Infeccion natural de un toro con dos subtipos
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es demostrar la infeccion de un mis-
mo animal a campo, con dos subtipos diferentes de BoHV-1.En
el aflo 1999 se diagnostico la infeccidon con una cepa autéctona
de Herpesvirus bovino 1 subtipo 1 (BoHV-1.1), en un toro
Limousin con sintomatologia nerviosa. Este bovino permanecid
seronegativo hasta mayo del afio 2004, momento en el que se
detectan anticuerpos anti-BoHV. Se realiz6é una inmunodepre-
sion farmacologica para poder reactivar y aislar el virus latente
y en lugar de re-aislar la cepa Uy-1999, se aisld otra cepa de
BoHV-1 perteneciente al subtipo 1.2a (Uy2004), de liquido
seminal e hisopado prepucial de los dias 7 a 10 post-inmunode-
presion. Con una diferencia de 5 afios dos cepas autoctonas de
subtipos diferentes de BoHV-1 (1.1 y 1.2a) fueron aisladas de
un mismo animal. Si bien se ha detectado la presencia de dos
tipos o subtipos de BoHV diferentes en condiciones naturales,
no existen comunicaciones sobre aislamientos de dos subtipos
en un mismo animal.

Palabras clave: infeccion natural, Herpesvirus bovino 1,
diferentes subtipos

SUMMARY

The objective of the present work is to communicate the natu-
ral infection of a bull with two different subtypes of bovine
herpesvirus type 1 (BoHV-1). The two isolates, Uy-1999 (sub-
type 1) and Uy-2004 (subtype 2a), were recovered from the
same animal, 5 years apart. After BoHV-1.1 Uy-1999 was iso-
lated, the animal remained seronegative until five years later,
when BoH V-specific neutralizing antibodies were detected.The
bull was then immunosuppressed with corticosteroids, with
the purpose of reactivating and attempting to recover latent
virus. The BoHV-1.2 aisolate (Uy-2004) was recovered from
seminal fluid and prepucial sawbs between days 7 and 10 post-
immunossupression; however, the isolate Uy-1999 could not
be recovered. Although infections with different BoHV-1 sub-
types of the same animal has been previously demonstrated
experimentally, there are noreports of isolation of two diffe-
rent BoHV subtypes from the same animal.

Key words: natural infection, Bovine Herpesvirus 1, different
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INTRODUCCION

El Herpesvirus bovino 1(BoHV-1) es el agente etioldgico de la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) enfermedad contagiosa
de distribucién mundial (Lemaire y col., 1994), pertenece a la
familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género
Varicellovirus (Davison, 2002). La infeccion con este virus pue-
de ocasionar diferentes formas clinicas caracterizadas por en-
fermedad respiratoria, nerviosa y reproductiva, vulvovaginitis-
pustular infecciosa (IPV) y balanopostitispustular infecciosa
(IBP) (Tikoo y col., 1995). Si bien no se ha observado alta
mortalidad su importancia radica en las pérdidas econémicas
que se producen por infertilidad, abortos, muerte de neonatos,
caida en la produccion lechera y complicaciones por enfermeda-
des bacterianas secundarias (Miller y col., 1991).

Basados en el polimorfismo de fragmentos obtenidos utilizando
enzimas de restriccion (RFLP), el BoHV-1 puede clasificarse en
tres subtipos diferentes: 1, 2a 'y 2b (D’Arce y col., 2002; En-
gels y col., 1981; Metzler y col., 1985; Pidone y col., 1999;
Rijsewijk y col., 1999). El cuadro clinico que producen los sub-
tipos 1 y 2a es indistinguible y ambos producen abortos, sin
embargo la infeccion con el subtipo 2b no produce abortos y se
asocia a IPV e IBP (Miller y col., 1991).

En Uruguay la enfermedad se encuentra ampliamente distribui-
da. Un muestreo aleatorio realizado en ganado de carne a nivel

nacional encontrd que 99,1% de los establecimientos ganaderos
posee al menos un animal positivo y la prevalencia seroldgica
fue estimada en 36,6% (Repiso y col., 2005; Guarino y col.,
2008).

El BoHV-1 sobrevive en la naturaleza por dos eventos funda-
mentales, la infeccion de la poblacion de bovinos susceptibles y
la induccion de latencia en los mismos. Esta Gltima se define
como la persistencia del genoma viral en el organismo del hués-
ped en ausencia de virus infeccioso (Pastorety y Thiry, 1985).
Luego de la infeccion primaria el virus establece latencia y pue-
de quedar restringido a un area local o distribuirse en 6rganos
alejados de la puerta de entrada (Engels y Ackermann 1996;
Karhs, 1987; Lemaire y col., 1994; Perez y col., 2005). E1 BoHV-1
puede ser reactivado y excretado bajo condiciones de estrés natu-
ral, transporte o inmunodepresion con corticoides (Thiry y col.,
1987; Pastoret y col., 1982). Los bovinos latentemente infecta-
dos (asintomaticos) constituyen el reservorio mas importante,
ya que pueden excretar el virus de forma intermitente y trans-
mitirlo a bovinos sanos (Engels y Ackermann 1996; Karhs, 1987;
Lemaire y col., 1994; Perez y col., 2005).

