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tralizacion e inmunofluorescencia directa y por el 
efecto citopatico en cultivo celular.RESUMEN.

Se aislo el virus de Rinotraqueftis fnfecciosa 
Bovina (RIB) del prepucio de un bovino, seropo- 
sitivo, clinicamente sano, luego de la administra
cion de corticosteroides. No se detecto virus en 
las secreciones oculares ni nasales.

Se confirmo la posibilidad de provocar reex
crecion del virus de RIB a partir de un animal 
infectado latentemente, suministrandole 
0,11 mg/Kg. de peso vivo de dexametasona du
rante 5 d fas.

La identificacion del aislamiento, como virus 
del RIB, fue realizada por las pruebas de seroneu- Veterinaria 78- 131 134, 1981

INTRODUCCIOIM. El virus latente puede ser reactivado por varios estf- 
mulos, como ser "stress" o tratamiento con corticoste
roides (2) (3) (4) (5) (9) (10) (14) (15) (16).Rinotraqueftis Infecciosa Bovina (RIB) es una severa 

enfermedad viral del ganado bovino. ampliamente'difun- 
dida en el mundo, pudiendo producir infeccion subclfni- 

diversas manifestaciones, principalmente en las vfas
La reexcrecion del virus puede ocurrir en animales 

clfnicamente sanos con anticuerpos seroneutralizantes 
(16).

ca o
respiratorias superiores, el tracto genital y conjuntivitis, 
en animales susceptibles. de todas las edades (1) (7) (15)
(18). La recrudescencia del virus de RIB por medio de la 

administracion de corticosteroides puede provocarse 
hasta por un perfodo de 4 anos post-infeccion primaria

Fue descripta por primera vez en 1955 por Miller en 
Estados Unidos (7). En nuestro pafs existfan pautas de 
la presencia del virus dadas por la aparicibn de brotes 
clfnicamente sospechosos de RIB y por la detection de 
anticuerpos seroneutralizantes. Como la mayorfa de los 
Herpesvirus, el virus de la RIB, al igual que el Herpes 
simplex humano (16), tiene la particularidad de inducir 
latencia despubs de una infeccion primaria. con subse- 
cuentes episodios de reexcrecion intermitente.

(4).

El presente trabajo tiene como objetivos demostrar 
la presencia del virus de RIB por primera vez en nuestro 
pafs y comprobar el estado latente en animales sanos. se- 
ropositivos, provocando la reexcrecion viral a partir de 
la administracion de corticosteroides.

131



MATERIALES Y METODOS. El sobrenadante obtenido de cada muestra fue inocu- 
lado en 4 tubos de cultivo celular de RB, en un volumen 
de 1 ml. y los mismos incubados a 37°C durante 18 ho- 
ras. Al cabo de este perfodo, el indculo fue reemplazado 
por medio Hanks' mds 5°/o de suero ovino.

Se realizaron observaciones diarias de los cultivos 
inoculados a fin de visualizar el efecto citopatico (ECP). 
Los cultivos que no mostraron ECP al cabo de 7 dfas. se 
reinocularon en nuevos cultivos celulares.

Los cultivos que mostraron ECP se centrifugaron a 
2400 rpm. durante 1 hora y los sobrenadantes obtenidos 
se filtraron por membrana esterilizante* de 0,45/jm. 
Estos sobrenadantes se titularon por la prueba de infec- 
tividad en microplaca con c6lulas RB y luego fueron co- 
locados en ampollas y conservados a - 70°C. Este mate
rial quedo registrado como 8/14.

ANIMAL DE EXPERIMENTACION.

Se empleo para este estudio un novillo Hereford, de 
2 anos de edad, mantenido en aislamiento durante el 
transcurso de la experiencia.

El animal presentd, antes de la administracion de 
corticosteroides, un tftulo de anticuerpos seroneutrali- 
zantes. naturalmente adquiridos, de 1:8 para virus de la 
RIB.

TITULACION DE SUEROS.

