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nerviosos y sin respuesta inmune humoral especifica
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UMEN

caract riza como I-I rp virus bovino (HVB) 1. I un ai la­
l11i nto viral r alizad d un t rn ro d nu v In s d dad
con igno n urol6gicos corrilniento ocular y na I unilat ra1.
Mue tra d hi opados n al ocular y pr pucial inoclliaron

n cultivo d la lin a c lular de rift n bovin Madin Darby
ovin Kidn y. Los in6culo de 10 tr prilnero dia po t

ioicio d signos clini 0 prodllj roo e~ cto citopatico caract ­
ristico d I VB. EI aislm11i nto (Uy-1999) fu id ntificad COI110
h rp iru pOl' inl11l1ooiluor sc ncia dir cta y ra t riz d
111 diant eozil11a d r stricci6n reacci6n en cadena d polil11 ­
ra a inlnunohi toquimica. Aunque 1 cepa Uy-] 999 inmu-
nog 'nica para otro bovino I animal d I cual ai 16 1 IVB
nunca produjo anticu rpo sp cifico anti-HVB p I'o i on­
lr otro pat6g nos COlno I virus d diarr a viral bo ina. Lo
re ultado obt nido ha ta Ilnom nto ugi r n qu la falta d
r puesta inI1111n hUl11 raloo d bida a una variaci6n antig!-
nic d I ai latni nto. Lo In'todo diagn' ticos n qu ba an
la call1pafi d control deb rian s r r - valuado i la /i -
t ncia d bo inos lat nteln nt inf ctad con I-TVB-l y in
anticu rpos sp cifico d tectabl no un h cho ai lado.

P a Ia brascIa ve : herpes vir II S b 0 vi n a, a i Ia n1 i en t a ,
caractel i acion

SUMMARY

An h I'p viru isolat d fr nl a nine month old calf with n u­
r logical clini al sign unilat ral ocular and na al di ch rge

a charact riz d a Bovine H rp Viru -1.1 (BI-IV-1.1). a­
al ocular and pr pucial wab \ver coIl ct d and up rna-

tant \ r inoculat d in Madin Darby Bovin I idn c 11 .
Onl th nasal and ocular inoculates rom th fir t three da

ft r clinic 1 ign app ar d produc d h rp viru charact­
ri tic it p thic ff ct. Th isolat (Uy-1999), a id nti i d
a h rp s irus by dir ct immunofluore c nc charact riz d
by r stri tion nZyJl1e gnomic profil pol m ras chain r ac­
tion and iI11munohi t ch 111i try. Ev n though th i olat Uy­
1999 i inlnlunog nic for oth l' bovin th aninlal from \ hich
th i olation w mad nev l' produc d BHV p cific antibo­
di \ hil it did to oth r pathogen as bovin iral diarrh a

iru . Th r ult obtain d up to no ug t that the lack of
hurn ral ilnnlUl1 r pon i not due to an antigenic ariation
ofth i 01 t .Ifth e ist nc fBI-IV-l lat otly in£ ct d bovi­
n i" not an isolat d i sue th t ts u d in th contI' I am­
p ign should brevi w d.
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TROD CCION

EI Herp viru bovino tip -1 (I-IVB-1)
P rt n c a In fanlilia Herpe viridae (43
48) ubfatnilia alphaherpesvirinae ge­
n 1'0 variceIIoviru (6). Pu d c usarRi­
notraqu iti Inf ccio a Bovina (IBR)
Vulvova initi Pu tular In£ cia (I V)
Balanopo titi Pu tular Tnf ccio a
(IPB) conjuntiviti aborto inD c i6n
g n ralizada n In onate y 111 ningo n-

f liti (20 43 48). E una nf nn dad
conta io ad di tribu ion ITIlIndiaI (43).

