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RESUMEN

Se caracteriza como Herpesvirus bovino (HVB)I.1, un aisla-
miento viral, realizado de un ternero de nueve meses de edad
con signos neuroldgicos, corrimiento ocular y nasal unilateral.
Muestras de hisopados nasal, ocular y prepucial, se inocularon
en cultivos de la linea celular de rifién bovino, Madin Darby
Bovine Kidney. Los indculos de los tres primeros dias post
inicio de signos clinicos, produjeron efecto citopdtico caracte-
ristico de HVB. El aislamiento (Uy-1999) fue identificado como
herpesvirus por inmunofluorescencia directa y caracterizado
mediante enzimas de restriccion, reaccion en cadena de polime-
rasa e inmunohistoquimica. Aunque la cepa Uy-1999 es inmu-
nogénica para otros bovinos, el animal del cual se aislo el HVB,
nunca produjo anticuerpos especificos anti-HVB, pero si con-
tra otros patégenos, como el virus de diarrea viral bovina. Los
resultados obtenidos hasta el momento, sugieren que la falta de
respuesta inmune humoral no es debida a una variacion antigé-
nica del aislamiento. Los métodos diagndsticos en que se basan
las campaias de control, deberian ser re-evaluados, si la exis-
tencia de bovinos latentemente infectados con HVB-1, y sin
anticuerpos especificos detectables, no es un hecho aislado.
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SUMMARY

An herpesvirus, isolated from a nine month old calf, with neu-
rological clinical signs, unilateral ocular and nasal discharge,
was characterized as Bovine Herpes Virus-1.1 (BHV-1.1). Na-
sal, ocular and prepucial swabs, were collected and superna-
tants were inoculated in Madin Darby Bovine Kidney cells.
Only the nasal and ocular inoculates from the first three days
after clinical signs appeared, produced herpesvirus characte-
ristic citopathic effect. The isolate (Uy-1999) was identified
as herpesvirus by direct immunofluorescence, characterized
by restriction enzyme genomic profile, polymerase chain reac-
tion and immunohistochemistry. Even though the isolate Uy-
1999 is immunogenic for other bovines, the animal from which
the isolation was made, never produced BHV specific antibo-
dies, while it did to other pathogens as bovine viral diarrhea
virus. The results obtained up to now, suggest that the lack of
humoral immune response, is not due to an antigenic variation
of the isolate. If the existence of BHV-1 latently infected bovi-
nes, is not an isolated issue, the tests used in the control cam-
paigns should be reviewed.
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INTRODUCCION

El Herpesvirus bovino tipo-1 (HVB-1),
pertenece a la familia Herpesviridae (43,
48), subfamilia alphaherpesvirinae, gé-
nero varicellovirus (6). Puede causar Ri-
notraqueitis Infecciosa Bovina (IBR),
Vulvovaginitis Pustular Infecciosa (IPV),
Balanopostitis Pustular Infecciosa
(IPB), conjuntivitis, abortos, infeccion
generalizada en el neonato y meningoen-
cefalitis (20, 43, 48). Es una enfermedad
contagiosa de distribucion mundial (43).

El andlisis de HVB-1, basado en el pa-
tron de digestion por enzimas de restric-
cidn, permite identificar 3 subtipos
(HVBI1.1; HVBI1.2a; HVBI1.2b). La en-
zima I-lindl[gl, corta el ADN y da patro-

nes de bandas que diferencian los subti-
pos de HVB-1 (12, 25, 28). Los anti-
cuerpos monoclonales pueden ser utili-
zados también, para reconocer subtipos
de HVB-1 (26).

