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Primer aislamiento de herpesvirus bovino 1 subtipo 2 (BoHV-l.2) en~..:)
Uruguay
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SUMMARY
El herpesvirus bovino I (BoHY-I) fue aislado por primera vez
en el Uruguay en 1981 y en el año 1999 otro aislamiento fue
caracterizado como BoHY-I.I. El objetivo de este trabajo fue
la caracterización antigénica y molecular de dos nuevos aisla­
mientos en el país (Uy2002 y Uy2004). La caracterización de
estos aislamientos fue realizada por la técnica de inmunope­
roxidasa con un panel de anticuerpos monoclonales y por he­
rramientas moleculares como la reacción en cadena de polime­
rasa (PCR) y "restriction fragment length polymorphism"
(RFLP). Los resultados revelaron que Uy2004 pertenece al
subtipo BoHY-I.2 , mientras que Uy2002 pertenece a
BoHY-I.2, no pudié~dose determinar si pertenece al subtipo
"a" o "b" al compararlo con los patrones moleculares de las
cepas de referencia. Esta es la primera notificación de un aisla­
miento y caracterización de BoHY-I.2 en el Uruguay. Se discu­
te la posibilidad de que Uy2002 sea un aislamiento con carac­
terísticas genómicas propias o un nuevo subtipo de BoHY-I.2.
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In Uruguay Bovine herpesvirus type I (BoHY-I) was first
isolated in 1981 and another isolate was charactcrizcd as
BoHY-I.1 in the year 1999. The aim 01' this work was to
perform antigenic and molecular analysis of two new Uru­
guayan BoHY isolates (Uy2002 and Uy2004). Characteriza­
tion of isolates was performed by immunoperoxidase with a
panel 01' anti-BoHY monoclonal antibodies as well as by poly­
merase chain reaction (PCR) followed by a restriction frag­
ment length polymorphism (RFLP) analysis. Results revealed
that isolate Uy2004 belongs to subtype 1.2... whereas Uy2002
characterized as BoHY-I.2, could not be classified within any
of the existing subtypes "a" o "b". This is the first report of
the isolation and characterization of BoHY-I.2 subtype in Uru­
guay. The possibility of isolate Uy2002 having unique geno­
mic characteristics or being a new BoHY-I.2 subtype is raised.

Key words: lsolation, characterization, 80ville herpesvirus,
BoHV-l.2 subtype.

INTRODUCCIÓN

Herpesvirus bovino tipo I (BoHY-I), es
el agente etiológico de la Rinotraqueitis
infecciosa bovina (lBR) y de la Yulvova­
ginitis/Balanopostitis pustular infeccio­
sa (lPYIIPB). BoHY-1 es miembro de la
familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, genero Yaricellovi­
rus. BoHY-1 es un virus envuelto, con
genoma formado por una doble cadena
de ADN de aproximadamente 136 kbp
que codifica para aproximadamente 70
proteínas (4). Luego de la infección pri­
maria, BoHY establece latencia en teji­
dos nerviosos, pudiendo ser reacti vado
y re-excretado posteriormente bajo con­
diciones de estrés tal como transporte,
parto o tratamientos con corticoides (2).
Basado en el análisis con enzimas de res-

tricción, BoHY-1 ha sido subdividido en
tres subtipos: 1.1, 1.2 .. Y 1.2

h
(4, 9, 11).

Los subtipos BoHY-I.1 Y BoHY-I.2 .. se
han asociado a cuadros respiratorios,
conjuntivitis, signos clínicos nerviosos,
infertilidad y abortos. BoHY-I.2.. tam­
bién está asociado con enfermedad ge­
nital (lPY/lPB). Por otro lado,
BoHY-I.2

h
además de estar relacionado

con IPY/IPB puede también ocasionar
abortos (4).

