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1. RESUMEN

Herpesvirus bovino tipo 1 (HVB-1) es agente etiolégico de la Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina y Vulvovaginitis/Balanopostitis pustular infecciosa. HVB-1 presenta
tres subtipos (HVB-1.1, HVB-1.2a y HVB-1.2b). Los subtipos HVB-1.1 y HVB-1.2a
clinicamente pueden cursar con sintomas respiratorios, conjuntivitis, signos clinicos
nerviosos, infertilidad y abortos. El subtipo HVB-1.2a ademas puede producir
enfermedad genital (IPV/IBP). Por otro lado el HVB-1.2b, esta asociado a IPV/IBP y no
se encuentra asociado a abortos. En Uruguay existen evidencias clinicas vy
epidemioldgicas de la presencia de la enfermedad desde la década del 70, siendo
aislado por primera vez en el afio 1981. En los ultimos afios se aislaron tres nuevas
cepas de HVB de animales infectados naturalmente. El objetivo de este trabajo es la
identificacion y caracterizacion de los dos Ultimos aislamientos, utilizando técnicas
inmunoldégicas (inmunofluorescencia directa y inmunoperoxidasa con anticuerpos
monoclonales) y moleculares (PCR y andlisis por enzimas de restriccion). Los
resultados demuestran que las dos cepas pertenecen al subtipo HVB-1.2. Una se
caracteriza como HVB-1.2a, mientras que la otra presenta un patrén similar a HVB-1.2b,
basado en la digestion del DNA con la enzima Hindlll. Por primera vez en Uruguay se
aisla y caracteriza HVB-1.2, permitiéndonos comunicar su presencia en los rodeos
bovinos del territorio. La HVB-1.2a fue aislada de un animal al cual previamente se le
habia aislado una cepa de HVB-1.1, demostrandose la posibilidad de reinfeccién natural
con subtipos de HVB diferentes.



2. SUMMARY

Bovine herpesvirus type 1 (BHV-1) is the etiological agent of Infectious Bovine
Rinotracheitis and Infectious vulvovaginitis/balanopostitis. BHV-1 has been subdivided
into three subtypes (BHV-1.1, BHV-1.2a and BHV-1.2b). Subtypes BHV-1.1 and BHV-
1.2a may cause respiratory disease, conjunctivitis, neurological signs, infertility and
abortion. BHV-1.2a subtype can also cause genital disease (IPV/IBP). While BHV-1.2b
is associated to genital infection, but has not been linked to abortions. In Uruguay there
were clinical and epidemiological evidence of the disease since 1970, and was isolated
for the first time in 1981. Lately three new BHV strains were isolated from naturally
infected bovines. The objective of the present work is to identify and characterize the
last two isolates. By means of immunological assays (direct immunofluorescence and
immunoperoxidase techniques using monoclonal antibodies), and molecular techniques
(PCR and restriction enzyme analysis).

Results show that both isolates belong to subtype BHV-1.2. Based on Hindill
restriction enzyme digestion one was characterized as BHV-1.2a and the other has a
pattern similar to BHV-1.2b.

BHV-1.2 was isolated and characterized for the first time in Uruguay. This allows
us to confirm the presence of this subtype in our herds. The BHV-1.2a was isolated from
the same animal from which a BHV-1.1 was isolated previously. This is showing the
possibility of natural re-infection with two different BHV sub-types.



3. INTRODUCCION

El herpesvirus bovino tipo 1 (HVB-1) y el herpesvirus bovino tipo 5 (HVB-5),
pertenecen a la familia Herpesviridae, subfamilia alphaherpesvirinae, género
varicellovirus (Roizmann y col., 1992). El HVB-1 es el agente etiologico de
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) y de Vulvovaginitis/Balanopostitis pustular
infecciosa (IPV/IBP), mientras que el HVB-5 es el responsable de la encefalitis herpética
de los bovinos (Studdert, 1989; Roizmann y col., 1992). El HVB-1 presenta tres subtipos
(HVB-1.1, HVB-1.2a y HVB-1.2b). Los subtipos HVB-1.1 y HVB-1.2a clinicamente
pueden cursar con sintomas respiratorios, conjuntivitis, signos clinicos nerviosos,
infertilidad y abortos. Por otro lado el HVB-1.2b, esta asociado a la enfermedad genital
(IPV/IBP) y no se encuentra asociado a abortos (Metzler y col., 1985; Miller y col.,
1991).

El HVB-1 se encuentra diseminado practicamente por todo el mundo (Kahrs,
1977). Es considerado la causa mas importante de abortos de etiologia viral en los
bovinos (Ackermann y col., 1990).

En el Uruguay se ha detectado la presencia del herpes virus bovino (HVB) por
aislamiento viral (Guarino y col., 1981; Rivero y col., 1987; Alonzo y col., 2002),
hibridizacion de acidos nucleicos (Rivero y col., 1997) asi como por detecciéon de
animales seropositivos (Saizar, 1997; Repiso y col., 2001). El agente fue aislado por
primera vez en 1981, de un animal seropositivo, inmunodeprimido con corticoides
(Guarino y col., 1981).

En el afilo 1999 se logré aislar una cepa de HVB en nuestro pais (Uy1999) de
hisopados oculares y nasales de un bovino macho Limousin de nueve meses de edad
con signos neurolégicos, comrimiento ocular y nasal unilateral (Alonzo y col., 2002).

Por otro lado en el afio 2002 se aisl6 la cepa Uy2002 a partir de liquido seminal
de un toro Hereford de 5 afos seropositivo a HVB, mediante un protocolo experimental
de inmunodepresion con corticosteroides.

Posteriormente en el afio 2004, se logro el aislamiento de una nueva cepa
(Uy2004) a partir de muestras de liquido seminal, post inmunodepresiéon, del mismo
animal que fue aislada la cepa Uy1999.