Los subtipos HVB-1.1 y HVB-1.2a se
asocian a la forma respiratoria de la en-
fermedad (IBR) y clinicamente pueden
cursar con sintomas respiratorios, con-
juntivitis, signos clinicos nerviosos, in-
fertilidad y abortos (46). El subtipo
HVB-1.1 puede causar abortos 30 a 60
dias post signos respiratorios (10, 11).
Si bien es una enfermedad en la cual, no
se ha observado una alta mortalidad, 3%
en ganado lechero, su importancia radica
en las pérdidas economicas debidas a

abortos, pérdidas de neonatos, pérdida
del estado general, y caida de la produc-
cion lechera, dando lugar en algunos ca-
sos a complicaciones por infecciones
bacterianas secundarias (27). El HVB-
1.2b, esta asociado a enfermedad genital
(IPV/IBP) y no causa abortos (11, 45).

Otro HVB que se disemina rapidamente
al SNC y que fue clasificada como tipo
5, ocasiona meningoencefalitis severa, fue
aislada en Australia, Argentina, Brazil y
USA (14).

El genoma de HVB-1 esta compuesto por
136 kilobases (Kb) y posee al menos 10
genes con potencial para codificar glico-
proteinas. Por su localizaciéon en la su-
perficie del viridn, estas glicoproteinas
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son importantes blancos del sistema in-
mune del hospedador y tienen un rol
fundamental en la patogenicidad, por
mediar la entrada, fusion y dispersion
del virus célula-célula. Las mas estudia-
das por la importancia en estos eventos
son gB, gCy gD, pero actualmente otras
glicoproteinas, enzimas y proteinas re-
guladoras, son incluidas en el repertorio
del HVB (3, 41).

Luego de la infeccidn primaria el HVB
se hace latente en ganglios nerviosos de
la puerta de entrada, (19, 30, 33) y pue-
de serre-activado y re-excretado cuando
el portador se encuentra bajo condicio-
nes de estrés o mediante inmunodepre-
sién con corticoides (34, 47). La latencia
se define como una infeccidn persistente
en el organismo, donde el genoma viral
estd presente en ausencia de virus infec-
cioso (20). El HVB-1 reactivado es
usualmente excretado por la via de in-
feccion primaria, dado que ésta determi-
na el lugar de latencia. Pero hay veces en
que la infeccion primaria intra nasal va
seguida de una infeccion generalizada, en
cuyo caso se puede instalar latencia en
otros ganglios nerviosos y el virus pue-
de ser re-excretado por semen (45).
Cuando hay re-activacion viral, la inmu-
nidad humoral especifica, ejerce control
de la viremia, evitando la re-excresion y
diseminacion del virus (20). Los anti-
cuerpos (Acs) normalmente son detec-
tables 7 a 10 dias post-infeccion. Los
isotipos de inmunoglobulinas M (IgM)
y G (IgG), llegan a su titulo maximo a
los 14 y 35 dias post-infeccion respecti-
vamente (17). Sin embargo la infeccién
con HVB-1 via genital, puede inducir
respuesta inmune humoral débil, o pue-
de no inducir respuesta inmune detecta-
ble (45). La diseminacion del HVB-1 a la
mayoria de los animales de un rodeo es
el resultado de una infeccion respirato-
ria, la diseminacion es limitada en casos
de infeccion genital. Durante la infeccion
primaria aguda el virus se excreta en se-
creciones nasales durante un periodo de
4 a 17 dias, los titulos mas altos son 4 a
6 dias post infeccion. Animales que ex-
cretan el virus por la mucosa nasal lo
transmiten por contacto directo y por
gotitas en aerosol a una distancia corta
(8 metros). Animales que excretan HVB-
1.2b (virus de vulvo vaginitis pustular
infecciosa y balanopostitis) por vagina

o prepucio, lo transmiten menos eficien-
temente, y un menor nimero de anima-
les se infecta. La dosis infectante nece-
saria para infectar un animal ha sido poco
documentada y dependera de la virulen-
cia de la cepa (46).

