston y col., 1962; Gardiner y
Nairn, 1964; Hill y col., 1984; Carrillo y col., 1983; Watt y col., 1981)

Las descripciones de signos clinicos y estudios de prevalencia de anticuerpos indican una amplia
distnbucion mundial de infeccion por BHV-1 (Straub, 1978; McKercher, 1973). La ocurrencia de
enfermedad desde baja, esporadica a enzootica se reporta en muchos paises de Aménca, Europa,
Asia, Australia y Nueva Zelandia aunque las declaraciones de brotes no resultan tan precisas
(Wyler, 1987). La amplia distnbucion mundial de infecciones de BHV-1 no implica una expansion
uniforme de la enfermedad en todas las regiones de un pais determinado. Mientras en Suiza. las
regiones este y central mostraron una alta incidencia de IBR, las zonas del oeste fueron
significativamente menos afectadas. También en Alemania del Este las tazas de prevalencia de IBR
de anticuerpos contra BHV-1 vanaron del 0 al 42 % en diferentes regiones del pais. Por otro lado
van Malderen y col. reportaron un expansion uniforme de IBR en Bélgica en el 62 % de 8285 lates
examinados y recientemente Bohrmann y col., reportaron un 55 % de prevalencia de anticuerpos
cantra BHV-1 en bovinos en la Republica Djibouti. La prevalencia de anticuerpos contra BHV-1 en
bovinos en Escocia fue del 12 %. Las infecciones con BHV-1 pueden ser observadas a lo largo de
todo el afio, sin relacion con una determinada estacion

La reduccioén y erradicacion de las enfermedades asociadas a BHV-1, son metas importantes que
atafien la producci6n ganadera. La vacunacion extensiva, con vacunas a virus vivo, atenuado o

inadivado, representan un método convencional de prevencion a la infeccion con BHV-1. Uno de
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los mayores problemas con que se enfrenta la implementacion de los programas de vacunacion
contra BHV-1 es el fenomeno de latencia (Rouse y Babiuk, 1978). No solo el virus salvaje sino
tambien el inacuvado atenuado es capaz de establecer infeccion lalente y subsecuente reactivacion
con eliminacion del virus al medio (Pastoret y col, 1980; Nettleton y Sharp, 1980). En un informe
reciente se sugirio el posible rol del virus vacunal en algunas epizootias de la enfermedad
(Whetstone y col., 1986). A 1a luz de estas observaciones, el uso de vacunas a virus modificado ha
sido cuestionado (Babiuk y col., 1987). Surgen, entonces como alternativas, otras estrategias como
la vtlizacion de vacunas a subunidades 0 idiotipo anti-idiotipo aunque con éstas ultimas los
resultados aun son poco alentadores. Hasta ahora, no se han producido vacunas a subunidades
pero los intentos de estimular la producciéon de anticuerpos por inoculacion de fragmentos
conteniendo antigenos de envoltura del virion arrojan resultados promisorios. Una vacuna a
subunidades eficiente podria conferir proteccion y proveer la base inmunologica que permitiria
diferenciar un animal infectado del vacunado (Lupton y Reed, 1980). Al ser las subunidades menos
inmunogénicas que los viriones enteros requieren en general, de la utilizacion de adyuvantes
potentes (Morein y Simons, 1985). La vacuna ISCOM BHV-1 demostro se eficiente, poseer un
buen efecto adyuvante y conferir proteccion contra el dasafio en el conejo neocelandes
(Trudel, 1987). La inmunizacion de bovinos con gl o glll purificadas tanto de manera individual
como combinadas, mostro inducir proteccion significativa contra el desafio (Babiuk y col., 1987).
Ambas glicoproteinas lienen el potencial necesario que justificaria su inclusion en vacunas a

subunidades, contra la enfermedad inducida por BHV-1 (Fitzpatrick, 1990).

I.6. DIAGNOSTICO Y CARACTERIZACION

Desde el punto de vista epizootiologico es relevante el hecho de que BHV-1 pueda mantenerse en
un animal luego de la infeccion en forma latente, manifestandose ocasionalmente en la forma aguda,
como lo hace HSV en el hombre. La enfermedad clinica acompaiada por eliminacion de virus
constituye una seria amenaza para la salud del resto de los animales. En este hecho se basa la

necesidad de realizar controles corfiables. (Rodak, 1983)
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El diagnostico inicial se basa en la historia del animal, signos clinicos, curso de la enfermedad y
lesiones patologicas. El cuadro clinico es caracteristico y permite un diagnostico diferencial en los
estadios muy tempranos de la infeccion. En casos severos, IBR puede ser confirmado
patologicamente. Sin embargo, ocurren epidemias en las que 1a sintomatologia clinica es menos
notoria, consistiendo en cuadros de rinitis y laringotraqueitis con descarga mucopurulenta y
petequias hemorragicas en la mucosa respiratoria.

Las tecnicas clasicas utilizadas para diagnostico de BHV-1 son el aislamiento mediante el uso de
cultivo de Lejidos, la deteccion de antigenos virales mediante la utilizacion de técnicas
inmunohistoquimicas y, la conversion serologica. De manera adicional, es conocidala busqueda de
particulas virales y cuerpos de inclusion por microscopia electronica.

Para aislamiento viral se utilizan cultivos de células susceptibles, en las cuales el virus produce
efecto citopatico caracteristico (redondeamientos, sincicios y cuerpos eosinofilos en el nucleo).
BHV-1 puede ser aislado faciimente a partir de descargas oculares y nasales pero salo alrededor de
los 14 dias post-infeccion. La eficiencia del aislamiento viral en casos de campo es de alrededor del
75 %. Luego de la recoleccion en el medio adecuado. los hisopados deben ser procesados
inmediatamente.

BHV-1 produce en los cultivos que infecta antigenos nucleares y citoplasmaticos detectables por
técnicas inmunohistoquimicas como inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa. También puede
utilizarse una inmunofluoscencia indirecta, para la deteccion de antigenos en secreciones nasales
(Nettleton, 1984). La inmunoperoxidasa ha sido utilizada para la deteccion de antigenos de
herpesvirus en tejidos de animales experimentalmente infectados, principalmente virus de la
pseudorabia en improntas de cerebro y BHV-1 en secreciones nasales (Allan, 1985; Edwards,
1983). Por otro lado, una prueba indirecta también utilizada es el test de seroneutralizacion. En este
caso, para la obtencion de un resultado representativo deben tomarse dos muestras entre 2 y 4
semanas, para poder detectar un aumento significativo de anticuerpos. También se utiliza la
inmunofluorescencia indirecta para diagnostico serologico. Un método serologico que se ha

implementado en los Gltimos iempos es el enzimoinmunoensayo, con la cualidad de ser un método



de realizacion muy simple, sensible y con la ventaja adicional de poder utilizarse sin la necesidad de
cultivos celulares (Collins y col., 1984, 1985). También el radioinmunoensayo (RIA) presenta
ventajas, su sensibilidad fue aumentada por la inclusion del uso de anticuerpos especificos
marcados con 1125 contra Ig!, Ig2, IgM e IgA bovinas. Esto hizo posible no solo determinar con
alta sensibilidad que clase de Ig estan involucradas en la respuesta de anticuerpos de bovinos a la
infeccion y vacunacion, sino también evaluar su dinamica en suero y secreciones nasales
(Rodak,1983). La evaluacion serologica, es particularmente importante en los casos que presentan
aborto como consecuencia de la infeccion con BHV-1. La autalisis del tejido fetal a menudo no
permite realizar un diagnostico certero a traves del examen histologico, deteccion de antigenos
especificos, o recuperacion del agente involucrado. Entonces, el suero es, 2 menudo, el unico
material que posee un laboratorio para realizar el diagnostico (Guy, 1985). Sin embargo, el
diagnostico serolagico, en estos casos, se dificulta en cuanto a 1a obtencién de muestras pareadas
en los uempos adecuados (Eugster, 1973). De manera ideal, la primera muestra de suero deberia
obtenerse en un lempo temprano durante la fase aguda de la infeccion y la segunda durante el
periodo de convalescencia. En los casos de aborto causados por BHV-1 se carece de la primera
muestra parque la infeccion inicial es, a menudo asintomatica y puede ocurrir varias semanas antes
del aborto. Tambien se ha mencionado la hemaglutinacion indirecta para diagnostico serolégico de
BHV-1 (Rodak, 1973)