1 analisi d I-IV - I ba ado en I pa­
tr6n d dig ti6n pOl' nzil11a de re tric-
ci'n rmit idcntificar 3 ubtip
(HVB 1.1 ' HVB 1.2a' T-IV 1.2b). a n­
ziIn I-lind!i! orta I ADN y da pair -

n ubti­
anti­

r uti Ii­
r Ubtipo
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on important blancos d 1si t rna in­
mun d 1 hospedador y ti n n un 1'01
fundamental n 1a patog nic.idad pOl'
ill diar la ntrada fu i6n y di persi6n
d 1virus celula-c 'Iula. La m,!l tudia­
da por la importancia 11 stos ev nto
on gB gC y gD P 1'0 actualment otra

glicoprot ina nzima y proteina re­
guladora son incluidas nIl' p rtorio
del RVB (3 41).

Lu go d Ia infecci6n primaria 1RVB
hac latente n ganglio n rvioso d

1a pU rt d entrada (19 30 33) y pue­
d er re-activado r - cr tado cuando
el portador e ncuentra bajo condicio­
n s d str' 0 mediant inlllunod pI' -
i6n con corticoid (34 47). La lat ncia
e d fine como una in-b cci6n p rsistente

en el organi mo dond eI g n rna viral
e ta present n uncia d viru in-b c-
cio 0 (20). 1 VB-l reactivado
u ualm nt e cr tado pori via de in­
f cei6n primm'ia dado gu ' ta det rmi­
na 1Iugar d latneia. P 1'0 hay v c en
que la in£ cci6n primaria int a n sal va

guida d una in"B eci6n generalizada n
cu 0 c so e pued in talar tencia n
otros ganglios n rvio 0 y el viru pue­
de r re- cr tado pOl' seln n (45).
Cuando hay re-activaci6n viral la inmu­
nidad humoral specifica j re control
d Ia vir mia evitand la re- ~ cre i6n y
dis Ininaci6n d I viru (20). Lo anti­
cuerpos (Acs) nornlahn nt on d t c­
tabl 7 a 10 dia 10 t-infecci6n. Lo
i otipo d inlnunoglobulinas M (IgM

(TgO) lIegan u titulo Ina imo a
10 ]4 y 35 dia po t-in1" cci6n re pe ti­
v m nie (17). in ll1bar la inf cei6n
con I-IVB-1 via g nital pued inducir
re pue ta inrnun hurnor 1debil pu­
de no inducir I' pu ta inmun d teeta­
bi (45). La di mina i6n d 1I-IVB-I a 1
Inayoria d 10 animales de un rodeo
1re ultado d una in~ eci ' n r pirato-

ri la di mina i' n limitada en ea 0
de infecci6n g nita1. Dur nt 1 in[l cci6n
primaria guda I viru e e creta n e­
cr cion na al durant un p riodo d
4 a 17 dias 10 tftul Ina alto on 4 a
6 dia post in"B cci6n. Anilnale qu e ­
cr tan el viru poria mu nasal 10
tran miten pOl' contact directo y p r
gotit s en a r 01 a una di 1: nci corta
(8 metros). Anilnal s qu cretan HVB­
] .2b (virus de vul 0 vaginiti pustul r
in~ cciosa y balanopo titi ) por vagina

fici n- no eHop'ti 0 d BVDV in Lltero ante
que su i t rna inmune t de art'olIa­
do r cono n COI110 propio 1 viru
no produe n antieu rpos e p cifico
qu dan persi tent ment in ctado (PI).
E to terneros son Ia fu nt d in"B eci6n
en un rod 0 y pOl' 10 g n ral ti nen In ­
nor d sarrollo corporal y pelo hir uto
(2 9).

I prop6sito d I pre nte trabajo e id n­
tificar y caracterizar una c pa de RVB
ai 1 da a partir d un ternero de 9 m
de edad con intomatol gia n r io a
ill nor d an'ollo corporal que los bovi­
no de I mi rna categoria. E t tern 1'0

r cuper6 nlpidament a pe ar d qu
nunca produjo nticu rpo anti-I-IVB
pas6 a er un toro adulto aluda I on
aptitud s reproduetiva nonnale .