BoHY-1 tiene distribución mundial (1,
4), incluyendo países de la región como
Argentina y Brasil (4,9). En Uruguay, la
seroprevalencia de BoHY-1 es de 36.6%,
siendo positivos el 99.1 % de los esta­
blecimientos ganaderos estudiados (lO).
Herpesvirus bovino fue aislado por pri­
mera vez en Uruguay en el año 1981 (13),

pero el aislamiento nunca fue caracteri­
zado. Recién en el año 1999 se realizó
otro aislamiento (Uy 1999) que fue ca­
racterizado como BoHY subtipo 1.1 (2).
Los subtipos 1.2.. y 1.2

h
, no habían sido

descriptos hasta ahora en el Uruguay. El
objetivo de este trabajo fue caracterizar
desde el punto de vista antigénico y
molecular a los dos nuevos aislamientos
uruguayos (Uy2002 y Uy2004).

MATERIALES y MÉTODOS

Cultivos celulares y virus

La línea celular Madin Darby Bovine
Kidney (MDBK) fue usada para el ais­
lamiento, multiplicación y titulación de
los virus. Las mismas fueron manteni­
das en Eagle's minimal essential medium
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(MEM), suplementado con 10% de suero
fetal bovino (FCS, Nutricell), siguiendo los
procedimientos estándares (12).

Las cepas de referencia usadas en el pre­
sente estudio fueron: Uy 1999 (BoHV-I.I)
aislada en Uruguay (2); EVI 123 (BoHV­
1.1) Y EVI 88 (BoHV-5), ai:;ladas en Bra­
sil (4).

Los nuevos aislamientos a caracterizar fue­
ron: Uy2002, aislado en el año 2002 a par­
tir de líquido seminal a los 9 días pos in­
munodepresión experimental de un toro
Hereford seropositivo para BoHV-1 y
Uy2004, aislado en el año 2004 a partir de
liquido seminal e hisopados prepuciales a
los días 8-11 pos inmunodepresión expe­
rimental de un toro Limousin seropositivo
para BoHV-I. Los cultivos con efecto cito­
pático (ECP) característico de BoHV fue­
ron confirmados por inmunofluorescencia
utilizando un conjugado policlonal especí­
rico para BoHV-1 (VMRO, USA).

Los virus en estudio, de título ~ a 1060

Dosis Intectante Cultivo Tisular (DICT)
OICT50,/5O¡..ti (7) se propagaron en bote­
llas tipo "roller" 850 cm2 (Costar®) y se
concentraron por centrifugación en un col­
chón de sacarosa al 25 % a 100.000 x g
durante 2 horas. El "pellet" viral fue re­
suspendido en buffer TE (10 mM Tris,
1 mM EDTA; pH 7.6) Y almacenado a
-800e.

Extracción de ADN viral y Reacción
en cadena de polimerasa (PCR)

Para la extracción de ADN, el pellet viral
resuspendido en buffer TE fue tratado con
100 Ilg de proteinasa K por 1h a 37 oC.
Posteriormente se adicionaron 26 JLL de

NaCI 5M + 440 JLI de renol durante 30
mjnutos a temperatura ambiente. La pre­
cipitación del ADN fue realizada con la
adición de etanol absoluto a -20 De. El pe­
lIet fue resuspendido en 50 JLI de buffer
TE (pH 7.6) Yalmacenado a -20 De.
Para confirmar que los aislamientos perte­
necían a BoHV, se utilizó la técnica de PCR
amplificando una región conservada de la
glicoproteina C (gC) (3). Los "primers"
utilizados fueron: 5'-CGCCGCCGAG­
TACTACCC-3' ("Forward") y 5'CGGC­
CACGACGCTGACGA3' ("Reverse")
que corresponden a un fragmento de
574/ 571 pb codificante para BoHV-1 y
BoHV-5 respectivamente. Los productos
de la PCR fueron sometidos a electrofore­
sis en geles de agarosa al 1.5% durante dos
horas a 40 V Y teñidos posteriormente con
bromuro de etidio.

RFLPdeADN viral

Para la técnica de RFLP, se utilizó la enzi­
ma HilldlII para diferenciar los subtipos
de BoHV-1 previamente descriptos (4). El
análisis de restricción fue realizado incu­
bando a 370 C por I hora 80 - lOO ng de
ADN viral con 1.5 JLI de la enzima Hill­
dllI (GIBCO®), Los fragmentos de ADN
generados, fueron sometidos a electrofo­
resis en geles de agarosa al 0.7%, durante
14 horas a 25 V Y teñidos posteriormente
con bromuro de etidio. Se utilizó IHilldllI
como control marcador de corrida (New
England Biolabs).