Investigaciones realizadas utilizando modernas biotecnologias han permitido caracterizar
aislamientos de diferentes cuadros virales. Algunas de éstas son: reactividad con un panel de
anticuerpos monoclonales, analisis de polipéptidos y glicoproteinas y el examen del acido nucleico
viral mediante enzimas de restriccion. Otros métodos serolégicos convencionales como la
inmunoprecipitacion (IP) o la fijacion de complemento han sido utilizados para 1a identificacion de

los diferentes grupos.
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Los ACMs pueden ser utilizados para el diagnostico de la infeccion viral y diferenciacion de
aislamientos. Constituyen reactivos ideales para determinar la relacion antigenica entre proteinas
virales relacionadas (Flammand, 1980; Wiktor, 1978). Uno de los trabajos que mejor ilustran este
aspecto, fue el realizado con el virus de la rabia, con el cual se pudo establecer diferencias
antigénicas entre cepas de campo y vacunales previamente consideradas indistinguibles por técnicas
de serologia convencional. Este hallazgo pudo explicar la falla ocasional de proteccion de la
vacunacion. Este estudio tambien demostro que, pequefios cambios en la antigenicidad del virus,
detectables solo por ACMs tienen relevancia en la interaccian virus huesped (Wiktor, 1980).

De manera similar, usando ACMs especificos para la molécula de hemaglutinina del virus de la
influenza A/Russia/1/77, fue posible demostrar diferencias antigénicas entre cepas virales aisladas
durante la misma epidemia de influenza. (Webster, 1979)

La relacion de epitopes y 1a afinidad de ACMs por diferentes epitopes puede ser aplicada entonces a

investigaciones epidemiologicas.



II. OBJETIVOS

La presencia de cuadros de meningoencefalitis en nuestro medio desde el afio 1981, 1a ausencia de
conocimiento sobre el tema y la relevancia de los brotes epidémicos (mas de 90 registrados hasta la
fecha), nos llevaron a iniciar una linea de investigacion dirigida a conocer la epidemiologia
molecular de BHV-1 en nuestro medio a través de la caracterizacion antigénica y proteica de

aislamientos locales. Los objetivos especificos fueron:

1. Examinar la prevalencia de tipos (BHV-1.1/2 y BHV-1.3) en base al analisis de datos de los
aislamientos con los que cuenta el laboratorio.

2. Establecer la reactividad de los virus circulantes en Argentina, Chile y Brasil con un panel de
ACMs desarrollados contra cepas tipo BHV-1.1 y BHV-1.3.

3. Determinar correlacion entre sindromes clinicos y/o reactividad antigénica y patron de migracion
proteica

4. Desarrollar metodos de diagnostico rapido y caracterizacion con anticuerpos monoclonales

(ACMs)
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III. MATERIALES Y METODOS

ITI. 1. Cultivos celulares

Se utilizaron celulas de la linea Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) y cultivos primarios de
testiculo y rifion fetal bovino. Las células fueron propagadas en medio esencial mimnimo (MEM)
Eagle con antibioticos y 10 % de suero .fetal bovino. La concentracion de suero fue disminuida al 2
% en el medio de mantenimiento y utilizado para la produccion viral.

IN1.2. Aislamiento viral

Se inocularon homogenatos de cerebro, higado, bazo, rifion, y ganglios retrofaringeos
resuspendidos en MEM. Los cultivos inoculados fueron controlados diariamente a fin de detectar
efecto citopatico. Los aislamientos fueron identificados con el mimero de protocolo correspondiente
y almacenados en nitrogeno liquido luego del tercer pasaje.

Los aislamientos de BHV-1 que se incluyeron en este estudio y algunos datos relevantes estan
incluidos enlatabla N° 1.

Las cepas Los Angeles (LA) y A-663 fueron incluidas como referencia, representando los ipos 1. 1
y 1.3 respecuvamente.

Los aislamientos seleccionados para su caracterizacion fueron efectuados en celulas MDBK. Los

utulos de infectividad observados variaron entre 106 y 10750 pICT 50/ml



TABLA 1: Aislamientos de BHV-1 realizados en Argentina, Chile y Brasil
incluidos en el estudio

OBTENIDO SIGNOS

CEPA DE CLINICOS PAIS ANO
LA* traclo resp. respiralorio E.EEU.U 1956
A-663 cerebro encefalitis ARGENTINA| 1982
A-768 cerebro encefalitis ARGENTINA| 1982
A-771 higado encefalitis ARGENTINA| 1982
A-898 cerebro encefalitis ARGENTINA| 1983
A-774 bazo aborto ARGENTINA| 1983
A-70 cerebro encefalitis ARGENTINA| 1984
A-232 cerebro encefalitis ARGENTINA| 1984
A-200 cerebro encefalitis ARGENTINA| 1984
A-89 cerebro encefalitis ARGENTINA| 1984
A-S cerebro encefalitis ARGENTINA| 1985
A-75 hisop. prep. gemital ARGENTINA| 1985
A-1%4 hisop. vag. genital ARGENTINA| 1986
A-107 higado fetal aborto ARGENTINA| 1986
A-170 hisop.prep. genital ARGENTINA| 1989
A-202 hisop.prep. genital ARGENTINA| 1989
A-52 pool SN SR ARGENTINA|[ 1989
A-54 pulmén SR ARGENTINA|( 1989
A4l hisop. vag. genital ARGENTINA| 1989
A-67 hisop.oc. conjuntivitis ARGENTINA| 1989
Ch-1 tracto resp. respiratorio CHILE 1977
Ch-2 feto aborto CHILE 1985
Ch-3 epitelio bucal SR CHILE 1979
Br-35 pulmon respiratorio BRASIL 1990
Br-136 cerebro encefalitis BRASIL 1989
Br-56 hisop.prep. genital BRASIL 1990

SR. sin registro

hisop. oc. vag. y prep.: hisopado ocular. vaginal y prepucial

resp.: respiralono

pool SN: pool sistema nervioso

*: prototipo de BHV-1.1 y BHV-1.3 respectivamente
I11.3. Anticuerpos monoclonales (ACMs)
Los procedimientos para generar y caracterizar los hibridomas contra la cepa neumotropica LA y la
encefalitogénica N569 (BHV-1.3), han sido descriptos anteriormente (Metzler, 1987). Entre los
sobrenadantes de los hibridomas producidos con LA los Nrs. 1240 y 140 reaccionan con todos
los tipos de BHV-1, mientras que el Nr. 60 y el 131 no reaccionan con cepas encefalitogénicas

(BHV-1.3). Por otro lado todos los ACMs producidos con la cepa australiana N569 (Nrs. 2915,

2514 y 1624) solo reconocen epitopes presentes en variantes del tipo 3.
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I11.4. Inmunoperoxidasa para caracterizaciéon de aislamientos

Para evaluar la reactividad de los ACMs con los aislamientos virales, se utilizo la técnica de
inmunoperoxidasa indirecta sobre células MDBK infectadas con cada uno de los aislamientos.
Cuando se visualizo efecto cilopatico, las laminillas infectadas con cada una de las cepas fueron
fijadas en acetona a -20°C durante 20 min. Los antigenos virales se detectaron utilizando
sobrenadantes puros de los hibridomas Nr. 141, 60 y 2915. Luego de una incubacion durante toda
la noche a 4°C en camara humeda, se realiz6 una incubacion de 1 hora con el conjugado antiraton-
peroxidasa (DAKO) diluido 1/300 en solucion buffer salina (PBS) pH 7.2, conteniendo 1% de
seroalbumina bovina (BSA). Luego de 3 lavados de 10 min. posteriores a cada periodo de
incubacioén, la presencia de antigeno viral se revelo con una solucion de 3-3' diaminobencidina
disuelta en buffer Tris-HCI (30 mg/100 mi; pH 7.6 conteniendo 0.01% de H202). La reaccion se
detuvo mediante un lavado con PBS y otro posterior con H2O destlada.