El suero bovino hiperinmune, proporcionado por el 
Dr. C.R. Rossi, de la Universidad de Auburn. Alabama, 
E.E.U.U.; presentd un tftulo de seroneutralizacion de 
1:96 frente a 100 dosisinfectante 50°/o en cultivo tisu- 
lar (DICTgg) de la cepa de referencia del virus de RIB. IDENTIFICACION DEL VIRUS.

Los sueros utilizados fueron titulados por la tdcnica 
de seroneutralizacidn en microplaca* de 96 hoyos y 
fondo piano (13) y estimados por el m6todo de Reed & 
Muench (11).

La cepa 8/14 fue identificada por las pruebas de in- 
munofluorescencia directa y de seroneutralizacion.

1. I nmu nofluorescencia directa:

VIRUS. Las cepas 8/14 y de referencia se inocularon en mo- 
nocapas completas de PFB, en tubos Leighton** con la- 
minillas, con un volunen de 0,5 ml/tubo, dejandose co
mo control 4 tubos. Luego de una hora de incubacion a 
37°C, los inoculos fueron reemplazados por medio 
Hanks', mas 5°/o suero fetal bovino (SFB). Los tubos se 
incubaron a 37°C, observandose diariamente a fin de 
detectar la aparicidn de ECP. Las laminillasde los tubos 
que mostraron ECP, sin llegar al desprendimiento total 
de la monocapa, y las de los controles se fijaron en ace- 
tona durante 30 minutos. a temperatura ambiente, y 
luego se tineron con suero anti-RIB conjugado con iso- 
tiocianato de fluoresceina, proporcionado por el Natio
nal Animal Disease Center (NADC), EE.UU.

Las laminillas. una vez tenidas. se lavaron con solu
cion fosfato-buffer salina (PBS), se montaron y seobser- 
varon en microscopio de lampara de luz ultravioleta***. 
Se utilizaron como controles positivo y negativos, lami
nillas con celulas de testfculo bovino, infectadas con la 
cepa Colorado del virus de RIB y sin inocular, proporcio- 
nadas por el NADC.

Como virus de referencia se utilizo la cepa vaginal 
V155 del virus de RIB, gentilmente proporcionada por 
el Dl T. St. George, CSIRO, Australia, con un tftulo de 
10*&DICT 5Q/0.025ml.

CULTIVOS CELULARES.

Se utilizaron monocapas de cultivos de rin6n bovino 
(RB), pulmdn y rinon fetal bovino, (PFB) y (RFB) y 
como medio de crecimiento, solucion salina de Hanks', 
con 0,5°/o de hidrolisado de lactoalbumina (medio 
Hanks') m^s 10°/o suero bovino (SB).

Los cultivos celulares fueron preparados de acuerdo 
a las t^cnicas corrientes de citocultivo.

TRATAMIENTO CON CORTICOSTEROIDE. •

El animal fue inoculado con dexametasona** a ra- 
zon de 0,11 mg/kg. de peso vivo por vfa intramuscular, 
diariamente, durante 5 dfas .

2. Seroneutralizacion:COLECCION DE MATERIALES.

La cepa aislada, 8/14, se enfrento con suero bovino 
hiperinmune y con suero negativo a RIB. por la tecnica 
de seroneutralizacidn en microplaca, antes mencionada.

Se utilizaron celulas de RFB, en una concentracion 
de 4 x 10 cel/ml., suspendidas en medio Hanks', suple- 
mentado con 5°/o SFB.

A partir del cuarto dia de iniciada la administracion 
de dexametasona, se colectaron hisopos nasales, oculares 
y prepuciales durante 5 dfas consecutivos.

Dichos hisopos fueron mantenidos en solucion salina 
de Hanks' adicionada con 600 Ul/ml. de penicilina y 
600/jg/ml. de estreptomicina. hasta su posterior proce- 
samiento.

PROCESAMIENTO DE MATERIALES Y AISLA
MIENTO VIRAL.

resultados.
infeccion RECURRENTE.

Cinco horas postextraccion, los hisopos fueron escu- 
rridos y el flufdo clarificado por centrifugacion a 2400 
rpm. durante 20 minutos a 5°C.

Los materiales que no fueron procesados el dfa de su 
extraccion, se conservaron a - 70°C.