Ensayo de Inmunoperoxidasa con
anticuerpos monoclonales (IPMA)

La IPMA fue utilizada para diferenciar
entre los subtipos de BoHV-I.I,

BoHV-I.2 YBoHV-5 (6). Se usaron cinco
anticuerpos monoclonales (Mabs) contra
BoHV-I: anti-gD (Mab 40), anti-gE (Mab
51) y anti-gé (Mab 71 y Mab 77) fueron
gentilmente cedidos por el Animal Health
Institute (Lelystad, The Netherlands). El
quinto Mab (Mab 2F9) utilizado (anti­
BoHV-5) fue gentilmente cedido por el
Dr. E. Flores, UFSM, RS-Brasil (8). El
anticuerpo secundario utilizado fue un anti­
IgG de ratón conjugado a peroxidasa
(DAKO®).

RESULTADOS

Las células infectadas con cada uno de los
aislamientos mostraron ECP característi­
co de herpes virus, lo cual fue confirmado
por inmunotluorescencia con un conjuga­
do policlonal específico para BoHV-I.

El patrón de reconocimiento obtenido con
la utilización del panel de anticuerpos mo­
nocionales se resume en el cuadro l. Los
Mabs 40 y 51 (anti-BoHV-I) reacciona­
ron con ambos aislamientos y las cepas de
referencia BoHV-I.I. El Mab 71 (especí­
fico para BoHV-I.I), reaccionó con las
cepas de referencia BoHV-I.I, pero no re­
accionó con ninguno de los dos aislamien­
tos en caracterización. El Mab 77 recono­
ció el aislamiento Uy2002, pero no reco­
noció el aislamiento Uy2004. Finalmente
el Mab 2F9 (anti-BoHV-5) reaccionó so­
lamente con la cepa de referencia BoHV-5
(EVI88).

La técnica de PCR logró la amplificación
de un fragmento de aproximadamente
500bp en ambos aislamientos (Uy2002 y
Uy2004) y cepas de referencia (EV1123 y
EVI 88) (Fig. 1).

Cuadro 1. Reactividad de los anticuerpos monoclonales frente a los aislamientos y las
cepas de referencia.

Cepa de referencia Aislamiento
Mabs

Uy1999 EVI123 EVI88 Uy2002 Uy2004

40(anti-gD)* + + + + +
51 (anti-gE) * + + + + +
71 (anti-gC) * + + - - -

77 (anti-gC) * + + - + -

2F9 (anti-BoHV-5) - - + - -
Subtipo de BoHV 1.1 1.1 5.a 1.2 1.2

>l<Anti- BoHV-1 Mab; (+) Reacción positiva; (-) Reacción negativa.
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Figura 1. PCR: Amplificación de una porción de la glicoproteina C de BoHV
(574/571 pb para BoHV-1 y para BoHV-5 respectivamente). MW:
marcador de peso molecular 100 bp, EVI 123: Cepa de referencia
BoHV- 1.1 aislada en Brasil, EVI 88: Cepa de referencia BoHV-5 aislada
en Brasil, Uy 1999: Cepa de referencia BoHV-I.1 aislada en Uruguay,
Uy2002: aislamiento año 2002, Uy2004: aislamiento año 2004 y control:
npO'~tiv()

EVI Uy Uy Uy Control
88 1999 2002 2004

El análisis con enzima de restricción
(RFLP) mostró para Uy 2004 un patrón
similar a los encontrados en cepas de re­
ferencia BoHV-I.2. (4). El aislamiento
Uy2002 mostró un patrón diferente a
cualquiera de los subtipos de BoHV-1
conocidos descriptos (1.1, 1.2. Y 1.2

b
)

(Fig. 2).