Utilizando un panel basico de 3 ACMs (141, 60 y 2915) fue posible identificar BHV-1.3 de los
otros tipos. La caracterizacion antigénica de algunos aislamientos se confirmé con 3 ACMs

adicionales (131. 1624y 2514).

INI.5. Infeccion y marcado de células

Monocapas preconfluentes de celulas MDBK sembradas en frascos plasticos descartables (25 cm2)
fueron infectadas con cada uno de los aislamientos en estudio con una multiplicidad de infeccion de
5. Paralelamente se utilizaron celulas sin infectar como control negativo. Luego de 1 h. de
adsorcion, se realizaron 3 lavados con PBS y se agregaron 4 ml de medio conteniendo 1/10 de la
concentracion usual de metioninay 2 % de suero fetal bovino. Se incubaron las monocapas durante
8 ha 37°C; luego se agregaron 5 uCi/m1 de 35S-metionina (New England Nuclear, NEN; actividad
especifica 1186.0 Ci/mmol) a cada frasco. Luego de una incubaciéon a 37°C durante toda la noche,

se cosecharon las células marcadas.
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I11.6. Preparacion de muestras para electroforesis en gel de poliacrilamida

Se realizaron 3 lavados en cada una de las monocapas con PBS, y se cosecharon en 5 ml de PBS.
Luego fueron transferidas, de manera individual, atubos en los que se las centrifugo por 3 min. a
3000xg. Se descarto el sobrenadante, y resuspendio el pellet en 0.5 ml de buffer muestra (50 mM
Tris-HCI, pH 6.8, conteniendo 3 % de duodecil sulfato de sodio -SDS-, 1 % de 2-mercaptoetanol,
15 % de glicerol y 0.01 % azul de bromofenol). Las muestras fueron incubadas durante 3 min. a

100°C y conservadas a -20°C hasta ser cormidas.

II1.7. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), transferencia y
exposicién
Se prepararon geles al 10 % en presencia de SDS de acuerdo a procedimientos previamente
descriptos (Laemm!i, 1970) en un aparato vertical Hoefer SE 400. Luego de la electroforesis (20
mA para geles de 1.5 mm), se realiz6 una transferencia de las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa (NC) (BA 85 de Schlecher y Schuell) para obtener una mejor definicion de las
bandas. Para ello se coloco el gel de poliacrilamida, contemendo las proteinas, sobre una lamina de
papel de filtro. La cara descubierta del gel se cubrio con una membrana de nitrocelulosa.
Posteriormente la nitrocelulosa se cubrio con una lamina de papel de filtro. Ambas hojas de papel
de filtro conteniendo el gel y la nitrocelulosa fueron colocadas entre almohadillas sostenidas por
soportes plasticos. El conjunto entero se ubico en una cuba de transferencia (Hoefer TE 50)
conteniendo buffer de transferencia (20 mM Tris HCI, 150mM glicina pH 8), refigerada con agua
corriente, de manera tal que la nitrocelulosa enfrentara el anodo. El voltaje aplicado fue de 3 v por
cm durante toda 1a noche. Las proteinas que, por efecto del SDS se cargaron negativamente, fueron
transferidas electroforéticamente del gel a la membrana de nitrocelulosa. Concluida la transferencia
se retird la membrana de nitrocelulosa y se lavo con agua destilada, dejandola luego secar entre

papeles de filtro. Una vez seca esta membrana, se expuso a una pelicula Kodak X-OMAT AR,



durante 72 hs a -70°C. Los polipéptidos inducidos por cada uno de los aislamientos fueron
numerados de acuerdo a descripciones previas (Metzler, 1985-1986). Se incluyeron marcadores de
peso molecular en cada corrida.

En base a la conducta migratoria de algunas proteinas en especial las vp9, vpl7A, vp30 que

poseen patron de migracion tipo especifica fue posible identificar BHV-1.3 de los otros tipos.

I11.8. Inmunoprecipitacion (IP)

Se procedio igual que para infeccion y marcado de células hasta obtener las celulas infectadas con
cada uno de los aislamientos y no infectadas, lavadas, en el tubo de centrifuga. Se resuspendio el
precipitado de cada frasco plastico en 2 ml de buffer RIP (140 mM CaCl, 10 mM Tris-HCI, 1%
(v/v) Tritén X-100, pH 7,3) y homogeinizo. Cada uno de los aislamientos fue tratado de manera
individual. Se realiz6 una centrifugacion durante 90 min. a 100000xg y se utilizo el sobrenadante
(0.2 ml por 5 ul de cada suero evaluado), se homogeinizo e incubo toda la noche a 4°C. Se
agregaron 35 ul de Proteina G-Sepharosa en buffer RIP de manera individual. Se incub6 60 min.,
resuspendiendo la sefarosa cada 10 min. Se lavaron los inmunocomplejos 5 veces con buffer RIP y
se centrifugaron las esferas de Sepharosa por tiempos cortos. Luego del lavado final se retiro
completamente el posible resto de buffer RIP y se resuspendieron los inmunocomplejos en 65 ul
de buffer muestra. Se incubo por 3 min. a 100°C. Se homogeinizé | 6 2 veces durante la
incubacion para permitir que el SDS acceda a los inmunocomplejos. Se centrifugé por un tiempo

corto y se mantuvieron las muestras a 4°C hasta la corrida.

IT1.9. Inmunoblotting (IB)

Se 1ncubo la nitrocelulosa donde se habian transferido las proteinas en el buffer bloqueo al 5%
(BB1.5-50 mM Tris- HCI, pH 7,4, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA, Nonidet P40 0,05 %,
suplementado con 1-5 % de leche descremada). Se lavo con BB1. Se incubo con el anticuerpo
primario (diluido 1:100 en BB{) por 2 hs. Luego de 3 lavados de 5 min. con BB{ se incubo con

conjugado antibovino-peroxidasa diluido en BB| (1:100) por una hora. Se lavo nuevamente e
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incubo con el sustrato por 15 min. (cloronaftol, 0,3 % metanol en PBS con HyO3 al 0,01 %). La

reaccion se detuvo con 3 lavados de 5 min. con agua corriente.

I11.10. Desarrollo de técnicas de diagn6stico rapido

Se utilizaron 10 cerebros de bovinos con signos neurologicos enviados al laboratorio para
diagnostico virologico convencional en cultivo de tejidos. BHV-1 fue aislado del cerebro de 7
animales y de higado o bazo de los 3 restantes. Los cerebros fueron obtenidos de terneros, durante
diferentes epizootias de encefalitis, y fueron almacenados hasta 12 meses a -70°C para su posterior
estudio. Por otro lado se utilizaron 10 cerebros obtenidos de bovinos de matadero libres de virus
detectable por cultivo de tejido que fueron incluidos como controles negativos.