MATERIALYM"ETODO

1.Aislami ntoviral

obtien n hi op do ocular na al
prepucial s durant 7 di po t inieio

d signa elinieo (21 mu tra) d un
t rnero Lin10usin con nu v 111e

dad Inenor de arrollo corpor 1qu 10
bovino d su mi l11a cat goda p 10 hir-
uto, corrimi nt ocular y na al r 0

unilat ral y at ~ ia. Lo hi pad
inoeularon n cultivos d c'lula d ri­
n ' n bovin , lin a celular Madin Darby
Bovine Kidn y (MDBK) In ot nid n
111 dio EagI modificado (M M) 50 g/
n1L d g ntalnicina y 10% d U fO ~ tal
bovino (OIBCO) irradi do. A I 4 dia
po -inocula i6n el cultiv qu no 111U ­
tra efecto citopatico (CP ) c cong la
d cong la y c ntrifuga a 400g por 15
minuto para lu go inocular el .. br nu-
dant 11 una nl0nocapa d ' lu la ir-
g n. Est proc diIniento l' pit 3 v -
c (3 pase ci go ) para dar c In n­
gativa lIna lnll tr (7).

2. Identificaci6n y caracterizaci6n
viral

a. Identificacion viral con anticuer­
pos especfficos. La e'lula e n P ca­
raeted tieo d h rp viru fueron fijada
con ac t na incltbada 1h r a 37 on
anticLl rp policlonal anti-I-IVB c nju a­
do c n i otiocianat de nuor c ina FI C
(VMRD U A) y ob rvada I micro ­
COPlO d Iu llltr, viol ta (UV) (7 24 .

6 V(terinalia, (Montevideo) 37 (147-14 ;:15-22(2002)



n

3. Re pue ta nmune umor I

n

ilnmu­
r ali-

b. nmunohistoqufmica. C'lula infec­
tada con el ai larni nto (Uy-1999) s
incuban t hora 37 C con anticu rpo
Inonoclonal (Mab) anti- lVB-I.t
( b60) y anti-HVB-5 (M b2915).
Lu go d tr lavados agr ga conj uga­
do a perc ida a an i-inmunoglobulin d
raton incuba I hora a 37°C lava y

r v la n u trato Di-amino b ncidi­
n (DAB) (26).
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b. studios de inmunogenicidad de
la c pa Uy-1999. formula una vacu-
na inactivada uti1izando y-1999 (35
36) con adyuvant formulado par INTA
(Arlac I C Marl 01 52 y Tw 'n 80) (37).

inmunizaron pOl' via int amu cular
do bovino Hal t in d lOIn e de
edad (s ronegativos para TVB-l pOl' N
y ELI A). Mue tra d U 1'0 para d ­
1 ctar anticu rpo anti-HV fu ron ob­
t nida 17 y 25 dias po vacunaci ' n
(dpv). Los anticu rpo t01all...s cuan-
tifican m diante Itt d LI A y

'pre an COll10 Ilogaritmo d 1a inv r a
d 1a nlU tIna diluci6n d I uero cuya d 11-

idad 6ptica (DO) j ual 0 Inayor al
40% de la DO d I control po itivo (35).
Lo anticuerpo n utralizantt.., titula­
ron pOl' N (29).

RE ULTADO nlent Ini ntra qll c' lula nino ula­
da pI' cntaron 111 no d 2 50/0.

La t' cnica d P R Multiple~ arnplific
un s gm nto d 183 par de ba (pb
d 1 ADNU -1999 aligu lqu nlac pa
d I' Br nciaHVB-1.1 (L ) (-<ig. 2).

L1 go d I orte con la enzilna I-lindIII 1
ADN Uy-1999 presenta 1 i ui nt
patr6n d banda: 6 banda ntr 23.1 Y
9.4 kb 3 banda entr 9.4 y 6.5 kb 2
banda all' d dol' de 4.4 kb qll corr ­
p nd al patr6n de I VB-I. I.

C 'lulas MDBI infectada con Uy-1999
incubad, c n 1 Inonoclonal Mab60

nnti-HV -1.1 dan coloraci6n po itiva
cOlnparado can la no coloraci6n al utilizar
Mab2915 sp ifico d HV -5 (fig. 3).