Hasta el momento en nuestro pais, se ha caracterizado solamente una cepa de
HVB (HVB-1.1), utilizando enzimas de restriccién (Alonzo y col., 2002), mientras que se
desconoce la presencia de HVB-1.2a, HVB-1.2b y HVB-5.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 DESCRIPCION DEL AGENTE

Los herpesvirus son virus envueltos, que presentan en su genoma una doble
cadena de DNA lineal, rodeado por una capside icosaédrica, recubierta por una
envoltura lipoproteica. Son sensibles al éter y otros solventes lipidicos, asi como a pH
extremos.

En lo que se refiere al DNA del HVB-1, posee alrededor de 136 kilobases (Kb),
que codifica por lo menos 69 proteinas. Este DNA puede ser dividido en un segmento
unico largo (Up) de 102 a 104 Kb, y un segmento unico corto (Us) de aproximadamente
11 Kb (Tikoo y col., 1995; Schwyzer y Ackermann, 1996). Esta estructura genémica es
comun al HVB-1y HVB-5 (Roizmann y col., 1992).

En cuanto a las proteinas codificadas por este virus, se describen en base a su
funcién, proteinas de envoltura viral (glicoproteinas), proteinas de la capside viral,
enzimas (ej. Timidina kinasa, dUTPasa, DNA polimerasa), proteinas regulatorias y otras
que aun se desconocen su funcion (Schwyzer y Ackermann, 1996).

Del punto de vista antigénico, las glicoproteinas por su localizacion en la
superficie del virus, son importantes blancos del sistema inmune. Juegan un rol
fundamental en la patogenicidad por mediar la entrada del virus en la célula del
huésped vy la diseminacion del virus de célula a célula. Al menos diez se han
identificado denominandolas glicoproteinas B (gB), C (gC), D (gD), E (gE), 1 (gl), H (gH),
L (gL), G (gG), K (gK) y M (gM). Poseen un peso molecular aproximado que varia entre
17 a 101Kilodaltons (Kda). Actualmente algunas de estas glicoproteinas (ej. gE y gl),
estan siendo utilizadas en la elaboraciébn de vacunas diferenciales (van Oirschot,
1999b).



4.2 CLASIFICACION DEL HVB EN DIFERENTES SUBTIPOS

Antiguamente los HVB eran divididos teniendo en cuenta apenas criterios
clinicos y seroldgicos (Kahrs, 1977). La primera subdivision propuesta fue basada en
diferencias clinicas existentes (asociadas a enfermedades respiratorias o abortos y
enfermedades genitales), permitiendo la distincion de muestras asociadas al IBR, como
“IBR-like” y las asociadas al IPV, como “IPV-like” (Ludwig, 1983).

Al utilizar técnicas moleculares, se han podido detectar diferencias significativas
en los perfiles gendémicos de las cepas de HVB. Estas técnicas, tal como el andlisis con
enzimas de restriccion (REA) o también llamado polimorfismo del largo de los
fragmentos de restriccion (RFLP) han sido ampliamente utilizadas con este fin (Hayward
y col., 1975; Engels y col., 1981; Mayfield y col., 1983; Misra y col., 1983; Osorio y col.,
1985; Seal y col., 1985; Miller y col., 1988; Varady y col., 1994).

Otra herramienta para poder diferenciar distintas cepas de HVB-1, es mediante el
uso de anticuerpos monoclonales (Mabs) (Metzler y col., 1985; Rijsewijk y col., 1999;
Darce y col.,, 2002). Por ejemplo el Mab 71 que esta dirigido contra algunos
aminodcidos de la glicoproteina C del HVB-1, puede diferenciar los subtipos HVB-1.1 de
HVB-1.2 (Rijsewijk y col., 1999).

Utilizando REA y Mabs, Metzler y col. (1985) propusieron la denominaciéon de
HVB-1.1 (las cepas asociadas a IBR o abortos), HVB-1.2a (las cepas asociadas a IBR,
abortos e IPV) y HVB-1.2b (la cepa asociada a IPV/IBP). De la misma manera, las
muestras °“IBR-like” y “IPV-like” previamente descritas correspondieron a los subtipos
HVB-1.1 y HVB-1.2, respectivamente.

Miller y col. (1991) confirmaron el caracter abortivo de las cepas HVB-1.1 y
HVB1.2a, mientras que la cepa HVB-1.2b no produjo aborto luego de la inoculacién
endovenosa en hembras gestantes.

En cuanto a las cepas encefalogénicas, Metzler y col. (1986) la habian
clasificado iniciaimente como una cepa de HVB-1 (HVB-1.3), hasta su clasificacion
actual como HVB-5 (Roizmann y col., 1992).

Las similitudes en las secuencias gendémicas basados en los sitios de restriccion,
es de aproximadamente 95% entre HVB-1.1 y HVB-1.2 (Mayfield y col., 1983; Seal y
col., 1985). Por otro lado estas similitudes son de 85% entre los genomas de HVB-1 y
HVB-5 (Engels y col., 1986).



4.3 EPIDEMIOLOGIA Y TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD

El HVB-1 se encuentra diseminado practicamente por todo el mundo (Kahrs,
1977). En lo que se refiere a América de Sur, se ha diagnosticado la enfermedad en
diversos paises, siendo el porcentaje de prevalencia serolégica muy variable en algunos
de ellos (Alice, 1978; Griffiths y col., 1983; Galarza y Periolo, 1983; Carrillo y col., 1983;
Anunciagéo y col., 1989; Weiblen y col., 1992; Lovato y col., 1995; Vidor y col., 1995
Riedmann y col., 1996; Obando y col., 1999; Stahl y col., 2002; Campero y col., 2003).

En el Uruguay el primer aislamiento fue en el afo 1981, de un animal
seropositivo, inmunodeprimido con corticoides (Guarino y col., 1981). Los dultimos
estudios seroldgicos para esta enfermedad, demuestran que la prevalencia por HVB en
ganado de came es de 37% y en ganado de leche 44-48%. El porcentaje de
establecimientos con animales seropositivos, supera el 90% (Saizar, 1997; Repiso y
col., 2001).