El HVB ha sido detectado en Uruguay,
clinica y epidemioldgicamente desde
1970. Fue aislado por primera vez en
1981, de un animal seropositivo, inmu-
nodeprimido con corticoides (16). En
1987, se describié un caso de granuloma
nasal bovino en ganado Jersey, con alta
morbilidad, oportunidad en que se logrd
el aislamiento de HVB-1 de hisopados
nasales (31). Se ha descrito que en el 70%
de los tumores de ojo se aisla HVB-1
(42). En Uruguay existe un 75-100% de
establecimientos con presencia de anti-
cuerpos a HVB y la prevalencia a nivel
nacional es de 45% en ganado de carne y
48% en ganado de leche (38).

Con respecto al control de la enferme-
dad, se han descrito varios métodos, se-
gun la prevalencia de infeccion. En luga-
res de muy baja prevalencia se puede
emprender la erradicacion, eliminando los
animales seropositivos. Donde la preva-
lencia es alta, esta medida es poco viable
y la vacunacién es la indicada para esti-
mular la inmunidad especifica e impedir
la re-excresion viral. La vacunacion no
impide la infeccion pero si la sintomato-
logia (20). En un rodeo con un alto por-
centaje de animales seropositivos, las
hembras adultas multiparas muy proba-
blemente ya hayan sido infectadas y su
sistema inmune evitard que aborte una
segunda vez a causa de HVB-1. Por lo
tanto, teniendo en cuenta el costo-bene-
ficio de vacunar para evitar sintomas,
abortos por ejemplo, seria conveniente
vacunar Unicamente las vaquillonas an-
tes del primer entore (Dr. E. Dubovi,
comunicacion personal).

Las vacunas utilizadas en Uruguay son
mayormente fabricadas con cepas de HVB
de referencia. Si los aislamientos realiza-
dos en el pais son caracterizados, habria
posibilidad de incluir en las vacunas cepas
nacionales. Asi como tener un stock de
cepas actuantes en el pais y la region.

La inmunotolerancia no se ha descrito
para el HVB, pero si para otros virus
como el de Diarrea Viral Bovina (BVDV).
Embriones bovinos infectados con virus

no citopatico de BVDV in utero, antes
que su sistema inmune este desarrolla-
do, reconocen como propio al virus, y
no producen anticuerpos especificos, y
quedan persistentemente infectados (PI).
Estos terneros son la fuente de infeccion
en un rodeo y por lo general tienen me-
nor desarrollo corporal y pelo hirsuto
(2,9).

El propdsito del presente trabajo es iden-
tificar y caracterizar una cepa de HVB
aislada a partir de un ternero de 9 meses
de edad, con sintomatologia nerviosa y
menor desarrollo corporal que los bovi-
nos de la misma categoria. Este ternero
se recupero rapidamente a pesar de que
nunca produjo anticuerpos anti-HVB y
pasé a ser un toro adulto saludable y con
aptitudes reproductivas normales.

MATERIALY METODOS

1. Aislamiento viral

Se obtienen hisopados oculares, nasales
y prepuciales durante 7 dias post inicio
de signos clinicos (21 muestras), de un
ternero Limousin con nueve meses de
edad, menor desarrollo corporal que los
bovinos de su misma categoria, pelo hir-
suto, corrimiento ocular y nasal seroso
unilateral, y ataxia. Los hisopados, se
inocularon en cultivos de células de ri-
fion bovino, linea celular Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK), mantenidos en
medio Eagle modificado (MEM), 50 g/
mL de gentamicinay 10% de suero fetal
bovino (GIBCO) irradiado. A los 4 dias
post-inoculacion, el cultivo que no mues-
tra efecto citopético (CPE), se congela,
descongela y centrifuga a 400g por 15
minutos, para luego inocular el sobrena-
dante en una monocapa de células vir-
gen. Este procedimiento se repite 3 ve-
ces (3 pases ciegos), para dar como ne-
gativa una muestra (7).