El animal presento corrimiento nasal y depresicn del 
sensorio, como unicos signos de la infeccion recurrente.

* Mllllpure - Corp., Bedford, MA 01730.- 
** Bellco Glass, Inc. Vineland, New Jersey 08360.- 
*** Leltz - SM - 
ra Hg. 50 Vatlos.-

* Costar, 205 Broadway, Cambridge, Mass., USA.- 
**Dexadreson - Intervet (Aust.) Pty. Ltd. Lux con Ploemopak 2.3. con Idmpa-
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AISLAMIENTO VIRAL.!
El virus de la RIB fue aisiado de hisopos prepuciales 

que habfan sido colectados el s6ptimo y octavo dfa a 
partir del comienzo de la administracidn del corticoste- 
roide.

El ECP se observo, respectivamente. a los 3 y 4 dfas 
postinoculacion del material en los tubos. El ECP obser- 
vado fue similar al producido por la cepa de referencia.

Este aislamiento se titulo por la prueba de infe<gi>jg 
dad en microplaca. dando un tftulo de 10 
DICT 50/0.025ml.

Los cultivos inoculados con material de los hisopos 
nasales y oculares, despuSs de dos pasajes sin producir 
ECP, se consideraron negativos.

i

Foto 3 — Cultivo de c€lulas de PFB 24 horas 
post inoculacion con el material 8/14. 
Se observa fluorecencia especffica y 
efecto citopatico caracteristico del vi
rus de RIB. 150 X.

IDENTIFICACION VIRAL. 
1. Seroneutralizacidn:

El suero hiperinmune utilizado neutralizo el ECP de 
la cepa 8/14 y el de la cepa de referencia, ambas a 1000 
DICT50/0.025 ml., el suero negativo no neutralizo el 
ECP de ninguna de las dos cepas.

2. Inmunofluorescencia:

Los cultivos inoculados con la cepa 8/14 y de refe
rencia mostraron ECP entre 18 y 24 horas postinocu
lacion.

Los preparados realizados con estos materiales mos
traron fluorescencia citoplasmatica especffica a RIB (6J 
(12). en un 90°/o de las cSlulas. (ver fotos 1.2,3 y 4).

Foto 4 — Cultivo dc cSlulas de PFB 24 horas 
post inoculacion con material 8/14. 
300 X.

DISCUSION.

El virus de RIB fue aisiado de prepucio de un animal 
clfnicamente sano, seropositivo. despu6s de la adminis- 
tracion de un corticosteroide; este resultado coincide 
con numerosos trabajos anteriores (2) (3) (4) (5) (8) (9) 
(10) (15) (16).

En este caso se obtuvieron resultados solamente a 
partir de hisopos prepuciales. concordando con lo publi- 
cado por Dennett et al. (5).

La ausencia de virus detectable en las secreciones na
sales podrfa deberse a la presencia de anticuerpos neu- 
tralizantes locales (3).

La detection del virus de RIB en el prepucio. luego 
de la administracidn del corticosteroide. en un animal 
naturalmente infectado, indicarfa que este animal es un 
portador latente. con el consiguiente riesgo de transmi- 
si6n de la enfermedad (5).

La excretion intermitente del virus en un animal que 
no muestra ningiin signo clfnico de la infection, explica- 
ria el origen de focos de la enfermedad en rodeos sin his- 
toria de introduction reciente de ganado (17).

Foto 1 — Cultivo de cSlulas de PFB no mfecta-
das. (Control Negativo) 150 X.
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seroneutralizati.on and direct fluorescent antibody 
techniques and by the cytopathic effect produced in 
tissue cultures. The possibility of inducing reativa- 
tion of the IBR virus from a latent infected animal 
after administration of 0,11 mg/kg. of dexametaso- 
ne during 5 days was confirmed.

SUMMARY

Infectious Bovine Rhinotracheitis virus was reco
vered from the prepuce of a clinically healthy bovi
ne carrying naturally acquired neutralizing antibo
dies to the virus following corticosteroid administra
tions. Virus was not detected in ocular nor in nasal 
secretions. The IBR virus isolated was identified by Veterinaria 78: 131 - 134. 1981
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