En cuanto a la transmisién de la enfermedad, la infecciéon natural por HVB-1
ocurre a través de la transmision directa por aerosoles o por contacto entre animales
infectados (Mars y col., 2000). Las puertas de entrada potenciales para el virus son la
cavidad nasal, ojos y tracto genital. Durante la infeccién primaria, cuando el virus se
esta replicando intensamente, una cantidad importante de particulas virales estan
presentes en exudados nasales y los animales infectados son altamente contagiosos
(Turin y col., 1999). La excrecién viral ocurre durante un periodo de 4 a 17 dias y los
titulos virales maximos se alcanzan a los 4 a 6 dias post infeccion (Tikoo, 1995).

La transmisién indirecta puede ocurrir via contaminacion del agua, alimentos o
por inseminacién artificial (Turin y col., 1999).

Pasado el periodo de excrecién viral, el virus posee la capacidad de establecer
latencia en ganglios nerviosos, quedando los animales como portadores y potenciales
reservorios del patégeno (Pastoret y Thiry, 1985).



4.4 LATENCIA

La latencia es una propiedad compartida por todos los herpesvirus que les
permite persistir indefinidamente en el huésped después de una infeccion. Se define a
la misma como la persistencia silenciosa del virus en el organismo, que no se puede
detectar mediante los procedimientos virolégicos clasicos (Ackermann y Wyler 1984;
Pastoret y Thiry, 1985; Rock y col., 1986). La localizacién de la latencia, dependiendo
del herpesvirus puede ser nerviosa, epitelial o linfoide. Para los alfaherpesvirus (ej.
HVB) la latencia es establecida en tejido nervioso (Pastoret y Thiry, 1985)

Durante la replicacion inicial en la puerta de entrada, los herpesvirus pueden
penetrar en los axones de las células nerviosas locales, y de ahi transportarse hasta el
cuerpo celular en los ganglios regionales, donde la latencia es establecida (Rock, 1994,
Engels y Ackermann, 1996). La replicacién inicial en la mucosa del tracto respiratorio
superior, produce latencia en neuronas sensoriales del ganglio trigémino (Winkler y col.,
2000). También se ha demostrado el establecimiento de la latencia en varios ganglios
nerviosos sacrales, asi como en nédulos linfoides regionales en animales infectados via
intraprepucial/intravaginal con HVB-1 (Ackermann y Wyler 1984; Vogel y col., 2004).

Por otro lado, HVB-1 puede infectar, replicarse y hacer latencia en las amigdalas
post infeccion aguda en los rumiantes (Schuh y col., 1992; Winkler y col., 2000; Pérez y
col., 2005).

La presencia del DNA viral en el nucleo de las neuronas del ganglio trigémino,
(estadio latente del HVB), fue demostrado por Ackermann y col. (1982). El genoma del
HVB-1 es transcripcionalemente activo en neuronas ganglionares durante la fase
latente de la infeccion (Rock y col., 1986).

Este estado de latencia viral puede ser reactivado frente a procesos
inmunosupresores dados por ejemplo por la administracion de corticosteroides por via
exogena, o por situaciones de estrés (Snowdon, 1965; Sheffy y Davies, 1972; Sheffy y
Rodman, 1973; Rock y col., 1992).



4.5 PATOGENIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS

Los miembros de esta sub-familia (Alphaherpesvirinae) se caracterizan por la
rapida replicacion en el sitio de entrada, llevando a la lisis de las células infectadas
causada por la replicacién del virus. Durante esta replicacion inicial, los herpesvirus
pueden penetrar el organismo por los axones de las células nerviosas locales o por via
sanguinea (Engels y Ackermann 1996). El virus posee la capacidad de infectar
monocitos y de adsorberse a linfocitos, lo que corresponde a un valioso mecanismo de
diseminacion sistémica (Nyaga y MacKecher, 1980; Forman y col., 1982).

Varios factores estan relacionados con la severidad de la enfermedad, como por
ejemplo la cepa viral, el estado inmunolégico y factores de estrés del animal (parto,
transporte). Las lesiones primarias producidas por el virus, pueden facilitar infecciones
secundarias con cuadros bacterianos de neumonia (Babiuk y col., 1988).

Los sintomas clinicos de la enfermedad respiratoria son fiebre, anorexia, disnea,
tos, descarga nasal bilateral y depresion, a menudo acompanado por conjuntivitis y
secrecion ocular mucopurulenta. Los animales se recuperan luego de 2 semanas,
excepto cuando ocurre una superinfeccion bacteriana. En estos casos, la
bronconeumonia puede causar la muerte. En rumiantes la enfermedad puede
presentarse de forma subclinica sin signos aparentes. (Gibbs y Rweyemamu, 1977;
Kahrs, 1977).

Pérdidas reproductivas son producidas por la infeccion de hembras gestantes
con HVB-1, ocasionando muertes embrionarias o abortos (Bowen y col., 1985; Miller y
col.,, 1991). Sin embargo, la posibilidad que algunos aislamientos de HVB-1 no sean
letales para fetos bovinos, ha sido sugerida, puesto que HVB-1 fue aislada de bazo de
fetos bovinos aparentemente normales (Ludwig y Storz 1973).

En cuanto a la infeccion genital por HVB-1.2 en los machos, luego de la
exposicion al virus, se produce una aguda replicacion local. Durante esta etapa, el virus
puede ser recuperado de lavados prepuciales o semen por varios dias (Snowdon,
1965; Huck y col., 1971; Deas y Johnston, 1973; Weiblen y col., 1992). Del punto de
vista clinico, la inoculacién experimental de HVB-1.2, se caracteriza por un cuadro de
balanopostitis, que comienza con hipertermia y pequenas vesiculas en la mucosa de
prepucio y pene, pudiendo progresar y producir una secrecion fibrinosa blanco-
amarillenta (Vogel y col., 2004). Sin embargo también se ha detectado la presencia de
HVB-1 asi como HVB-5 en semen de toros sin sintomatologia clinica en centros de
inseminacién artificial, lo que indica la posibilidad de una infeccién subclinica (Van
Oirschot y col., 1993; Esteves y col., 2003).