2. Identificacion y caracterizacion
viral

a. Identificacion viral con anticuer-
pos especificos. Las células con CPE ca-
racteristico de herpesvirus, fueron fijadas
con acetona e incubadas 1 horaa37°C con
anticuerpo policlonal anti-HVB conjuga-
do con isotiocianato de fluoresceina FITC
(VMRD, USA), y observadas al micros-
copio de luz ultravioleta (UV) (7, 24).
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Para cuantificacion mediante citofluoro-
metria (40), las células infectadas que
muestran CPE y los controles negativos
se resuspendieron por tratamiento con
tripsina y se incubaron con el mismo
conjugado policlonal FICT por 2 hs. a
4°C en PBS 0.1% azida, lavadas por cen-
trifugacion dos veces y analizadas me-
diante un citémetro de flujo (FAC Scan,
Becton Dickinson). Se definieron regio-
nes en cuadrantes, los limites fueron fi-
jados en 197 para el valor de luz disper-
sada a 180 grados (Forward SCattered
Heigth=FSC-H) y 189 para el valor de
intensidad de FICT (FL-1). Los even-
tos en la region superior derecha fueron
considerados positivos y se registraron
los porcentajes de células positivas en
10.000 eventos (40). Para ambas técni-
cas, se utilizan, como control positivo
células infectadas con HVB-1 de refe-
rencia cepa Los Angeles (LA), y como
control negativo células sin inocular.

b. Inmunohistoquimica. Células infec-
tadas con el aislamiento (Uy-1999), se
incuban 1 hora a 37°C con anticuerpos
monoclonales (Mab) anti-HVB-1.1
(Mab60), y anti-HVB-5 (Mab2915).
Luego de tres lavados se agrega conjuga-
do a peroxidasa anti-inmunoglobulina de
raton, se incuba 1 hora a 37°C, se lavay
serevela con sustrato Di-amino bencidi-
na (DAB) (26).

c. Estudios moleculares. La técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) Multiplex (1), se utilizo para di-
ferenciar ADN de HVB-1 y HVB-5 en
una sola reaccién. La extracciéon de ADN
se realizo mezclando, 250 pl. de sobre-
nadante de células infectadas con: Uy-
1999, HVB-1.1 (LA), y HVB-5 (663),
con igual volumen de solucién tampdn
de extraccion (Tris10mM, disodium
EDTA ImM, 0,5% SDS, Proteinasa K
1,6U/mL, pH 8). La mezcla se incuba a
temperatura ambiente durante 5 minu-
tos y se adicionan 500 pL de (25 fenol:
24 Cloroformo: 1 alcohol isoamilico).
Luego de centrifugar a 16.000g por 2
minutos, el sobrenadante se somete a otra
extraccion con cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) y centrifuga nuevamen-
te. La precipitacion del ADN se realiza
con 1 mL de etanol absoluto, y 100 pL
de NaCl 3M pH 5,2, centrifugando a
16.000g por 30 minutos. El pellet se lava
con | mL de etanol 70%, se seca y resus-

pende en 10puL de agua bi-destilada, al-
macenadose a -20°C hasta su uso. En cada
extraccion, se utilizan como controles
positivos cepas de referencia de HVB-
1.1 y HVB-5 y sobrenadante de células
sin inocular como control negativo.

EI ADN y los primers (TK1, TK2, GDI,
GD2) se incubaron a 99°C (comienzo
caliente) por 10 minutos y luego a 88°C
cuando los demads reactivos se adiciona-
ron: (buffer Taq polimerasa, glicerol,
CI2Mg, dNTP, Taq polimerasa). Se rea-
lizaron 35 ciclos de 1 minuto a 95°C (des-
naturalizacion), 1 minuto a 61°C (hibri-
dizacion) y 1 minuto a 72°C (sintesis),
finalmente 5 minutos a 72°C. El produc-
to amplificado se analizé por electrofo-
resis en gel de agarosa horizontal 1,8 %
(100V, 30 minutos) en solucién tampdn
con bromuro de etidio y visualizado en
un transiluminador de UV.