Se realizaron improntas de alrededor de | a 2 cm2 de tejidos de 3 zonas de la corteza cerebral
(frontal, panietal y occipital) sobre portas limpios y desengrasados. Luego del secado, se fijaron en
acetona fria y se conservaron a -20°C hasta su procesado. Los antigenos virales fueron detectados
con el método peroxidasa-antiperoxidasa (PAP), utilizando los sobrenadantes de cultivos de
hibridoma Nr. 141 (diluido 110), suero de conejo anti-raton (diluido 1/:50) y PAP raton (diluido
1/50). Los tiempos de incubacion a 37°C en camara humeda fueron 2 horas, 30 min. y 30 min.
respectivamente. Todos los reactivos fueron diluidos en BSA 1 % en PBS. La presencia de
antigenos virales se revelo incubando las improntas por 30 min. en la solucion de diaminobencidina
descripta anteriormente. La observacion microscopica se realizo a 100 y 250 aumentos sin tincion
de contraste. La reaccion se considero positiva si era posible identificar neuronas conteniendo

tincion marron en su citoplasma y procesos dendriticos como axonales.
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ITIN.11. Caracterizaci6n viral a partir de improntas de cerebro

La reactividad de 2 ACMs adicionales (Nrs. 1240 y 131) con antigenos de BHV-1 presentes en
improntas de cerebros fueron evaluados con el mismo protocolo de inmunoperoxidasa descripto.
Se incluyeron celulas de rifion de feto bovino infectadas con las cepas LA y A-663, ambas
consideradas como prototipos de cepas neumotropicas y neurotropicas respectivamente (Metzler,

1986). Se utilizaron ios ACMs 1240 diluido 1/10y 131 1/2.



IV. RESULTADOS

IV.1. ANALISIS DE LAS CEPAS AISLADAS EN ARGENTINA

Se confecciono un registro de datos de interes de los aislamientos con los que cuenta el laboratorio,

donde se incluye el afio en que se realizo el aislamiento, cuadro clinico, localidad, ubicacion, etc.

Luego, se realizo un analisis de los datos correspondientes al periodo 1982-1990. Enlafig. 3 se

presenta el total de aislamientos realizados por afio y en detalle los valores correspondientes a los

diferentes signos clinicos (nervioso, aborto, genital y respiratorio). Con ND se agrupan los

aislamientos provenientes de animales con signologia no determinada.

FIGURA 3. Distribucion de aislamientos a lo largo del periodo 82/90

Afos
Signos clinicos 82 83 84 85 86 87 88 89 90 T
Nervioso 4 5 10 10 11 10 8 4 2| 64
Aborto -2 - -2 - 1 - 1 6
Gemital - -2 2 -2 3 - 9
Respiratonio 1 - - 2 . 6 1 10
ND - 2 i 1 1 1 6
Total de aislamientos realizados 4 7 11 12 17 13 12 14 S 95

ND: no determinado
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E! numero de aislamientos analizados sugieren el cuadro epidemiolégico de la region. En la fig. 3a
se encuentra representado el porcentaje de aislamientos locales de BHV-1 de bovinos de acuerdo a
los diferentes signos clinicos correspondiendo el 67,4 a signos nerviosos; el 9,47 % fue aislado de
cuadros genitales y una menor proporcion (10,5 %) de cuadros respiratorios y abortos (6,3 %). Un
porcentaje similar (6,3) corresponde a aislamientos provenientes de cuadros con signologia no
determinada. En casi todos los casos el virus fue aislado de cerebro, ocasionalmente del ganglio de
Gasser, medula espinal, cornete nasal, bazo, higado, pulmoén y rifion. También se aislo BHV-1 de
hisopados y lavados prepuciales de machos adultos con balanopostitis; higado y pulmon de fetos

abortados e hisopados nasales de ammales con enferrnedad respiratoria.
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FIGURA 3a. Porcentaje de aislamientos realizados en nucstro medio de acuerdo a

los signos clinicos

ND 6.3 ®

ssetiiiIm

NERVICSC €7.4 %

ABORTO 6.3 %

GENITAL 95 %

RESPIRATORIO 10.5 %
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En lafig. 3b se ha graficado, en forma de barra, la distribucion de BHV-1 en el periodo 82-90 en
Argentina donde se encuentra representado el numero de aislamientos provenientes de animales con
signos nerviosos sobre ¢l total de aislamientos realizados por afio.

A partir de este analisis puede decirse que BHV-1 esta presente a lo largo de todos los aiios y es de
destacar que del total de aislamientos realizados en cada uno de los afios. el porcentaje de aguellos
obtenidos de bovinos con signos nerviosos caracterizados por encefalitis, fue mayor al 50, aunque
esta relacion se invierte en los anos 1989 y 1990. Con respecto a esta ultima observacion, debe
considerarse que a partir del 1989 los ingresos de material para diagnostico no ocurren en forma
regular debido a la apertura de laboratorios privados que absorbieron, en parte, el diagnostico
virol6gico.

Como se desprende del registro de ingresos en general pudo observarse mayor numero de casos
nerviosos reportados que aquellos obtenidos de animales con otros signos. Este hecho puede
asociarse a la espectacularidad en que se presenta la forma neurologica ya que en el caso de

encefalitis |a situacion es fatal, sin exclurse una mayor frecuencia de casos clinicos.
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FIGURA 3b. Casos nerviosos con respecto al total de aislados durante en periodo 82/90

20
N° CASOS

10 1 s

1982 1983 1984 1985 1986 1987 1988 1989 1990
ANOS

CASOS NERVIOSOS il TOTAL AISLAMIENTOS
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IV.2. CARACTERIZACION DE AISLAMIENTOS

La reactividad de los ACMs con estos virus se determin6 por inmunoperoxidasa indirecta wilizando
celulas infectadas 1n vitro, con cada uno de los aislamientos, como sustrato antigénico.

Los ACMs 141 y 60 fueron generados con la cepa LA y el Nr. 2915 con la cepa australiana N569
tambien originada de un caso de encefalitis, o sea que ambos ACMs permitieron distinguir los
aislamientos pertenecientes al tipo 3 de aquellos que no lo eran, dado que el ACM Nr. 60 no
reconoce el epitope en los aislamientos upo 3 mientras que el ACM Nr. 2915 solo es reactivo con

los virus que responden a este patron. (fig. 4)
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FIGURA 4. Células MDBK infectadas con el aislamiento 107 mostrando distinta reactividad con
los ACMs a. 141, b.60, c. 2915
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IV.2.1. ANALISIS DE REACTIVIDAD DE ANTIGENOS INDUCIDOS POR
CADA UNA DE LAS CEPAS

Con el fin de efectuar la caracterizacion de aislamientos y poder realizar un estudio epidemiologico a
nivel molecular se examino la reactividad de aislamientos de BHV-1 provenientes no solo de
Argentina ( obtenidos en el periodo 1982-1990), sino tambien de Chile y Brasil. De aquellos
obtemdos de Argentina se seleccionaron 1-3 aislamientos de distintos afios del periodo analizado.

En la tabla 2 se presentan los resultados de la caracterizacion antigénica utilizando un panel de
anticuerpos monoclonales en un ensayo de inmunoperoxidasa indirecta. Todos los aisiamientos
estudiados fueron reactivos con el ACM Nr. 141, lo que indicaba que pertenecian al grupo BHV-1.
Entre los aislamientos estudiados, 7 de 8 provenientes de Argentinay 1 de 1 proveniente de Brasil,
todos ellos aislados de bovinos con signos nerviosos, mostraron patron tipo BHV-1.3. Diez de 12
casos no neurolégicos provenientes tanto de Argentina, Chile como de Brasil exhibieron
caracteristicas BHV-1.1/2. Seis de 6 aislamientos genitalesy 1 de 3 obtenidos de fetos abortados

mostraron patron tipo BHV-1.1/2.
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TABLA 2 Reactividad de aislamientos de BHV-1 con ACMs revelado con una
prueba de inmunoperoxidasa indirecta sobre células infectadas. Las

cepas LA y A-663 fueron utilizadas como referencia.