En cuanto a la calidad del semen de animales infectados, se ha visto que es
afectada negativamente, caracterizandose por disminucion en la motilidad, asi como
aumento de patologias en las células espermaticas (Mare y Rensburg 1961; Huck y
col., 1971).



4.6 RESPUESTA DEL HOSPEDADOR A LA INFECCION POR HVB-1

La interaccion inicial del virus con la célula huésped, es mediada por las
principales glicoproteinas (gB, gC y gD) (McClain y Fuller, 1994). De éstas, gC es
considerada la principal proteina involucrada en la adhesion del virus directo a los
receptores (Liang y col., 1992). Del punto de vista inmunogénico, la gC es considerada
el mayor blanco de la respuesta inmune (Babiuk y col., 1987). Se ha visto que la misma,
presenta variacion en algunos epitopes entre HVB-1.1 y HVB-1.2 que pueden ser
detectado con la utilizacion de anticuerpos monoclonales (Rijsewijk y col., 1999). Por
otro lado, las glicoproteinas gB y gD participan en la penetracion y fusién del virus en la
célula (Babiuk y col., 1996). Por su localizacién en la superficie del virion, estas
glicoproteinas son importantes blancos del sistema inmune del hospedador y tienen un
rol fundamental en la patogenicidad, por mediar la entrada, fusion y dispersion del virus
célula-célula (Baranowski y col., 1993; Schwyzer y Ackermann, 1996).

La respuesta inmune mediada por células, ha sido detectada por
linfoproliferacién in vitro, citotoxicidad directa y producciéon de citoquinas. En muchos
casos, el pico de actividad de esta respuesta celular ocurre en la primera semana post
infeccion y se correlaciona con la recuperacion de la infeccién (Babiuk y col., 1996).

En cuanto a la inmunidad humoral, los anticuerpos normalmente son detectables
7 a 10 dias post-infeccion por técnicas diagnosticas de rutina. Los isotipos de
inmunoglobulinas M (IgM) y G (IgG), llegan a su titulo maximo a los 14 y 35 dias post-
infeccion respectivamente (Guy y Potgieter, 1985). También se ha estudiado
experimentalmente la inmunidad de mucosas frente a la infeccién por HVB-1, sefialando
la importancia de la misma en la proteccién, basado en la alta produccion de
anticuerpos IgA a nivel local (Madic y col., 1995).
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4.7 DIAGNOSTICO Y CONTROL

El aislamiento viral en cultivos celulares de hisopados nasales, oculares o
prepuciales durante una infeccién clinica aguda, en conjuncién con la deteccion de
anticuerpos en muestras de sueros pareadas, son los métodos mas comunes usados
para la identificacion de la infeccion viral (van Qirschot, 1999a). Para la deteccion de
anticuerpos contra HVB-1, frecuentemente se utilizan técnicas como seroneutralizacion
in vitro (SN) y Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Estas técnicas
serologicas, junto con el aislamiento viral en cultivo celular, son las herramientas
diagnésticas mas utilizadas en nuestro pais.

Se han desarrollado kits de ELISA altamente sensibles para la deteccion de
anticuerpos contra HVB-1 (Kramps y col., 1994), inclusive para la diferenciacion de la
respuesta inmune inducida por HVB-1.1 de HVB-1.2 (Spilki y col., 2005).

En cuanto a las técnicas moleculares de diagndstico, se han utilizado
ampliamente en el estudio de los herpesvirus, posibilitando su identificacion y
clasificacion en tipos y subtipos (Engels y col., 1986; d"Offay y col., 1993; Whetstone y
col., 1993; D arce y col., 2002). A pesar de que la importancia epidemiolégica de los
subtipos de HVB-1 es cuestionada, el andlisis con enzimas de restriccion corresponde a
un método seguro para la caracterizacién de estos virus (Kennedy y col., 1986; Horiuchi
y col., 1995).

Otras técnicas moleculares también se han desarrollado como por ejemplo la
PCR, hibridizacién y estudios de secuenciamiento genético (Seal y Whetstone 1994). La
PCR, Muitiplex PCR (M-PCR) y nested-PCR, se han utilizado como prueba diagnoéstica
rapida de HVB-1, altamente sensibles, permitiendo ademas la diferenciaciéon entre HVB-
1 y HVB-5 (Zhou y col., 1999; Moore y col., 2000; Alegre y col., 2001; Claus y col.,
2005; Silva y col., 2005). En cuanto al diagnéstico en semen, se ha demostrado que la
PCR es una técnica superior en sensibilidad y rapidez que el aislamiento viral para la
deteccién de HVB-1 (Van Engelenburg y col., 1993; Viicek y col., 1994; De Gee y col.,
1996; Rocha y col., 1998).

En lo que se refiere al control de la enfermedad, si bien algunos paises han
podido erradicaria de sus rebaiios, esto solo es posible de ser instrumentado cuando la
prevalencia inicial de la enfermedad es baja (van Oirschot, 1999a). Es importante en
este punto, tener presente la caracteristica de los herpesvirus de producir latencia, ya
que esto puede derivar en la presencia de animales portadores, sin ningun signo clinico
de infeccion e incluso pudiendo no ser detectados serologicamente por técnicas de
rutina (Pastoret y Thiry, 1985).

Desde hace muchos afios se han elaborado vacunas, basadas en la utilizacion
de cepas atenuadas o inactivadas de HVB-1. Estas vacunas son ampliamente utilizadas
en muchos paises. En el Uruguay solamente esta permitido el uso de vacunas a virus
inactivado, aprobada oficialmente por el Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca
(MGAP) a partir del affo 1996. Sin embargo estas vacunas, tienen el inconveniente que
interfiere con la deteccion seroldgica de animales naturalmente infectados. Esto hace
dificii el monitoreo de la infeccion en poblaciones de animales vacunados,
consecuentemente dificultando en el control del HVB-1. Basado en esto, se han
desarrollado vacunas diferenciales de HVB-1, utilizando cepas mutantes con delecion
de glicoproteinas (ej. gE) (Kaashoek y col., 1994; Franco y col., 2002). Se ha visto que



11

estas cepas inducen respuesta inmune protectora, ademas de permitir diferenciar
anticuerpos vaccinales de los de infeccion, por ensayos serologicos (ej. ELISA)
(Kaashoek y col., 1995; van Oirschot y col., 1997).