I~ iura ]; Id nti fic, cion de I-IV B pOl' Inn1 un fluor
cepa d referencia HVB-l LA (control p

MOB! in clilada con: ai lan1iento Uy-1999 (1)
MDBK n inoclilada. (control neaati 0 1) .

uadro 1. Re ultado de aislanliento en cultivo celular d la linea
c lular MDBK

Hisopos

Dfas

(post inicio de sintomas) Nasales Oculares Prepuciales

1 + + -

2 + + -

3 + + -

4 - - -

5 - - -

6
I

- - -

7 - - -

m

"'183pb

Figu ra 2. PCR 1ulliplc:\: "uTi I 1: 'onlrol
po itiv = I-IVB-l d r r rencia A) arril
2: control negativo = IIYB-5 d r fI r n ia
(663) arril 3 y 4: ai lalni nto Uy-1999.
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Figura 3. Inmunohi toquimica n c'lula
MDBK infectadas con aislami nto y­
1999: 3. = Anticu rpo monoclonal (Mab)
anti-B IV-I.t (Mab 60) 3

b
= Mab anti­

I3HV-5 (Mab2915) 400X.

Tiem po en dlas

2517

Figu ra 4. Det eClon de
glicoproteina p r W stern
blot. Carril 1: Uy-1999 . Carri)
2: Mareador de peso n101 eular.
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I W 1'n blot Inll tra la p1' s nci d
la glicoproteina C de nvoltura en el ai ­
lami nto Uy-1999 (Fig. 4).

unca d t ctaron anticu rpos anti-
I-fVB nit rn ro c1 I cUcU s aisl6 la
cepa Uy-1999 ni por la tecnica de ero­
neutralizaci6n ni pOl' ELI A.

La pI' al ncia d nticu rpo anti-HV
n 1rod 0 I qu P 1't nec I animal del

cual se islo HVB d 8.5%. El cuadro
2 mu tra Ia pr val ncia de anticu rpo
anti-HVB pOl' c t oria.

La lnu stras r ultaron ne ativa a BLV
sin mbargo e pudo v rificar la s ro­
cony r ion p cifica a VDV 7 111 s
po t inicio d i no cHnicos. No i­
I' BVDV en la lnu st1'a d su ro po t
cOlni nzo d signo lini

La c pa Uy-1999 Ina tro r inlnunoge­
nica al d t ctars anticu rpo total y
n utralizantes sp cifico anti-HV en
10 bo in inmunizado con la acuna
inacti da. La titulo d anticu rpo
total obt nido a 1 s 17 dpv fueron d
3 40 y a 10 25 dpv n uno d I b vi­
no aument' a 4 01 P rmaneciendo con ­
tant n 1otro bovin vacunado (Gn\fi­
ca 1). L titul de anticuerp s n utra­
Iizante obtenido a los 17 dpv fu ron
d 1 y 1 3 y a 10 25 dpv aUln ntaron a
1 9 2 2 re p ctivatn nt (Grafica 2).

D CD ON
- - ... - bovino 1~ bovina 2

0.5 ~ :. ~ .

2517

Tie m po en dlas

1- -¢-- - bovina 1 ---M- bovina 2 I

..................................................; ": -
","

O~------t---------l

o

2,5

~ 1,5
a

~ 1

rafica 2. III i' n d I tituI d
anticuerpo r neutralizante en
b in acun do c n In p Uy­
1999.

Previo a la aract rizacion e p nso qu
I ai lalni nto 1'a un I-IVB-5 dad qu ]a

In ning n faliti par in1' cci ' n on h r­
p viru u ualtn nt c ta a ociada a t
tipovir I( 12 15). in 111barg econ­
fi1'1116 que ] ai lan1i nto carr pond al
tip VB-I.] qu t n1bien pu d pro­
vocar alt raci n n rvio a (4 13 23).