CEPAS | REACTIVIDAD CON ACMs# | PATRON IDENTICO A
141 60 2915 BHV-1.1/2 BHV-1.3

+ +*

LA
A-663
A-768
A-771
A-898
A-774
A-70
A-232
A-200
A-89
A-S
A-75
A-194
A-107
A-170
A-202
A-52
A-54
A4l
A-67
Ch-1
Ch-2
Ch-3
Br-35
Br-136
Br-56

+

»

+

+

x

+

- - - *

*

+|+|+]+]+]+
"

]
A A I N A A A

'
+

+
+

B EAEAEREARA R
'
+

B RS
+

B R R R T R S S R B N O R O R R OO I (S (R ey Py P

+ o+ ]+ ]+ e+
]

#ACM Nr. 141 reacciona con BHV-1.12 y BHV-1.3
ACM Nr. 60 reacciona solo con BHV-1.1/2
ACM Nr. 2915 reacciona solo con BHV-1.3

* Confirmado con ACMs Nr. 131, reaaivo con BHV-1.1/2, y 1624 y 2514 reactivos exclusivamente con BHV-1.3
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IV.2.2. ANALISIS DE PROTEINAS VIRALES METABOLICAMENTE
MARCADAS

El estudio de polipéptidos inducidos por la infeccion de los distintos aistamientos se implemento
con el objetivo de completar estudios previos y asi poder definir mas finamente la prevalencia de
variantes de BHV-1 en diferentes regiones de Sudamerica.

Con el fin de comparar los perfiles proteicos de diferentes aislamientos, se examinaron 4
aislamientos argentinos (3 pertenecian a BHV-1.3 y un caso genital (BHV-1.1/2). un aislamiento
chileno (upo BHV-1.1/2) y dos brasilefios (cada uno de ellos representando diferentes tipos),
(fig.5. calles 2 a 10). También se incluyeron células sin infectar, material que se commio en paralelo
como control negativo (fig. 5, calle 1).

Metzler y colaboradores, han mostrado que las vp 9y 17A migran mas rapido mientras que fa vp30
tiene mayor peso molecular en las cepas que responden al patron tipo BHV-1.3. (Metzler, 1986)

En base a los perfiles proteicos observados y de acuerdo a la conducta de migracion relativa, fue
posible distinguir aquellos aislamientos pertenecientes al tipo BHV-1.3 (A-232, A-70, A-5 y Br-
136) de los que responden al upo BHV-1.1/2 (A-202, Ch-1, Br-56)
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FIGURA 5 Perfil proteico de aislamientos provenientes de Argentina, Chile y
Brasil
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Calles: 1. Celulas sin infectar: 2. LA; 3. A-663; 4. 232; 5. 70; 6. 5; 7. 202; 8. CH-1; 9. BR-56; 10. BR-136.
“Las flechas indican la posicion de marcadores de PM: Miosina 205000; Fosforilasa 97000; BSA 69000; OVA 46000.
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IV.2.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS AISLAMIENTOS
ANALIZADOS

En base a los datos de procedencia y los resultados de caracterizacion y se confeccion6 un mapa
con la ubicacion de los mas de 90 aislamientos obtenidos en nuestro pais y aquellos provenientes de
Chile y Brasil (fig. 6)

Con respecto a los aislamientos provenientes de Brasil, el BR-136, constituye el primer caso de
encefalitis a partir del cual se aislo BHV-1 en ese pais, aunque previamente se habia reportado 1a
forma neurologica con lesiones histologicas encefaliticas. Esto sugiere, como algunos autores lo
han mencionado, una mayor incidencia de la forma encefalitica de IBR en el sur de Brasil. El
aislamiento BR-56, fue obtenido a partir de una epidemia de balanopostitis aguda de toros de una
estacion de inseminacion artificial, lo que sugeriria que esta enfermedad es mas importante en la
misma region de lo que se pensaba previamente.

Con respecto a los aislamientos provenientes de Chile, si bien el analisis se realizo en base a un
numero pequefio de aislamientos, los datos sugieren ausencia de BHV-1.3 en ese pais.

Los aislamientos originarios de Argentina provienen en su mayoria de la provincia de Buenos
Aires, Cordoba y en menor proporcion de Santa Fe, La Pampa y Entre Rios en ese orden.

Como puede observarse, en nuestro pais circulan todos los tipos, aquellos con caractensticas
BHV-1.3 se confinaron principalmente en la zona central de la provincia de Buenos Aires y del
pats, mientras que los que presentaron caracteristicas BHV-1.1/2 se distribuyeron en la penifena de

la misma provincia.
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FIGURA 6 Distribucion de aislamientos provenientes de Argentina, Chile y Brasil
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IV.2.4. RELACION ENTRE TIPOS Y ENTIDADES CLINICAS

Si bien el namero de aislamientos obtenidos de casos respiratorios y abortos no son suficientes
como para establecer relaciones, pudo determinarse que de 10 casos analizados provenientes de
bovinos con enfermedad neurologica 9 respondieron al ipo BHV-1.3, mientras que todos los casos

obtemdos de la forma genital exhibieron patron tipo BHV-1.1722.

FIGURA 7 Asociacion entre tipos de BHV-1 y entidades clinicas

TIPO BHV-1.1/2 BHV-1.3

SIGNOS CLINICOS

neurologicos 1 7
respiratorios 2 1
genitales 6

abortos 1 2
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IV.2.5. ANALISIS DE AISLAMIENTOS LOCALES CON PATRON BliV-1.3

Dada la importancia de BHV-1.3 en nuestro medio, una variante no reconocida previamente. se
eligieron cuatro aislamientos representativos (A-663, A-200, A-5y A-89) que respondieron a este
tipo a traves del analisis antigenico y proteico aislados de bovinos con enfermedad neurologica. y
otro perteneciente a BHV-1.1, A-898, aislado de un cuadro con las mismas caracteristicas, con el
fin de establecer 1a relacion antigenica e inmunogeénica entre los diferentes virus.

En primer lugar se compararon sus perfiles proteicos a traves de un SDS-PAGE (fig. 8). Como se
ha mencionado previamente la conducta migratoria relativa de las vp9, vpl 7A y vp30 permitieron
identificar a estos aislamientos (A-200, A-5, A-89) como pertenecientes al tipo BHV-1.3 dado que
sus perfiles proteicos fueron indistinguibles de A-663 utilizado como referencia, a diferencia de A-
898 que presento caracteristicas BHV-1.1/2.

Al disponer de antisueros bovinos homologos se realizaron, con los mismos aislamientos, ensayos
de JP e IB.

Para la P se utilizaron 2 sueros, uno de ellos, el A, anti-A-663 (BHV-1.3) y otro E obtenido luego
de una reacivacion de una infeccion latente con la cepa Jura (BHV-1.1)

En la IP solo podran identificarse aquellas proteinas contra las que reaccionan los anticuerpos
presentes en el suero. Como puede observarse, muchas proteinas no pueden detectarse con ambos
sueros. cuando se compara con el malerial control, sin inmunoprecipitar. Esto puede deberse Lanto
al anugeno como al suero que se este utilizando, 6 de con que eficiencia la proteina G se una a las
inmunoglobulinas bovinas. El control sin inmunoprecipitar indica la presencia del antigeno. Por
otro lado la reaccion fue especifica con ambos sueros ya que ninguno precipito proteinas celulares.
El suero anti A precipita con mayor eficiencia proteinas inducidas por el aislamiento A-898 que
aquellas inducidas por el virus homologo y los otros aislamientos pertenecientes al mismo lpo,
mientras que el suero anti E precipito con igual eficiencia proteinas inducidas por los diferentes

tipos (fig. 9)
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El IBpermite, al utilizar un buffer desnaturalizante identificar aquellos determinantes antigenicos
asociados a la estructura primaria. La desnaturalizacion puede tener doble efecto, hacer perder o
exponer epitopes haciendolos accesibles a los anticuerpos presentes en el suero. En el ensayo Ay B
se utilizaron 2 sueros anti BHV-1.1 y en C el mismo suero anti-BHV-1.3 utilizado para IP.
Nuevamente los controles demuestran la especificidad de los sueros evaluados. Si bien los datos
obtenidos en este ensayo no agregan informacion adicional confirman hallazgos previos,
demostrando que el suero A en general fue menos eficiente que ambos E dado que la reactividad
con todos los aislamientos fue escasa, mientras que los sueros anti BHV-1.1 reconocieron con
mayor eficiencia epitopes de la cepa homoéloga que de los virus heterologos. Adicionalmente puede
observarse diferencias individuales entre los sueros anti-BHV-1.1, siendo mas eficiente el utilizado

en el ensayo B (fig. 10)
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FIGURA 8 Perfil proteico de aislamientos argentinos con patron BHV-1.3