También se ha elaborado y estudiado la inmunizacién con sub-unidades de HVB-
1, lograndose proteccion contra el desafio posterior (Babiuk y col., 1987; van Drunen
Littel-van den Hurk y col., 1994; Zhu y Letchworth, 1996).

En los dltimos afos, se han volcado los esfuerzos en la elaboraciéon de vacunas
a DNA, como forma de lograr en un futuro métodos de inmunizacion mas efectivos
(Babiuk y col., 1999). Los genes que codifican las glicoproteinas D, B y C (proteinas de
envoltura viral) son algunos ejemplos que se han utilizado para tal fin, ya que producen
una importante estimulacion antigénica y respuesta inmune protectora (Cox y col., 1993,
Gupta y col., 2001; Castrucci y col., 2004; Manoj y col., 2004; Zheng y col., 2005).
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5. OBJETIVO

Ildentificar y caracterizar herpesvirus bovino recientemente aislados en el
Uruguay, mediante la utilizacién de anticuerpos monoclonales y técnicas moleculares
(PCR y enzimas de restriccion).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 VIRUS:

Las cepas Uy2002 y Uy2004 fueron aisladas de dos toros de la zona sur del
pais, utilizando un protocolo de inmunodepresion con corticoides descrito por Wentink y
col. (1990). Durante 14 dias posteriores a la inmunodepresion, se obtuvieron hisopados
nasales, oculares, prepuciales y liquido seminal, que fueron inoculados en la linea
celular Madin Darby Bovine Kidney (MDBK), mantenida en minimun essential medium
de Eagle’s (E-MEM), 50 ug/mL de Gentamicina y 6% de suero fetal bovino irradiado
(GIBCO).

La cepa Uy2002 fue aislada de liquido seminal de un toro seropositivo a HVB 9
dias post inmunodepresion. Mientras que la cepa Uy2004 fue aislada de liquido seminal
y prepucio en los dias 8, 9, 10 y 11 post inmunodepresion, de un toro seropositivo a
HVB.

Como cepas de referencia se utilizaron Uy1999 (HVB 1.1) (Alonzo y col., 2002) y
las cepas EVI 123 (HVB-1.1) y EVI 88 (HVB-5) (D'Arce y col., 2002; Souza y col., 2002)
gentilmente cedidas por el laboratorio de virologia del Instituto de Pesquisas
Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF), RS-Brasil.

6.2 IDENTIFICACION POR INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA (IFD):

Los virus aislados y las cepas de referencia, fueron inoculados en células MDBK.
Al observar efecto citopatico (CPE) superior al 50%, las células fueron tripsinadas y
sembradas en porta objetos durante 2 horas a 37 °C en camara humeda. Luego fueron
fijadas en acetona por 5 minutos y posteriormente incubadas por 1 hora a 37 °C con un
anticuerpo policlonal especifico para HVB conjugado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (VMRD, USA). Finalmente se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con
buffer PBS (pH 7.2) y se visualizé en microscopio de luz ultravioleta (UV).

6.3 TITULACION, PROPAGACION Y CONCENTRACION VIRAL:

Las titulaciones se realizaron en placas de 96 hoyos, por Dosis Infectante de
Cultivo de Tejido 50 (TCIDsp) y calculadas por el método de Reed y Muench (1938).
La propagacion viral se realiz6 en botellas tipo “roller” 850 cm? (Costar®) con una
confluencia de células de aproximadamente 90 %. Fueron inoculadas las cepas con
titulo viral por encima de 10° TCIDso/ml a 37 °C hasta 80-90 % de CPE evidente (3648
horas). Luego fue clarificado el sobrenadante para la eliminacién de restos celulares a
4000 rpm por 20 minutos. A continuacion se procedié a la centrifugaciéon con un colchén
de sacarosa (25 %) a 100.000 x g por 2 horas. El pellet viral fue resuspendido en buffer
TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.6) y estoqueado a -70 °C hasta su uso posterior.
6.4 EXTRACCION DE DNA VIRAL:
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Se trataron las muestras con una solucién 40 mg de proteinasa K + 40 pl de
SDS 10 % en 200 pl de buffer TEN (100 mM de Tris-HCI pH 8.5 + 12.5 mM de EDTA
pH 8.0 + 150 mM de NaCl y 1% de SDS) para la digestion de las proteinas por 1h a 37
°C. Luego se separd el DNA viral de las proteinas mediante el agregado de 26 ul de 5
M NaCl + 440 pl de fenol por 30 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante
conteniendo el DNA se precipitd con 1 ml de etanol absoluto a -20 °C toda la noche.
Finalmente el pellet se resuspendié en 50 ul de buffer TE y se conservo a -20 °C.

6.5 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCRY):

Se realiz6 PCR de las cepas, amplificando una region conservada de la gC, para
confirmar del punto de vista molecular que se trataba de HVB. Se utilizaron dos
“primers” (gentiimente cedido por el IPVDF-RS-Brasil), uno “forward” (PF)
correspondiente a las regiones 17337-17320 (HVB-1) y 18242-18225 (HVB-5)
5°CGCCGCCGAGTACTACCC 3’ y uno “reverso” (PR) correspondiente a las regiones
16763-16780 (HVB-1) y 17671-17688 (HVB-5) 5"CGGCCACGACGCTGACGA 3'. La
PCR fue realizada en un volumen final de 50 pl, conteniendo 10 % de buffer de la
enzima Taq polimerasa (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI, pH 8.4), 1 unidad de Taq
polimerasa recombinante (GIBCO), 2.0 mM de MgCl;, 0.2 mM dNTPs, 10 % de
dimetilsulfoxido (DMSO), 0.2 uM de cada oligonucleétido, 10 ng (calculado segun
Sambrook y col., 2001) del DNA viral y agua estéril csp 50 ul. La amplificaciéon fue
realizada en un termociclador (Eppendorf®) sometiendo a un paso de desnaturalizacion
inicial (94 °C, 3 minutos), seguidos por 35 ciclos de desnaturalizacion (94 °C, 1 minuto);
hibridacion (62 °C, 1 minuto) y extensiéon (72 °C, 1 minuto). Luego de los 35 ciclos, la
reaccion fue sometida a un ciclo final de extension (72 °C, 5 minutos).