Los anticuerpos especificos son detectados a los 7-10 dias po-
sinfeccion (pi), llegando a su titulo maximo entre los 14 y 35
dias pi (Guy yPotgieter, 1985). Si bien existen reportes de baja
o nula respuesta humoral luego de la infeccion por via genital
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con BoHV-1, este hecho no es comtn cuando la infeccion es por
via aérea (van Oirschot, 1995). Las diferencias en la inmunoge-
nicidad de las cepas, en la dosis y en la via de infeccion, han sido
reportadas como causas de una baja respuesta humoral
(Kaashoek y col., 1996; Van Oirschot, 1995).

La presencia de bovinos seroldgicamente negativos a BoHV pero
infectados latentemente ha sido reportada previamente y aso-
ciada a la deteccion de anticuerpos calostrales en el momento de
la infeccion (Lemaire y col., 1994). Sin embargo, estos bovinos,
luego de una infeccion secundaria o inmunodepresion con corti-
coides, desarrollan anticuerpos y respuesta celular especifica
anti-BoHV-1 (Lemaire y col., 2000a; Lemaire y col., 2000b).

El principal antecedente que da origen a la presente comunica-
cidn es el aislamiento a partir de secreciones nasales y oculares
de una cepa autoctona de BoHV-1.1 (Uy-1999) de un toro
Limousin con sintomatologia nerviosa al que no se le detectaron
anticuerpos pi anti-BoHV (Alonzo y col., 2002). Posterior-
mente, luego de una inmunodepresion con corticoides realizada
en el aflo 2002, se demostrd por la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), que se encontraba latentemente infec-
tado (Alonzo y col., 2002) y permanecié seronegativo. Ade-
mas, entre los afios 1999 a 2004 se realizd un seguimiento sero-
logico para detectar anticuerpos especificos anti-BoHV a inter-
valos nunca mayores de 6 meses, con resultado negativo por
neutralizacion (SN) in vitro y ELISA (Alonzo y col., 2004). En
mayo del ailo 2004, luego de permanecer seronegativo por cinco
aflos, se detectaron anticuerpos anti-BoHV con las mismas téc-
nicas utilizadas anteriormente. La hipotesis planteada es que la
respuesta detectada puede haber sido inducida por la reactivacion
de la cepa Uy-1999 (BoHV-1.1) o por una infeccioén con otra cepa
de campo. El objetivo de este trabajo es demostrar la infeccion de
un mismo animal a campo, con dos subtipos diferentes de BoHV-
1.

MATERIALES Y METODOS

Inmunodepresion

El toro Limousin del cual se aislo la cepa Uy-1999 BoHV-1
fue mantenido desde el ailo 2000 en condiciones de campo y
en contacto con otros bovinos. En mayo del ailo 2004, luego
de la deteccion de anticuerpos anti-BoHYV, este bovino fue
aislado en un box de la Facultad de Veterinaria de la Univer-
sidad de la Republica, Uruguay. La estrategia para poder
estudiar si la respuesta de anticuerpos detectada fue estimu-
lada por una reactivacion viral, fue realizar un protocolo de
inmunodepresion con corticoides, para re-aislar el virus como
fue descrito por Whentink y col. (1990). Brevemente, se
administro Dexametasona sodica (Caliercortin®, Laborato-
rio Calier-Espaiia) (0,11 mg/kg), por via intramuscular, du-
rante 6 dias consecutivos. Se tomaron muestras de sangre
para evaluar anticuerpos neutralizantes anti-BoHV a los dias
0, 5, 10, 14 y 45 posinmuno depresion. Para aislamiento
viral se tomaron hisopados nasales, oculares, prepuciales y
liquido seminal a los dias 0,4, 5,6, 7,8,9,10, 11,12, 13y
14 posinmunodepresion. Entre los dias 0 y 14 se realiz6 una
evaluacion clinica que incluy6 la toma de temperatura rectal,

sensorio, evaluacién de mucosas y presencia de corrimien-
tos ocular y nasal.