-

Calles: 1. Células sin infectar; 2. 898; 3. 5; 4. 89; 5. 200; 6. A-663. Las flechas indican marcadores de PM:
miosina: 205000; fosforilasa: 97000; BSA: 69000; OVA: 46000
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FIGURA 9 Inmunoprecipitacion de aislamientos argentinos con patron BHV-1.3

Control: Sin inmunoprecipitar con 20000 cpm; Anti A: Anti A-663 (BHV-1.3); Anti E: Anti JURA (BHV-1.1).
Calles: 1. Celulas sin infectar; 2. 898; 3. 5; 4. 89; 5. 200; 6. A-663. MWM: marcadores de PM: miosina: 205000;
fosforilasa: 97000; BSA: 69000; OVA: 46000
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FIGURA 10 Inmunoblotting de aislamientos argentinos con patron BHV-1.3

Sueros: A. Anti JURA (BHV-1.1)- T-; B. Anti JURA (BHV-1.1)- L-; C. Anti A-663 (BHV-1.3)
Calles: 1. Celulas sin infectar; 2. 898; 3. 5; 4. 89; 5. 200; 6. A-663




IV.2. INMUNOPEROXIDASA COMO METODO DIAGNOSTICO RAPIDO

IV.2.1. DETECCION DE ANTIGENOS DE BHV-1

54

Se examinaron improntas de cerebro, de los cuales se habia aislado BHV-1. La tincion marron de

citoplasma y procesos axonales y/o dendriticos de las neuronas, revelo la presencia de antigeno.

Una imagen similar se observo en preparaciones realizadas a partir de cerebros obtenidos de 3

bovinos de los cuales se habia aislado virus a partir de higado o bazo pero no de cerebro (tabla 3).

No se detecto tincion especifica en neuronas de improntas realizadas de cerebros bovinos utilizados

como controles negativos. El numero de células tefiidas fue de 1 0 2 a cienLos por portacbjeto. En la

mayoria de los casos, las celulas tefiidas formaban grupos rodeados por grandes areas libres de

tincion de fondo.

TABLA 3 Resultados de aislamiento viral y deteccién de antigenos de BHV-1 por
inmunoperoxidasa en muestras de cerebro

[ACMs utilizados | cepas virales® | ternero N° H
en PAP (N°)* LA A-663 1-10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
141 + + - + + o+ 4+ o+ 4 +
1240 + + + 4+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+
131 + - - - - - - -
aislamiento

viral

Se utilizaron 3 anticuerpos monoclonales producidos con la cepa neumotropica LA de BHV-1:Nr. 141 y 1240

fueron reactivos con cepas neumotropicas y neurotropicas de BHV-1: Nr. 131 no reacciona con cepas neurotropicas
Se sembraron cultivos primarios de rifion de feto bovino sobre cubreobjetos e infectados con la cepa neumotropica

(LA) y 1a neurotropica (A-663) de BHV-1.

Terneros N° 18. 19 y 20: muestras utilizadas como controles negativos, BHV-1 no fue aistado del cerebro de estos
ammales. pero s1 de mgado o bazo.
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IV.2.2. CARACTERIZACION VIRAL

Los resultados de inmunoperoxidasa del control y muestras BHV-1 positivas en los cuales se
utilizo el ACM Nr. 1240 fueron idénticos a aquellos obtenidos con el ACM Nr. 141. Aunque pudo
detectarse antigeno sobre celulas infectadas con la cepa neumotropica LA con el meétodo PAP,
utilizando el ACM Nr. 131, no se observo tincion especifica utilizando este ACM sobre celulas

infectadas in vitro con la cepa neurotropica A-663 6 en improntas de cerebro de los cuales se habia

aislado virus (fig. 11)
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FIGURA 11. Impronta de cerebro de un ternero infectado con BHV-1. Se observa
citoplasma de neuronas con tincidén especifica a través del método de
inmunoperoxidasa, utilizando el ACM Nr.141.




V. DISCUSION

A partir de |a primavera de 1981 varias epizootias de encefalitis en teneros fueron reconocidas en la
region central de Argentina (Schudel y col., 1983). De 131 epizootias registradas en un periodo de
8 afos, herpesvirus bovino-1 (BVH-1), ha sido aislado utilizando métodos convencionales, a partir
de muestras de cerebro de bovinos de 51 rebarios.

Dada 1a magnitud de la prevalencia y distribucion de reactores serologicos a BHV-1 y la variedad de
cuadros clinicos a los que se encuentra asociado este virus, resuito necesario implementar un
sistema eficiente para la caracterizacion y diagnostico rapido del agente en cuestuon. De este modo,
utilizando herramientas biotecnologicas disponibles, fue posible ahondar en el conocimiento de la
epidemiologia molecular de BHV-1 en la region. Estos datos seran utiles al tomar medidas
profilacticas que contribuyan al control y eventual erradicacion de esta enfermedad en nuestro
medio.

El analisis y caracterizacion de aislamientos en nuestro medio permitio realizar un estudio de la
epidemiologia molecular de BHV-1 en Argentina , y con el fin de ampliar el conocimiento sobre
cepas circulantes, se incluyeron otras provenientes de Chile y Brasil.

Con respecto a los aislamientos obtemdos en Argentina, es marcado el incremento del numero de
muestra enviadas para aislamiento de BHV-1 durante el periodo analizado. Este hecho podna
atribuirse a un mayor conocimiento y divulgacion de la enfermedad, sin excluirse una mayor
presentacion de cuadros clinicos. Ademas debe tenerse en cuenta que el diagnostico viral tambien es
canalizado en otros organismos de control. Los datos evidencian mayor demanda de diagnosticos
de laboratorio orientados al aislamiento e identificacion de BHV-1 a partir de muestras provenientes
de casos clinicos con sintomatologia nerviosa. En mas del 50% de las muestras recibidas con
diagnostico presuntivo de BHV-1 se aislo el agente. Este hecho difiere llamativamente con la
situacion descripta en otros paises, donde comunican la presentacion de esta infeccion en forma
muy esporadica con mayor incidencia de casos con signos respiratorios. En nuestro caso no
podemos restar importancia a los otros cuadros clinicos de etiologia BHV-1 pues a1 bien el nomero

de muestras recibidas con otros cuadros diferentes del nervioso podria atribuirse a que los cuadros
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no son letales, pasando inadvertidos por la sospecha de otra etiologia. Por otro lado, debe
considerarse una menor eficiencia de aislamientos en esos casos por el momento de la toma y lipo
de muestra ya que es dificil rescatar virus de hisopados, lavados prepuciales. y fetos que
generalmente llegan en estado de autolisis avanzado. (Ruiz, 1989).

En base al analisis de reactividad con ciertos ACMs o SDS-PAGE de proteinas virales especificas,
fue posible asignar aislamientos de BHV-1 a tipos virales definidos previamente (BHV-1.1/2 o
BHV-1.3) (Metzler, 1985). La tincion con inmunoperoxidasa de células infectadas demostro ser un
procedimiento confiable para una rapida caracterizacion de aislamientos de campo de BHV-1.
Nuestros resultados indican que un panel de 3 ACMs es suficiente para este proposito. Cuando
algunas cepas representativas fueron analizadas con ACMs adicionales el tipo viral fue confirmado.
En esta investigacion se observo una completa correlacion entre los datos obtenidos por
inmunoperoxidasa y SDS-PAGE.