Cinco microlitros del producto amplificado y un marcador de peso molecular de
100 pares de bases (pb) (Invitrogen®) fueron analizados en un gel horizontal de
agarosa 1 % (60 V, 20 min.) en buffer TBE (89 mM de Tris, 89 mM de acido bérico, 2
mM de EDTA, pH 8). Luego tedido con Bromuro de Etidio y visualizado en un
transiluminador, bajo luz UV.

6.6 CORTE DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS POR PCR CON ENZIMAS:

Los fragmentos amplificados de los aislamientos fueron cortados con las enzimas
Ddel y Bgh (NEB - New England Biolabs) para diferenciar entre HVB-1 y HVB-5. Para
tal fin se prepar6 la solucién de digestion de la enzima Ddel (1.5 ul de buffer de la
enzima, 0.5 ul de Ddel, 5.0 ul del producto de la amplificacion del DNA y 8 ul de agua
bidestilada estéril) y de la enzima BgA (1.5 ul de buffer de la enzima, 0.5 ul de BgAl, 5.0
pl del producto de la amplificacién del DNA y 8 ul de Agua bidestilada estéril). La
digestion se realiz6 incubando a 37 ° C por 1 hora.

El producto digerido junto con el marcador de 100 pb (Invitrogen®) fue sometido
a una electroforesis en gel de agarosa 1.5 % durante 2 horas a 40 V, luego teiido con
Bromuro de Etidio y posteriormente visualizado en un transiluminador, bajo luz UV.
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6.7 ENSAYO DE INMUNOPEROXIDASA EN MONOCAPA (IPMA):

El test de IPMA se utilizé para diferenciar cepas HVB-1.1, HVB1.2 y HVB-5. La
técnica fue realizada segun lo descrito por Kramps y col. (1996). Se utiliz6 un panel de 5
monoclonales: anti gD (Mab 40); anti gE (Mab 51); anti gC (Mab 71 y Mab 77) y anti
HVB-5 (Mab 2F9). Los cuatro primeros monocionales (Mab 40, 51, 71 y 77) provinieron
del Animal Health Intitute (Lelystad/ The Netherland) y el Mab 2F9 (Oldoni y col., 2004)
fue gentileza del laboratorio de virologia del Instituto de Pesquisas Veterinarias
Desidério Finamor (IPVDF), RS-Brasil.

Las células fueron infectadas con las cepas virales, y luego de visualizado el
CPE en aproximadamente el 50% del cultivo, fueron fijadas con paraformaldehido 4 %
en buffer salino (PBS, pH 7.2) durante 10 minutos. Posteriormente se incubaron
separadamente con cada uno de los Mabs por 1th a 37 °C. Luego se realizaron 3
lavados con PBS + Tweeny y se incubaron con un conjugado a peroxidasa anti ratéon
(DAKO®) por 1h a 37 °C. Finalmente la reaccién se revelé con 3-amino-ethyl-carbazole
como sustrato cromogénico para la enzima.

6.8 POLIMORFISMO DEL LARGO DE LOS FRAGMENTOS DE RESTRICCION
(RFLP):

Para diferenciar los subtipos de HVB-1 (HVB-1.1, HVB-1.2a y HVB-1.2b) se
utilizé la enzima Hindlll (Metzler y col 1985) (GIBCO®). Se prepard la solucién de
digestion con 2.0 ul del buffer de la enzima; 1.5 ul de Hindlll; 80 —100 ng (calculado
segun Sambrook y col., 2001) de DNA viral; agua bidestilada estéril csp 20 ul y se
incubd a 37 °C por 1 hora. Los productos de digestion junto con el marcador AHindlll
utilizado, fueron separados por electroforesis en gel de agarosa 0.7 % horizontal
durante 14 horas a 25 V. Luego se tifilo con Bromuro de Etidio y se visualizdé en un
transiluminador, bajo luz UV.
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7. RESULTADOS

Las cepas virales aisladas cuando fueron inoculadas en el cultivo celular,
presentaron CPE en racimos caracteristicos de HVB y fueron positivas a la IFD
utilizando anticuerpos anti HVB (Fig. I).

Al amplificar una region del DNA de los virus aislados mediante la PCR, se logré
visualizar en la corrida electroforetica, una banda de aproximadamente 574/ 571 pb
para HVB-1 y HVB-5 respectivamente, que corresponde a un fragmento del gen que
codifica la gC (Silva y col., 2005) (Fig. 11).

La digestion con las enzimas Bgll y Ddel de los fragmentos amplificados por
PCR, permitieron diferenciar si las cepas eran HVB-1 o HVB-5. La enzima Ddel que se
utiliz6 como control, produjo dos bandas en cada una de las cepas. Mientras que la
enzima Bgl / solo cort6 el fragmento del DNA de la cepa EVI 88 (HVB-5). Por tal razén,
las cepas aisladas pertenecen a HVB-1 (Fig. Ill).

En cuanto a la IPMA, los aislamientos fueron reconocidos por el Mab 40 (dirigido
contra la gD) y el Mab 51 (dirigido contra la gE). El Mab 71 y 77 (dirigidos ambos contra
distintos epitopes de la gC) reconocieron de manera diferente a las dos cepas. Para el
Mab 71 las cepas Uy2002 y Uy2004 fueron negativas, mientras que para el Mab 77 la
Uy2002 fue positiva y la Uy2004 negativa. El Mab 2F9 (especifico para HVB-5) no
reconocid ninguna de las cepas. Con estos resultados, desde el punto de vista
antigénico, ambos aislamientos se corresponden a HVB-1.2 (Cuadro 1).