Para la caracterizacion gendmica del vi-
rus, se realizé analisis del ADN viral con
enzimas de restriccion (Hind/ZI7) (25, 28).
Cuando células infectadas con Uy-1999
y cepas de referencia HVBI1.1 y HVB-5
mostraban 50% de CPE, se lisaron con
0,2 mL de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
al 10%. EI ADN celular fue precipitado
con 0,5 mL de NaCl 5M, y el pellet se
descartd luego de la centrifugacion. El
ADN viral presente en el sobrenadante,
fue incubado con proteinasa K 20pg/mL,
durante 2 horas a“37°C. Las proteinas
fueron removidas mediante extraccion
con fenol:cloroformo y eter etilico satu-
rado en agua, y el ADN precipitado con
isopropanol durante 1 hora a -70°C. El
pellet de ADN viral fue resuspendido en
50ul de Tris-HCI 10mM, pH 8, EDTA
ImM (TE), y el corte con Hind//I se
realiza, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Biolabs). Los fragmentos
obtenidos, se separan por electroforesis
en geles de agarosa 0,7%, en solucién
tampon Tris-Acetato-EDTA (TAE), a
voltaje (30V) constante durante 5 horas.
Se tifien con bromuro de etidio y las ban-
das se visualizan con un transiluminador
de UV (25, 28).

d. Identificacion de la glicoproteina
C (gC) en la cepa Uy-1999.

Las proteinas virales se separan en geles
de poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE),
y se transfieren a una membrana immu-
nolon P (Millipore). El bloqued se reali-

za con una solucién 5% leche e soja en
PBS-tween 20, y se lava 3 veces con
PBS-Tween 0,05% agitando. Se incuba
durante 1 hora a 37°C con anticuerpo
monoclonal anti-gC (Dr. L. Babiuk,
VIDO, Saskatoon, Canada), se lava 3
veces, y se incuba en agitacion durante 1
hora a 37°C con conjugado a peroxidasa
anti-raton. Luego de 3 lavados se revela
con el kit Renaissance, segtn indicacio-
nes del fabricante (NEN Life Science).
(3, 18).

3. Respuesta Inmune Humoral

a. Serologia. Se obtienen muestras de
suero del ternero Limousin, durante los
primeros 7 dias post inicio de signos clini-
cos, cada 135 dias durante 5 meses y cada 6
meses hasta la actualidad. Las muestras se
estudian para detectar anticuerpos (Acs)
especificos anti-HVB, mediante ELISA
(HIPRA-Espaiia). La presencia de anti-
cuerpos neutralizantes se determina, me-
diante la técnica de seroneutralizacion in
vitro (SN), en placas de 96 hoyos. Las
muestras de suero se incuban 1 horaa 37°C
con 100 unidades infectantes de la cepa
LA titulo 10%7 dosis infectante de cultivo
de tejido 50% (DICT,) /50 uL. Luego se
agregan 20.000 células/hoyo y se incuban
72 horas a 37°C y 5% CO,. El titulo se
expresa como el logaritmo de la inversa de
la Gltima dilucién que protege el desafio de
100 DICT, .(29).

50

La presencia de anticuerpos anti-virus de
Diarrea Viral Bovina (BVDV) se determi-
na mediante SN, utilizando para desafio
100 UI de la cepa de referencia Singer (ti-
tulo 10** DICT, /50 pL) (32) y ELISA
(HIPRA-Espafia). Anticuerpos anti-virus
de Leucosis Bovina (BLV) fueron evalua-
dos mediante inmunodifusion en gel de agar
(AGID).

La técnica de microaislamiento viral (39)
se utiliza para detectar virus de BVDV en
las muestras de suero antedichas.