Analisis serolégico

Se utilizé la técnica de SN in vitro, virus fijo-suero variable
(House y Baker, 1971) para determinar anticuerpos neutrali-
zantes anti-BoHV. Los sueros fueron evaluados por duplicado
utilizando diluciones crecientes en base doble e incubados en
microplacas de 96 pocillos (NUNC) por 1 horaa 37 °C con 100
dosis infectantes de cultivo celular 50 (DICC, ) de la cepa Los
Angeles (LA) de BoHV-1.1. Seguidamente, se agregaron 3 x 10*
células de la linea Madin-Darb y Bovinekidney (MDBK) por
pocillo y las placas fueron incubadas a 37 °C con 5% CO, por
5 dias. En cada placa se realizaron controles de crecimiento
celular, toxicidad del suero y se incorporaron sueros de referen-
cia positivo y negativo (cedidos por el Dr. Weiblen de la Facul-
tad de Ciencias Veterinarias-Santa Maria-Brasil). El titulo de
anticuerpos por SN in vitro se calcul6 por el método de punto
final 50 y se expresé como el reciproco de la mayor dilucion de
suero que neutralizo al virus y fue capaz de inhibir la aparicion
del efecto citopatico (ECP) en el 50% de los pocillos.

Aislamiento viral

Se utilizo protocolo descrito en Manual de estandares para test
diagndsticos y vacunas de la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (2004). Las placas de 24 pocillos (NUNC) fueron sem-
bradas con 10° células/pocillo y cuando la monocapa celular
poseia un 90% de confluencia, fue inoculada con el sobrenadan-
te de hisopados o liquido seminal dejandose en adsorcion por
90 minutos a 37 °C. Se extrajo el inéculo y se agregaron 2 ml/
pocillo de Minimum Esential Médium (MEM) suplementado
con 2% de suero fetal bovino (SFB). Las placas se incubaron a
37 °C en atmésfera con 5% de CO, por 6 a 7 dias. Se realizaron
observaciones diarias buscando la presencia del ECP caracteris-
tico de BoHV. Las muestras que no presentaban ECP se some-
tieron a tres pases ciegos antes de confirmarlas como negativas.
En cada placa se incluyeron un control negativo (células +
MEM) y uno positivo (células + sobrenadante de células infecta-
das con la cepa LA). Los aislamientos originales fueron congelados
a -80 °Cy posteriormente expandidos para la caracterizacion viral.

Identificacion viral

Los cultivos que presentaban ECP caracteristico fueron identi-
ficados con la técnica de Inmunofluorescencia Directa (IFD)
usando un anticuerpo policlonal anti-BoHV-1 conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (VMRD-USA). Las células se le-
vantaron, se resuspendieron, se colocaron en porta objetos, se
incubaron a 37 °C en atmdsfera con 5% de CO, por 2 horas y se
fijaron durante 10 minutos en acetona conservada a -20 °C. Las
laminas luego de hidratadas y secas, se incubaron con el anti-
cuerpo conjugado durante 1 hora a 37 °C en camara himeda, se
lavaron y se montaron para luego observarlas al microscopio de
luz ultravioleta.

RESULTADOS

Durante la inmunodepresion realizada luego de la deteccion de
anticuerpos en mayo del afilo 2004 no se observaron alteracio-
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Figural. Evolucion del titulo de anticuerpos neutralizantes en
el toro Limousin latentemente infectado con BoHYV,
luego de la inmuno depresion (afio 2004).

nes clinicas compatibles con la infeccion por BoHV-1. Posin-
munodepresion se detectd un incremento en el titulo de anti-
cuerpos por SN in vitro de 16 a 64 (Figura 1).

Los cultivos de células inoculados para aislamiento viral con el
sobrenadante de los hisopados prepuciales y liquido seminal de
los dias 7 a 10 posinmuno depresion mostraron ECP caracteris-
tico de BoHV-1. La cepa aislada fue identificada como BoHV
tipo 1 por IFD y denominada Uy-2004. Esta cepa fue diferente
ala aislada en 1999 ya que fue caracterizadacomo subtipo 1.2a
utilizando anticuerpos monoclonales y RFLP con la enzima
Hind 111, (Puentes y col., 2007). El resto de las muestras fueron
negativas, no presentando ECP luego de tres pases consecutivos.

La secuencia de ADN que codifica la glicoproteina C en las
cepas Uy-1999 y Uy-2004, aisladas del mismo animal con
S afios de diferencia, fue publicada por Esteves y col. (2008)
(Acceso GenBank numeros: AF403051 y Z49223).