Utilizando la enzima Hindlll para la RFLP, la cepa Uy2004 present6 un patrén de
digestion que comresponde a HVB-1.2a. La cepa Uy2002 presentd un patron de
restriccion diferente a los 3 subtipos de HVB-1 conocidos. Como se observa en la figura
V, el producto de la digestién de esta cepa, presenta dos bandas anexas comprendidas
entre 4.4 y 6.5 pb ausentes en cepas de referencia.
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8. DISCUSION

Las técnicas antigénicas utilizadas en este estudio (IFD con anticuerpos
policlonales y IPMA con anticuerpos monoclonales) permitieron identificar del punto de
vista antigénico que las cepas aisladas se trataban de HVB y se pudo diferenciar entre
HVB-1.1, HVB-1.2 y HVB-5. En cuanto a los Mabs utilizados, el Mab 40 se incluy6 en el
trabajo, ya que reconoce la gD que es una proteina estructural de envoltura del HVB
altamente inmunogénica, utilizandolo de esta manera para controlar que todas las
cepas fueran reconocidas por el mismo (Schwyzer y Ackermann 1996). Por otro lado
utilizamos los Mabs 71 y 77, que reconocen epitopes especificos de la glicoproteina C
de HVB-1. Esta glicoproteina de envoltura viral auque no es esencial para la
propagacion del virus, juega un importante rol en la adhesion a la célula huésped y es
altamente inmunogénica. La misma, presenta variaciones antigénicas que son
detectables por anticuerpos monoclonales segun sea HVB-1.1, HVB-1.2 o HVB-5. El
Mab 71 reconocié la cepa Uy1999 (HVB-1.1), pero no la Uy2002 y la Uy2004 (ambas
HVB-1.2). Esta diferencia de reconocimiento (entre HVB-1.1 y HVB-1.2) por el
monoclonal se debe a que existe una pequena variacion entre la secuencia de 75-80 de
aminoacidos de la gC entre ambos subtipos (Rijsewijk y col., 1999). El Mab 77,
reconocié a la cepa Uy1999 y Uy2002, siendo negativo para la cepa Uy2004. Por lo
tanto este monoclonal reconocié de manera diferente a las dos cepas HVB-1.2 (Uy2002
y Uy2004). Lo cual esta de acuerdo con Rijsewijk y col., (1999) quien menciona que el
Mab 77 no reconoce algunas cepas de HVB-1.2. En cuanto a la utilizacién del Mab 51
(anti gE) tanto la cepa Uy1999, Uy2002 y Uy2004 fueron positivas. Es importante
destacar que epitopes de esta glicoproteina, pueden no ser expresados en algunas
cepas en cultivos celulares (van Oirschot y col., 1999). La delecion de esta glicoproteina
no afecta la habilidad de HVB-1 para establecer latencia (Van Engelenburg y col.,
1995). La utilizacion de cepas con deleccion de gE, es una herramienta potencial para
la utilizacién como vacunas diferenciales en el control de la enfermedad (van Oirschot y
col., 1997; Letellier y col., 2001).

Por ultimo, se descartd que las cepas en estudio pudiera tratarse de HVB-5 con
la utilizacién del Mab 2F9, que reconoce especificamente la gC de HVB-5 (Oldoni y col.,
2004) y ninguna de las cepas estudiadas reaccioné con este Mab.

Para corroborar y profundizar los resultados de las técnicas antigénicas, fue que
se realizaron las técnicas moleculares. Con la PCR, pudimos confirmar del punto de
vista molecular, que todas las cepas eran HVB. Esta es una técnica rapida y sensible
para su utilizacion en herpesvirus (Zhou y col., 1999; Moore y col., 2000; Alegre y col.,
2001; Claus y col., 2005; Silva y col., 2005). Cortando los fragmentos amplificados por
PCR con las enzimas Ddel y Bgll, pudimos diferenciar entre HVB-1 y HVB-5 (Silva y
col., 2005).

La RFLP con la enzima Hindlll, se utilizé para separar las cepas en sus distintos
subtipos conocidos (HVB-1.1, HVB-1.2a y HVB-1.2b) (Metzler y col., 1985). Utilizando el
criterio establecido por Metzler y col. (1985), el patron de digestion de la cepa Uy2002
no concuerda con HVB-1.2a o HVB-1.2b, lo que nos impediria de aseverar a que
subtipo pertenece la misma. Sin embargo, estaria mas préximo de pertenecer al subtipo
HVB-1.2b, aunque en el patréon de digestion con Hindlll de ésta cepa, faltaria una banda
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caracteristica de HVB-1.2b (Fig. V, flecha amarilla) y presenta dos bandas menores
que no corresponde con este subtipo (Fig. V, flechas rojas). Probablemente exista un
sitio de la enzima de restriccion Hindlll extra en el DNA de la cepa Uy2002, que corta la
banda que falta generando dos fragmentos menores. Es de destacar que en estudios
anteriores con HVB-5 se han encontrado diferencias gendémicas que tampoco
concuerdan con las cepas de referencia (HVB-5a y HVB-5b) utilizando analisis por
restriccion de enzimas (D Arce y col., 2002).

Este hallazgo nos hace sospechar de la posible presencia de cepas de HVB
mutantes circulando en nuestros rebarnos. Cabe la posibilidad también, de que pueda
tratarse de nuevos subtipos de HVB-1.2 aun no descritos en la literatura. Seran
necesarios estudios con otras enzimas de restriccion y estudios filogenéticos como
secuenciamiento, para identificar diversidades en el genoma de esta cepa. Asi como
también es importante que podamos determinar que moléculas son codificadas por
estos genes que aparecen en esta cepa (Uy2002).

En cuanto a la cepa Uy2004 se caracteriza como HVB-1.2a, basado en la
clasificacion propuesta por Metzler y col. (1985) (Fig. V, carril 3).