Se realiza un muestreo serologico estratifi-
cado por categorias, del 10% del rodeo al
cual pertenecia el ternero Limousin
(n=130). Muestreandose 28 ternero/as 9 a
12 meses de edad, 15 bovinos entre 1 y 1
afio y medio, 32 de | ano y medio a 3 afios
y 55 bovinos adultos. Los sueros se pro-
cesan para la deteccion de anticuerpos neu-
tralizantes de HVB, por la técnica de SN
in vitro (29).
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b. Estudios de inmunogenicidad de
la cepa Uy-1999. Se formula una vacu-
na inactivada utilizando Uy-1999 (35,
36) con adyuvante formulado por INTA
(Arlacel C, Markol 52 y Tween 80) (37).
Se inmunizaron por via intramuscular
dos bovinos Holstein de 10 meses de
edad (seronegativos para HVB-1 por SN
y ELISA). Muestras de suero para de-
tectar anticuerpos anti-HVB fueron ob-
tenidas 17 y 25 dias post vacunacién
(dpv). Los anticuerpos totales se cuan-
tifican mediante el test de ELISA, y se
expresan como el logaritmo de la inversa
de la méxima dilucidn del suero, cuya den-
sidad optica (DO) es igual o mayor al
40% de la DO del control positivo (35).
Los anticuerpos neutralizantes se titula-
ron por SN (29).

RESULTADOS

Se logré el aislamiento de un HVB a par-
tir de hisopados nasales y oculares obte-
nidos en los tres primeros dias post ini-
cio de signos clinicos (Cuadro 1). Los
cultivos de células MDBK inoculados
con estas muestras, presentaron CPE ca-
racteristico de HVB (células redondea-
das en racimos).

El virus fue identificado como HVB, ob-
servandose fluorescencia especifica in-
tracitoplasmatica de las células inocu-
ladas con el aislamiento Uy-1999 (Fig.
1). Los estudios de citofluorometria con-
firman este resultado, dado que células
inoculadas con Uy-1999 y con cepa de
referencia HVB-1 (LA), presentaron 26%
y 29% de eventos positivos respectiva-

mente, mientras que células no inocula-
das presentaron menos de 2,5%.

La técnica de PCR Multiplex amplifica
un segmento de 183 pares de bases (pb)
del ADN Uy-1999, al igual que en la cepa
dereferencia HVB-1.1 (LA) (Fig. 2).

Luego del corte con la enzima HindIII, el
ADN Uy-1999 presenta el siguiente
patrén de bandas: 6 bandas entre 23.1y
9.4 kb, 3 bandas entre 9.4 y 6.5 kb y 2
bandas alrededor de 4.4 kb, que corres-
ponde al patrén de HVB-1.1.

Células MDBK infectadas con Uy-1999,
¢ incubadas con el monoclonal Mab60
anti-HVB-1.1, dan coloracion positiva,
comparado con la no coloracion al utilizar
Mab29135, especifico de HVB-5 (fig. 3).

Figura 1. Identificacion de HVB por Inmunofluorescencia directa: Células MDBK inoculadas con: aislamiento Uy-1999 (1)),
cepa de referencia HVB-1 LA (control positivo) (1)), células MDBK no inoculadas (control ncgmivo(lc) .

Cuadro 1. Resultados de aislamiento en cultivos celulares de la linea

celular MDBK

Hisopos
Dias
(post inicio de sintomas) Nasales Oculares Prepuciales
1 + + -
2 + + -
3 + % =
4 | - - -
5 ‘ = - =
6 | - - p
i - - 5

Ol e

|EC. 41

Figura 2. PCR Multiplex: Carril 1: control
positivo = HVB-1 de referencia (LA), Carril
2: control negativo = HVB-5 de referencia
(663), Carril 3 y 4: aislamiento Uy-1999.
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El Western blot muestra la presencia de
la glicoproteina C de envoltura, en el ais-
lamiento Uy-1999 (Fig. 4).

Nunca se detectaron anticuerpos anti-
HVB en el ternero del cual se aislé la
cepa Uy-1999, ni por la técnica de sero-
neutralizacion ni por ELISA.

La prevalencia de anticuerpos anti-HVB,
en el rodeo al que pertenece el animal del
cual se aislo HVB, es de 8.5%. El cuadro
2 muestra la prevalencia de anticuerpos
anti-HVB por categoria.