DISCUSION

Desde el afio 2000 el toro Limousin permanecio6 en contacto con
otros bovinos y las muestras tomadas hasta marzo del afio 2004
(minimo cada 6 meses) para detectar anticuerpos anti-BoHV
fueron negativas. En el mes de mayo, se detectaron anticuerpos
anti-BoHV luego de 5 afios post-aislamiento de la cepa Uy-
1999 (BoHV-1.1). La posibilidad de que una reactivacion de la
cepa Uy-1999 o una infeccion con otra cepa de campo de BoHV,
hayan estimulado un aumento en la generacion de anticuerpos
como han descrito Babiuk y col. (1996), fue evaluada mediante
inmunodepresion con corticoides. Luego de la inmunodepre-
sion del afio 2004, no se re-aislo la cepa Uy-1999. Sin embargo,
se aisld una segunda cepa de BoHV-1 (Uy-2004) que fue carac-
terizada como perteneciente al subtipo 1.2a (Puentes y col.,
2007). Esto fortalece la hipotesis de que la respuesta inmune
humoral detectada en mayo del afio 2004 haya sido estimulada
por una infeccion con otra cepa de campo de BoHV-1.

Las cepas autoctonas Uy-1999 (BoHV-1.1) y Uy-2004
(BoHV-1.2a) fueron aisladas del mismo bovino con 5 afios de

diferencia, lo que demuestra que el toro Limousin, fue infectado
naturalmente con dos subtipos diferentes de BoHV-1. La infec-
cion experimental y latencia con diferentes subtipos de
BoHV-1 (intraespecifica) fue demostrada por Whetstone y
Miller (1989). Sin embargo, en condiciones naturales de aisla-
mientos de dos subtipos en un mismo animal no habia sido
comunicado anteriormente. La importancia de la infeccion con
diferentes subtipos en condiciones de campo, radica en que du-
rante la replicacion viral pueden producirse recombinaciones
del genoma y generar nuevas cepas o inducir modificaciones en
la virulencia de las mismas (Whetstone y col., 1989ay 1989b).
Este fendmeno ha sido propuesto por Thiry y col. (2006), como
un importante mecanismo evolutivo de los alfaherpesvirus, ya
que puede propiciar la recombinacion entre diferentes tipos (in-
terespecifica) o subtipos (intraespecifica) de BoHV (Hender-
son y col., 1990; Katz y col., 1990; Meurens y col., 2004).
Basados en los antecedentes mencionados y en los resultados
obtenidos, esposible que esto pueda estar sucediendo a nivel de
campo y podria dar origen a nuevas variantes de BoHV. Por esta
razon poseer aislamientos autdctonos es fundamental para po-
der monitorear las cepas que se encuentran circulando en nues-
tro pais. A nivel regional esto ha permitido realizar analisis filo-
genéticos como el reportado por Esteves y col. (2008).

La cepa Uy-1999 no fue re-aislada luego de la inmunodepresion
(afio 2004). Esto podria ser ocasionado por la ausencia de algu-
na de las glicoproteinas (gp) mayores de BoHV-1.1 ya que
Schynts y col. (2003), demostraron que las cepas mutantes, que
no poseen el gen que codifica la gpE, no generan latencia luego
de la infeccion. Kaashoek y col. (1996), comunicaron que algu-
nas cepas de BoHV-1.1 presentan dificultades para ser reacti-
vadas y re-aisladas luego de la inmunodepresion con corticoi-
des, atribuyéndolo a diferencias genéticas entre las cepas utili-
zadas. En este sentido, la cepa Uy-1999 demostré su capacidad
para producir la enfermedad y fue re-aislada de terneros infec-
tados experimentalmente durante 14 a 35 dias pi (Alonzo, 2010).
Por otro lado, los estudios de caracterizacion con enzimas de
restriccion (Hind 111) y anticuerpos monoclonales anti-gpE no
mostraron diferencias con las cepas de referencia (Puentes y
col., 2007). La secuencia de la region carboxi terminal del gen
que codifica la gpC de Uy-1999 no mostré mutaciones cuando
se comparo con la region homologa de las cepas de referencia
(Esteves y col., 2008). Los estudios realizados hasta el momen-
to, no han detectado diferencias antigénicas o moleculares que
puedan explicar porque la cepa Uy-1999 nunca fue re-aislada.

Basados en estos resultados, es altamente probable que la de-
teccidn de anticuerpos en el afio 2004, haya sido estimulada por
la infeccion natural a campo con la cepa Uy-2004 en el periodo
marzo-mayo 2004.

La capacidad del toro Limousin de estimular una respuesta in-
mune anti-BoHV qued¢ evidenciada luego de la infeccion con la
cepa Uy-2004. Sin embargo, la razén por la cual no se detecta-
ron anticuerpos durante los 5 afios posteriores alaislamiento de
la cepa Uy-1999 y luego de la primera inmunodepresién con
corticoides es aun desconocida.

Veterinaria (Montevideo) 48 (184) 5-10 (2011)

r

CIENTIFICO



Alonzo, P.; Puentes, R.; Benavides, U.; Esteves, P.A.; Silva, A.D.; Roehe, P.M.; Maisonnave, J.

CONCLUSION

La infeccion natural con dos subtipos de BoHV-1 (1.1 y 1.2a)
fue comprobada en un mismo animal con 5 afios de diferencia.
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