La evaluacion mediante inmunoperoxidasa con ACMs y SDS-PAGE, confirma reportes previos de
nuestro laboratorio que indican que la mayoria de los aislamientos de BHV-1 obtenidos de cerebros
de casos neurologicos presentan caractensticas BHV-1.3. Por otro lado, aislamientos
caracterizados como BHV-1.3 fueron también recuperados a partir de 2 casos de aborto mostrando
que, aparentemente, este Lipo viral no solo se encuentra asociado enfermedad del sisema nervioso
central (Schudel, 1986).

Todos los aislamientos genitales mostraron caracteristicas BHV-1.1/2 cuando fueron caracterizados
tanto con ACMs como con PAGE.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que BHV-1.1/2 y BHV-1.3 se encuentran en el
Hemaisferio Sur. En Argentina y Brasil todos Jos upos de BHV-1 estan presentes, y entre los pocos
aislamientos chilenos analizados, ninguno tuvo caracteristicas tipo BHV-1.3.

La identidad de un aislamientos de Brasil obtenido de un caso neurologico (BR-136) ha sido
cuestionada por algunos autores (Studdert, 1990). Nuestros datos indican que este aislamiento
pertenece al tipo BHV-1.3. Hemos demostrado que este aislamiento comparte epitopes con cepas

australiana (N569) y argentinas aisladas de casos neurolégicos, como se demostré por su
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reactividad con ACMs Nr. 2915, 1624 y 2514, hecho que avala nuestra afirmacion. Por otro lado,
su perfil proteico es indistinguible de otros aislamientos argentinos (A-663, A-232, A-70, A-5).
Sin embargo no podemos excluir la hipotesis mencionada por el mismo autor quien propone,
tentativamente, que este aistamiento BR-136 y otros argentinos de 1gual origen. serian resultado de
una recombinacion y encuadrarian dentro de la designacion herpesvirus encefalitico bovino
(BEHV). Segun Studdert, 1a historia natural de herpesvirus bovino encefalitico (BEHV) es
enigmatica. Aunque antigénica y genéticamente relacionado a BHV-1, BEHV parece ser
distintivamente diferente en espacio y tiempo. Si, como BHV-1, es un alfaherpesvirus natural de
bovino Europeo, luego tendria una historia natural inusual ya que esencialmente solo ha sido
identificado como una causa de encefalitis aunque en Argentina, donde han ocurrido mas de 50
epizootias de encefalitis, aislamientos recuperados de fetos abortados respondieron al mismo tipo
(Giavedoni y col., 1988). Tambieén se ha sugerido que BEHV puede no ser un herpesvirus natural
de bovino europeo (Bos taurus), sino un herpesvirus natural de una especie de rumiante muy
relacionada como Braham/zebu (Bos indicus), el cual pudo haber sido transmitido al bovino
europeo. produciendo en esta especie, una encefalius fatal. No hay, sin embargo. evidencias que
sustenten esta hipotesis. Otras explicaciones acerca del origen de BEHV 1ndican que este virus
representa una recombinante entre BHV-1 y uno o mas herpesvirus de una especie rumiante
relacionado 0 que es un producto de un rearreglo genomico de BHV-1. Segun Studdert, las
diferencias entre BEHV y BHV-1 no son triviales. BEHV es una entidad genetica, altamente
conservada, aislada en diversas, aunque restringidas regiones geograficas , de epidemias de
encefalitis altamente fatal.

Si bien el nimero de muestra estudiadas no permite un analisis estadistico, es interesante destacar
que los resultados obtenidos revelan una clara asociacion entre el upo y signos clinicos, aunque este
punto necesita de mayor cantidad de pruebas solidas para ser demostrado. De manera general puede
establecerse que todos los casos genitales respondieron al patron BHV-1.172 y que aguellos que
poseian caracteristicas BHV-1.3 fueron aislados de bovinos con enfermedad neurologica

caracterizada por encefalius.
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Su caracter neurotropico, también ha sido demostrado experimentalmente. Con el proposito de
establecer una correlacion entre las caracteristicas antigénicas y la actividad biologica de ciertas
cepas, fue examinado el efecto de su inoculacion en el conejo. Se tomo la cepa 5 de BHV-1 aislada
en Buenos Aires, como representante de un aislamiento obtenido de un bovino que murio tras un
cuadro encefalitico. Una vez caracterizada como BHV-1.3 se realizo la reproduccion experimental
en terneros. Posteriormente, se inocularon 10 conejos adultos con esta cepa (BHV-1.3) y LA como
representante del tipo BHV-1.1 via conjuntival. Mientras la inoculacion de la cepa respiratoria
prototipo (LA) no cursa con un cuadro clinico, el aislamiento de origen encefalico aislado de un
cuadro neurologico (cepa 5) produjo la muerte de 7 conejos entre los 9 y 18 d.p.1 luego de la
inoculacion via conjuntival (Delhon y col., 1991). El virus fue aislado de cerebro y no de otros
organos, pudiéndose detectar antigeno viral por inmunoperoxidasa, utilizando un panel de ACMs
(141, 60 y 2915) sobre improntas de cerebro, lo que permiti6 definirlo como perteneciente al tipo
BHV-1.3 junto a otros aislamientos encefalitogénicos de BHV-1.

En este contexto debe mencionarse un experimento realizado por un grupo de 1a Universidad de
Oklahoma, en el cual 7 de 8 aislamientos recuperados del sistema nervioso central de bovinos
presentaron patron de migracion genomico indistinguible al de la cepa Cooper (BHV-1.1). Uno,
sin embargo, diferia de aquellos coincidiendo con los reportados para otras cepas neurotropicas con
caracteristicas BHV-1 (australiana y argentina). Cuando este aislamiento fue inoculado en la comea
de conejos, al menos 1a mitad de los animales desarrollaron meningoencefalitis fatal con signos
neurologicos 10-14 dias luego de la inoculacion. Conejos inoculados en la conjuntiva, con la
misma dosis de la cepa Cooper, desarrollaron solo una queratitis leve 3-4 dias p.1. Esto indicaria
que el sistema nervioso del bovino, puede ser infectado naturalmente con al menos dos diferentes
tipos de BHV-1, y que al menos uno de estos es mas neurovirulento que la cepa Cooper cuando
inoculado ocularmente en conejos (d'Offay, 1989).

Latecnica de inmunoperoxidasa ha sido utilizada para la deteccion de antigenos de herpesvirus en
tejidos de animales experimentalmente infectados, principalmente el virus de la pseudorabia en

improntas de cerebro y BHV-1 en secreciones nasales (Allan, 1985; Edwards, 1983). Estos
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estudios indicaron que este méodo, sumado a sus ventajas operativas, posee un alto grado de
especificidad y sensibilidad, comparado con el aislamiento viral. En un estudio preliminar se ban
reportado los resultados de un ensayo utilizando esta técnica para la deteccion de BHV-1 en
muestras de cerebro con antisuero policlonal (Giavedoni y col., 1988). Se encontro que la misma
presentaba una sensibilidad mayor que el aislamiento viral convencional e igual que la técnica de
hibridizacion. No se obtuvieron resultados falsos positivos.

Uno de los objetivos del presente estudio fue examinar la eficiencia de la técnica de
inmunoperoxidasa utilizando ACM como método diagnostico para la deteccion de herpesvirus
bovino-1 (BHV-1) comparada con la del método de aislamiento viral convencional. Se detectaron
antigenos de BHV-1 sobre improntas de cerebro obtenidos de terneros de los cuales se habia
aislado virus por virologia convencional. Esta técnica demostro ser altamente especifica sin
resultados falsos positivos observados tanto con el ACM Nr. 141 o el Nr. 1240, luego de un
examen doble ciego.