Las muestras resultaron negativas a BLV,
sin embargo se pudo verificar la sero-
conversion especificaa BVDYV, 7 meses
post inicio de signos clinicos. No se ais-
16 BVDYV en las muestras de suero post
comienzo de signos clinicos.

La cepa Uy-1999 mostrd ser inmunogé-
nica, al detectarse anticuerpos totales y
neutralizantes especificos anti-HVB, en
los bovinos inmunizados con la vacuna
inactivada. Los titulos de anticuerpos
totales obtenidos a los 17 dpv fueron de
3.40, y alos 25 dpv en uno de los bovi-
nos aument6 a 4,01, permaneciendo cons-
tante en el otro bovino vacunado (Grafi-
ca 1). Los titulos de anticuerpos neutra-
lizantes obtenidos a los 17 dpv fueron
de I y 1,3, y alos 25 dpv aumentaron a
1,9 y 2,2 respectivamente (Grafica 2).

DISCUSION

Previo a la caracterizacion se pensé que
el aislamiento era un HVB-35, dado que la
meningoencefalitis por infeccion con her-
pesvirus, usualmente esta asociada a este
tipo viral (8, 12, 15). Sin embargo se con-
firmé que el aislamiento corresponde al
tipo HVB-1.1, que también puede pro-
vocar alteraciones nerviosas (4, 13, 23).

Las caracteristicas de menor peso cor-
poral que los bovinos de su edad y pelo

e e SRR

Grafica 1. Evolucion del titulo de
anticuerpos totales (medido por
ELISA) en bovinos vacunados con la
cepa Uy-1999.

Grifica 2. Evolucion del titulo de
anticuerpos seroneutralizantes en
bovinos vacunados con la cepa Uy-
1999.

Figura 3. Inmunohistoquimica en células
MDBK infectadas con aislamiento Uy-
1999: 3, = Anticuerpo monoclonal (Mab)
anti-BHV-1.1 (Mab 60), 3, = Mab anti-
BHV-5 (Mab2915), 400X.

Figura 4. Deteccion de
glicoproteina C por Western

- “—130 kda blot. Carril 1: Uy-1999,. Carril

2: Marcador de peso molecular.
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hirsuto, del ternero Limousin. nos llevo
a pensar que podria tratarse de un bovi-
no persistentemente infectado (PI) con
BVDV. La ausencia de virus en las mues-
tras de suero post inicio de signos clini-
cos, y la aparicion de anticuerpos espe-
cificos anti-BVDYV siete meses mas tar-
de, descartan esta hipotesis.

La presencia del HVB en el estableci-
miento se confirma al encontrar anima-
les seropositivos. La prevalencia serold-
gica encontrada en el rodeo al que perte-
necia el ternero del cudl se aislo HVB, es
menor a la reportada en el pais (38), y el
hecho de que solo un animal mostro sig-
nos clinicos en el rodeo, podrian sugerir
que la cepa viral Uy-1999 es de baja vi-
rulencia. Se podria plantear, en este caso,
que existen diferencias antigénicas entre
la cepa Uy-1999 y la de referencia. Pero
los resultados obtenidos de la inmuno-
genicidad y la identificacion de la glico-
proteina C en la cepa Uy.1999, nos lleva
a rechazar esta hipdtesis. Sin embargo,
la confirmacion debe ser realizada con
estudios moleculares mas precisos.

La inmunogenicidad de la cepa aislada se
realizo en bovinos de distinta raza, debi-
do a que no existe literatura que especi-
fique diferencias entre razas en sensibi-
lidad a la infeccion por HVB.

Nunca se detectd respuesta inmune hu-
moral anti-HVB en el ternero del cual se
aislo Uy-1999, lo que llevaria a pensar
en un animal con dificultad en la respues-
taa determinados patdégenos. Sin embar-
go, la presencia de respuesta inmune hu-
moral especifica anti-BVDV y la recu-
peracion post infeccion con HVB, des-
cartan la hipdtesis de inmunodeficiencia.