Es la primera vez que se aisla y caracteriza cepas de HVB-1.2 en el Uruguay,
siendo que la presencia de estos subtipos de HVB ya han sido descritos en paises
vecinos como Argentina (Pidone y col.,, 1999) y Brasil (D’Arce y col., 2002). Es
importante este hallazgo para nuestro pais, teniendo en cuenta las diferentes formas
clinicas asociados a cada subtipo y la posibilidad de ocasionar mayores perdidas
econdmicas, segun que subtipo este afectando nuestros rodeos.

Tanto la cepa Uy1999 (HVB-1.1) como Uy2004 (HVB-1.2a) han sido aisladas del
mismo animal, lo que se trataria de una reinfeccion natural por dos subtipos de HVB. Es
de destacar que el animal, permanecié seronegativo desde el afio 1999 (periodo en el
cual se aisl6 la cepa Uy1999) (Alonzo y col., 2004) hasta el afio 2004 cuando se logré
detectar anticuerpos neutralizantes HVB especificos y, luego de una inmunodepresion
con corticoides, el aislamiento de la cepa Uy2004 (HVB-1.2a). La cepa Uy1999 fue
aislada de hisopados nasales, mientras que la cepa Uy2004 fue aislada de hisopados
prepuciales y liquido seminal, conformando diferentes rutas de excrecion segun el
subtipo de HVB (IBR o IPV respectivamente). Este fendbmeno de reinfecciéon de un
mismo animal con 2 subtipos de HVB ha sido descrito anteriormente pero de forma
experimental (Whetstone y Miller 1989; Whetstone y col., 1989). También se ha descrito
que el sistema nervioso central de temeros puede ser infectado naturaimente con dos
cepas distintas de HVB, la respiratoria y la encefalogénica (HVB-1 y HVB-5) (d'Offay y
col., 1993).
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9. CONCLUSIONES

Se describe por primera vez la presencia de cepas de Herpes virus bovino-1
subtipo 2 (HVB-1.2) en Uruguay.

Una de los aislamientos (Uy 2002) no concuerda plenamente con el subtipo 1.2b
(HVB-1.2b), por lo que se puede tratar de un nuevo subtipo de HVB-1.2 o0 una cepa de
Herpesvirus bovino mutante.

Por otro lado, se evidencia la posibilidad de la re-infeccién natural de un bovino
con dos subtipos de HVB diferentes (HVB-1.1 y HVB-1.2a).
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CUADROS Y FIGURAS

Fig. | Inmunofluorescencia directa con anticuerpos anti HVB-
1. Cepas Uy2002 y Uy2004 inoculadas en MDBK. Ejemplo de a)
reaccion positiva: cepa Uy2002. b) reaccion negativa: células sin
infectar.
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Fig. Il PCR de las cepas en la cual
muestra la amplificacion de una
porcion del gen que codifica la
Glicoproteina gC del HVB
(574/571pb para HVB-1 y HVB-5
respectivamente). PM: Marcador de
100 pb, carril 1: cepa EVI 123
(HVB1.1), carril 2: cepa EVI 88 (HVB
5), carril 3: cepa Uy 1999, carril 4:
cepa Uy 2002, carril 5: cepa Uy 2004
y carril 6: control negativo.
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Fig. Il Digestion con enzimas Bgll y Dde-l de los
fragmentos amplificados por PCR de las cepas aisladas
(Uy2002 y Uy 2004) y las cepas de referencia (EVI 123 y EVI
88): PM: Marcador de 100 pb, carril 1: cepa Uy2002 sin cortar,
carril 2: cepa Uy2002 cortada con Bgl-l, carril 3: cepa Uy2002
cortada con Dde-l, carril 4: cepa Uy2004 sin cortar, carril 5:
cepa Uy2004 cortada con Bgl-1, carril 6: cepa Uy2004 cortada
con Dde-l, carril 7: Marcador de 100 pb, carril 8: cepa EVI-123
sin cortar, carril 9: cepa EVI-123 cortada con Bgl-l, carril 10:
cepa EVI-123 cortada con Dde-l, carril 11: cepa EVI-88 sin
cortar, carril 12: cepa EVI-88 cortada con Bgl-I, carril 13: cepa
EVI-88 cortada con Dde-l. Las flechas muestran las 2 bandas
que se producen al cortar HVB-5 con Bgl-I, o0 que diferencia de
las cepas HVB-1 que no es cortada por esta enzima.
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Cuadro | Inmunoperoxidasa de las cepas con
anticuerpos monoclonales.

Mab

Cepas

Mab 40 (anti gD)

Mab 51 (anti gE)

Mab 71* (anti gC)

Mab 77 (anti gC)

Mab 2F9 (anti HVB 5)

UY 1999 |UY 2002

UY 2004

Clasificacion

HVB-1.1 | HVB-1.2

HVB-1.2

*El Mab 71 diferencia las cepas HVB-1.1 y HVB-1.2.
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Fig. IV lnmunoperoiidasa con anticuerpos monoclonales de las cepas
aisladas de HVB-1 inoculadas en MDBK. Ejemplo de a) Reaccién positiva:
cepa Uy1999 con Mab 71 que detecta HVB-1.1, b) Reaccion negativa: cepa

Uy1999 con Mab 2F9 que detecta HVB-5, c¢) Control de células sin infectar
con Mab 71.
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Fig. V Analisis con enzimas de
restriccion de los aislamientos de
HVB-1. Los fragmentos de Hind/l/
fueron separados en un gel de
agarosa 0.7% y tefiido con Bromuro
de etidio. A: Marcador AMHindlll, carril
1. cepa Uy2002, carril 2. cepa
Uy1999, carril 3. cepa UY2004 y
carril 4: cepa EVI-123 (HVB-1.1). La
flecha amarilla sefiala el lugar donde
faltaria una banda de Uy2002 para
pertenecer al subtipo HVB-1.2b. Las
flechas rojas muestran las bandas
de la misma cepa que no se
corresponde con HVB-1.2a/b. Las
fechas blancas sefialan las bandas
que caracterizan las cepas HVB-1.1
y HVB-1.2a.
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