De manera adicional fue posible realizar una caracterizacion rapida de los aislamientos utilizando 3
anticuerpos monoclonales reacuvos con cepas neuro y'o neumotropicas de BHV-1. Los resultados
fueron consistentes con trabajos previos en los cuales se realizo una caracterizacion utilizando otras
tecnicas como inmunofluorescencia y ELISA

Varios metodos rapidos de deteccion de antigenos incluyendo inmunofiuorescencia,
inmunoperoxidasa, ELISA y aglutinacion reversa pasiva, han sido utilizados para la deteccion de
BHV-1 en secreciones nasales (Edwards, 1983; 1987). Todos estos ensayos que utilizaban
anticuerpos monoclonales resultaban menos sensibles que la metodologia convencional de
aislamiento viral por inoculacion en cultivos de tejidos. En nuestro estudio, la comparacion de
resultados de aislamiento viral e inmunoperoxidasa indicaron que su sensibilidad es al menos
similar. La detecaon de antigenos de BHV-1 en 3 cerebros de los cuales no fue aislado herpesvirus
en cultivo de tejidos indicaron que la técnica de IPI puede ser abn mas sensible que el meétodo
convencional. Esta posibilidad se encuentra sustentada por dos hechos: 1) Estas muestras fueron

obtenidas de bovinos con signos de encefalitis viral y se obtuvo BHV-1 a partir de su higado y



bazo y 2) Los resultados obtemdos luego del examen doble ciego con los anticuerpos monoclonales
Nr. 141 y 1240 fueron idénticos. Resultados posteriores avalaron esta conclusion cuando se utilizo
el test de hibridizacion con sondas radiactivas para detectar presencia de genomas de BHV-1 en
esas muestras de cerebro.

Los aislamientos de herpesvirus recuperados de bovinos con meningoencefalitis en Argentina y
Australia representarian hasta ahora una variante antigénica y genomica de BHV-1 no conocida
previamente. Esto ha sido demostrado por analisis de polipéptidos y glicoproteinas virales, estudio
del ADN viral con endonucleasas de restriccion, y reactividad discriminatoria con anticuerpos
monoclonales (Metzler, 1986). Los resultados de caracterizacion de BHV-1 sobre improntas,
utilizando 3 ACMs, se correlacionaron con estudios en los cuales la reactividad de cepas
neurotropicas con ACMs Nrs. 141, 1240 y 131 fue ensayada por ELISA, inmunofluorescencia, e
IP (Metzler, 1986, Friedly, 1987).

En base a los resultados obtenidos, pudo determinarse que la técnica de inmunoperoxidasa,
utilizando ACMs para diagnostico rapido y caracterizacion preliminar de BHV-1 posee varias
ventajas sobre los metodos convencionales: es altamente especifica y probablemente tan sensible
como aislamiento viral en cultivo de tejidos, es de facil realizacion, y los resultados pueden ser
obtenidos pocas horas despues de la recepcion de la muestra.

El estudio de la caracterizacion de nuevas variantes de BHV-1 de tipo 3. constituye el primer paso
en el estudio de estos virus. Un paso posterior incluiria el mapeo genomico, por restriccion

enzimatica para obtener informacion mas completa acerca de este virus.
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Este estudio constituye un aporte a un problema en el area de salud animal de creciente relevancia,
esto es la aparicion de encefalitis herpética bovina que afecta con mayor frecuencia a ammales en
condiciones de produccion semiintensiva. El desarrollo de técnicas de diagnostico rapido permitina
el procesamiento de un gran niomero de muestras lo que redituaria en una mejor evaluacion
epidemiologica

La caracterizacion de BHV-1 circulantes en nuestro medio es esencial para una correcta seleccion de
antigenos vacunales. Finalmente las tecnologias utilizadas en este estudio podrian ser eventualmente

transferidas a otras areas de salud animal.



VI. CONCLUSIONES.

1. Ocho de nueve aislamientos de BHV-1 obtenidos de cerebros de casos neurologicos presentan
caracteristicas antigenicas BHV-1.3. Algunos de ellos confirmaron el tipo a traves de su analisis
por SDS-PAGE y un panel adicional de ACMs. Estos resultados permiten concluir que existe una
fuerte asociacion entre el upo mencionado y potencial neurotrépico.

2. Todos los aislamientos genitales mostraron caracteristicas BHV-1.1/2 en base tanto a su
caraclerizacion proteica como antigenica.

3. Los resultados obtenidos por analisis antigénico se correlacionaron totalmente con aquellos
obtenidos a partir del perfil proteico.

4. Cuando el panel de ACMs utilizado para la caracterizacion antigénica se amplio se confirmo el
tipo viral en todos los casos. Por ello, se deduce que seria suficiente un panel de 3 ACMs para
identificar BHV-1 y ubicar un aislamiento dentro del tipo correspondiente.

5. La técnica de IPI constituye un método rapido de diagnostico y caracterizacion de aislamientos de
campo de BHV-1. Su sensibilidad es similar a |a del aislamiento convencional.

6. En base a los resultados obtenidos hasta el momento, puede decirse que, BHV-1.3 representa un
tipo diferente de BHV-1 y que, aparentemente coexiste en Argentina con BHV-1.1 y/6 BHV-1/2.
BHV-1.3 tambieén esta presente en Brasil. En Chile, sin embargo, no se han registrado hasta ahora.

aislamientos con estas caracteristicas.



VII. RESUMEN

El interés en el estudio de los herpesvirus bovino (BHV-1) se origina en su considerable
importancia economica, difusion y capacidad para establecer infecciones latentes.

BHV-1 corresponde al grupo 1 de los 6 caracterizados en la familia Bovidae. La infeccion natural
de bovinos con BHV-1 ha sido asociada con afecciones respiratorias (rinotraqueitis infecciosa),
genitales (IPV y balanopostitis), del sistema nervioso central (meningoencefalitis), oculares,
dérmuicas, y entéricas.

A partir de 1981 varias epidemias de meningoencefalitis producidas por un herpesvirus (BHV-1) se
registraron en Ja zona central de nuestro pais. El laboratorio ha acumulado datos que indican la
presencia de variantes genomicas y antigénicas. El estudio incluye el desarrollo de un método
diagnostico rapido y de alta especificidad y la caracterizacion antigénica y proteica de BHV-1
circulantes utilizando ACMs ya existentes y geles de poliacrilamida.

El estudio de caracterizacion anugénica y proteica de cepas de campo de BHV-1 circulantes en
Argentina, Chile y Brasil se realizo con el proposito de obtener datos de la epidemiologia molecular
de BHV-1 en nuestro medio.

Se examinaron aislamientos efectuados entre 1982 y 1990 de casos de meningoencefalitis e
infecciones genitales y respiratorias. La reactividad de los anticuerpos monocionales (ACMs) con
estos virus se determino por inmunoperoxidasa indirecta (IPI) utilizando células infectadas in vitro
como sustralo antigénico, y 1a caracterizacion proteica a traves de SDS-PAGE.

Los datos obtenidos indicaron que la mayoria de los aislamientos obtenidos de casos neurologicos
(8/9) mostraron caracteristicas de BHV-1.3, mientras que todos los genitales poseian patron BHV-

1.172 y 3 mientras que en Chile el tipo 3 no parece tener importancia epidemiologica.
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Por otro lado, empleando un panel de ACMs producidos con una cepa tipo 1 de herpes bovino-1
(BHV-1.1) se determino que, cepas aisladas de casos locales de meningoencefalitis en terneros
poseian caracteristicas antigénicas diferentes a las de cepas prototipo aisladas de cuadros
respiratorios.

Luego de desarrollada y optimizada la IPI demostr6 ser una técnica rapida, (3 hs.) util en
laboratorios sin acceso a cultivos celulares para el diagnostico y caracterizacion rapida a partir de

muestras de campo de BHV-1.
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