La caract ri ti a d m nor p 0 cor­
poral que 10 bovina d su edad y pelo
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hirsuto del t rn ro Lirnousin. nos llev6
a p nsar gu podria tratarse d un bovi­
no p rsistentement infectad< (PI) con
BVDV. La aus ncia d virus n 1a mu ­
tra duro po t inicio d igno cHni­
cos y la aparici6n de anticu rpos pe­
cfficos anti-BVDV i te m mas tar­
de de cartan esta hip6te is.

La presencia del HV en el stableci­
miento se confirma al ncontrar ani1na­
les s ropo itivo . La preval ncia ero16­
gica encontrada en I r deo al gu pert­
n ci el ternero del cual se ai ]6 VB e
m nor a 1 reportada en I pai (38) y el
h cho d que 010 un animal rnos r6 sig­
no cHnico n 1rodeo podrian ug rir
gu la c pa viral Uy-1999 es d baja vi­
rulencia. e podria plantear en te ca 0,
qu e isten di£ r ncias antigenic ntr
la cepa Uy-1999 la de ret r ~ncia. P ro
10 r ultado obtenido de la inmuno­
genicidad y la identific ci6n d la glico­
prot ina C en 1a c pa Uy. I999 nos 11 va
a r chazar ta hip6t si. in mbargo
la confirmaci6n deb r r alizada con

tudio molecular I11a pr ,cisos.

La inmunog nicidad d la cepa ai lada e
r aliz6 en bovino d di tinta raza d bi­
do a que no exist lit r tur que speci­
fiqu diD rencia ntr raza en sensibi­
lidad ala infecci6n por HVB.

unca se d tect6 re puesta inmune hu­
moral anti-HYB n J t rnero d I cu I s
ais16 Uy-1999 10 gu 11 varia a p nsar
n un animal con dificultad en la r spu ­

ta a d terminado pat6g no . Sin embar­
go I pre ncia de r pu ta lnI11une hu­
moral p cifica anti-BVD\/ y la recu­
p raci6n po t in1' cci6n con HVB d s­
cart n la hip6t i d inmunod tici ncia.

La po ibilidad d una in~ cci6n 1 v
por via v ner a qu no d encad ne In
r spu sta inlnun humor I (45) en 1t r­
nero Lim u in de carta por la apari-
i6n d ignos clini y la c nviv nci

con bovino d I mi mo ) y dad I
InOll1 nt d I ai lal11iento. Ad'..,lna c m

Ia c pa Uy-l 999

mou in

in elnbargo la toleranci inducida p r
in~ cci6n viral telnprana e da en otro
viru como el de BVDV. Para confirmar
o descartar e ta po ibilid d on nec a­
ri studio d inti cci6n e p rimental
en di tinta tapa d la ge taci6n.

La campana d control a rr dicaci6n
de la nfennedad se ba an n pru bas
que det ctan anticuerpos e p cifico
anti-HVB. Por 10 tanto la ist ncia d
bovino latent ment inf ctado con
RVB y sin nticuerpo det ctabl s im­
plicaria sin duda un ri go epid miol'­
gico para 1 di emin ci6n d 1virus y la

11 erm dad. Por 10 tanto i se confirma
la i t ncia de sto bovino h bria qu
r - valuar la pru ba n qu e ba an
la c mpana d control y se d b ri, n
utilizar pru bas mas en ibl como 1
PCR (44).

CONCLUSIONES

caract riz6 1 ai 1ami nto U -] 999
como un RYB 1.1, y comprob6 u
pacidad inmunog 'nica al r pond r bo­
vino inocul do con la vacuna e1abora­
da c n la c pa aislada.

Con los r ultados obt nido h ta 1
n10m nto conc1uilno qu la alta de r ­
pu s a inmune hlllnoral n el bovino d 1
cual aisl6 Uy-1999 no d bid a
variacion s en I c pa aislad .

a cepa ai lada y caract riz da e
p ndi6 y almac n6 -80°C nitr6geno
Hquido para pod r ser utiliz da n la
elab raci6n d vacun scan c pa na io­
nal s.
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