La posibilidad de una infeccion leve o
por via venérea, que no desencadene una
respuesta inmune humoral (45) en el ter-
nero Limousin, se descarta, por la apari-
cion de signos clinicos, y la convivencia
con bovinos del mismo sexo y edad, al
momento del aislamiento. Ademas, como

la cepa Uy-1999 se aislé de hisopados
nasal y ocular, es mas factible, que la
infeccién haya sido via aerégena y la la-
tencia este establecida en ganglios satéli-
tes de la puerta de entrada (19). Si la
viremia fue suficiente para establecer la-
tencia en ganglios alejados de la puerta
de entrada, el virus se podria llegar a ex-
cretar por semen también (45).

Se detectd, por PCR, ADN de HVB en
muestras de liquido seminal del ternero
Limousin post inmunodepresién con
corticoides (34). Si bien no se logré re-
aislar Uy-1999, se confirma latencia vi-
ral en ganglios alejados de la puerta de
entrada. Estos resultados no se presen-
tan en la seccion correspondiente por no
ser un objetivo del presente trabajo.

Otra hipdtesis posible, es que el animal
se infectd cuando alin tenia anticuerpos
calostrales, neutralizando el virus y evi-
tando signos clinicos, pero no la infec-
cién y latencia (5, 21, 22). Los signos
clinicos observados en el ternero Li-
mousin, en esta hipdtesis, corresponde-
rian a una reactivacion del virus, cuando
los anticuerpos calostrales ya no exis-
ten. Por lo tanto, el animal deberia haber
producido anticuerpos propios anti-
HVB, post signos clinicos. El no haber
detectado inmunidad humoral anti-HV B,
y la edad del ternero al momento del ais-
lamiento (nueve meses de edad), descar-
tan esta hipotesis.

En estudios futuros, sera evaluada la res-
puesta inmune celular (RIC), mediante
la técnica de linfoproliferacion in vitro.
Sino existe RIC especifica anti-HVB en
el bovino Limousin, se podria plantear
otra hipotesis, la respuesta inmune in-
nata, fue, en este caso, suficiente para
controlar la infeccion viral y lograr la re-
cuperacion clinica.

La posibilidad de que el animal se infec-
tara in Gtero, antes de que su sistema
inmune estuviese maduro, y estableciera
tolerancia a HVB, no ha sido descrito.

Sin embargo, la tolerancia inducida por
infeccidn viral temprana se da en otros
virus como el de BVDV. Para confirmar
o descartar esta posibilidad, son necesa-
rios estudios de infeccion experimental
en distintas etapas de la gestacion.

Las campaiias de control o erradicacion
de la enfermedad, se basan en pruebas
que detectan anticuerpos especificos
anti-HVB. Por lo tanto, la existencia de
bovinos latentemente infectados con
HVB, y sin anticuerpos detectables, im-
plicaria sin duda, un riesgo epidemiold-
gico, para la diseminacién del virus y la
enfermedad. Por lo tanto si se confirma
la existencia de estos bovinos, habria que
re-evaluar las pruebas en que se basan
las campanas de control y se deberian
utilizar pruebas mas sensibles como la
PCR (44).

CONCLUSIONES

Se caracteriz6 el aislamiento Uy-1999
como un HVBI.1, y se comprobé su ca-
pacidad inmunogénica, al responder bo-
vinos inoculados con la vacuna elabora-
da con la cepa aislada.

Con los resultados obtenidos hasta el
momento, concluimos que la falta de res-
puesta inmune humoral en el bovino del
cudl se aislo Uy-1999, no es debida a
variaciones en la cepa aislada.

La cepa aislada y caracterizada se ex-
pandié y almacen6 a -80°C y nitrogeno
liquido, para poder ser utilizada en la
elaboracion de vacunas con cepas nacio-
nales.
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