DISCUSIÓN

Los resultados con el panel de anticuer­
pos monoclonales, nos permitió diferen­
ciar entre BoHV- 1.1 y BoHV- 1.2 (4, 11).
En el presente estudio, el Mab 40 (anti
gD) y Mab 51 (anti-gE) fueron incluidos
ya que estas glicoproteínas son proteí­
nas de envoltura altamente conservadas
en BoHV, lo que permitiría reaccionar con
todos los tipos de BoHV descriptos
(11). El Mab 71 (específico para BoHV­
1.1) no reconoció ninguno de los aisla­
mientos, lo que sugiere que ambos per­
tenecen al subtipo 1.2 de BoHV (BoHV­
1.2). Esta capacidad del Mab 71 .. de dis­
tinción entre BoHV-I.1 y BoHV-I.2, se
debe a una pequeña variación entre la
secuencia de 75-80 de aminoácidos de la
gC entre ambos subtipos (11). El Mab
77, reconoció al aislamiento Uy2002
siendo negativo para Uy2004. Por lo tan­
to este monoclonal reconoció de manera
diferente a los dos aislamientos (ambos
BoHV-I.2). Esto coincide con lo expuesto
por Rijsewijk y col. (1999) (11), quie­
nes mencionan que el Mab 77 no recono­
ce algunas cepas de BoHV-l.2. Aunque
hasta el momento BoHV-5 no ha sido
aislado en Uruguay, pero si en países de
la región (4 y 9), nosotros incluimos el
Mab 2F9 para detectar este tipo de
BoHY. La posibilidad que Uy2002 o
Uy2004 fuera BoHV-5, fue descartada

Figura 2. RFLP de los aislamientos y cepas de referencia de
BoHV-1 utilizando la enzima l-findIlI: Gel de
agarosa al 0.7% teñido con bromuro de etidio. MW:
Marcador de peso molecular A HindIlI, Uy2002:
aislamiento año 2002, Uy 1999: Cepa de referencia
BoHV-I.1 aislada en Uruguay, Uy2004:
aislamiento año 2004 y EVI 123: Cepa de referencia
BoHV-I.1 aislada en Brasil. Las cabezas de flechas
llenas indican las dos bandas extras y la cabeza de
flecha hueca indica la banda faltante existente en los
patrones de banda de las cepas de referencia BoHV-I.2.
Las flechas blancas indican las bandas características de
BoHV-I.1 y BoHV-I.2".
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con la utilización de este monoclonal, que
reconoció una región especifica de la gC
de BoHV-5 (8) solo en la cepa de refe­
rencia BoHV-5 (EVI 88) y no reaccionó
con ningún de los aislamientos o cepas
BoHV-1 de referencia utilizadas en el
presente estudio. Los resul tados utili­
zando anticuerpos monoclonales, fueron
corroborados con la utilización de ensa­
yos con enzima de restricción.

El patrón de digestión del ADN del ais­
lamiento Uy2004 con Hindlll, corres­
pondió con el de cepas de BoHV-I.2

11
•

El patrón de restricción del aislamiento
Uy2002 no fue definido, sin embargo la
migración de las bandas es similar a
BoHV-I.2", por lo cual se realizarán
otros ensayos para esclarecer la clasifi­
cación. De hecho otros trabajos con
BoHV, han descrito aislamil~ntoscon un
patrón de digestión con enzi mas di feren­
tes a los de las cepas de referencia
(BoHV-5

11
o BoHV-\) (4). Aunque los

herpesvirus son virus de ADN caracteri­
zados por un bajo rango de sustitucio­
nes nucleotídicas (3 x 10-8 por sitio por
año), otros mecanismos como recombi­
naciones moleculares (intramolecular, in­
traespecífica e interespecírica) pueden
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existentes (5). Por lo tanto, podría ser
que este aislamiento (Uy2002) sea un
virus con características genómicas pro­
pias como por ejemplo un nuevo subti­
po de BoHV-I.2 aún no descrito en la
literatura.

CONCLUSIONES

Se describe por primera vez en Uruguay la
presencia de herpesvirus 1.2 (BoHV-I.2).

El aislamiento Uy2004 fue caracteriza­
do como BoHV-I.2. por anticuerpos mo­
nocionales y ensayo con enzima de res­
tricción.

El aislamiento Uy2002 fue caracteriza­
do como BoHV-I.2, pero no pudo ser
clasificado dentro del subtipo en "a" o "b"
con la enzima de restricción utilizada.

Se plantea el posible hallazgo de un ais­
lamiento de herpesvirus bovino con ca­
racterísticas genómicas propias.
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