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MENINGOENCEFALITIS POR HERPESVIRUS EN

PROCEDIMIENTO DE HIBRIDIZACION DE
ACIDOS NUCLEICOS (DOT-BLOT)

RESUMEN

En agosto del ano 1995, se desarrollo un foco de
meningoencefalitis linfoplasmocitaria por herpesvirus en
bovinos, en un establecimiento del Departamento de
Paysandii. Los animales afectados fueron novillos de uno a
dos anos de edad de diversas razas y terneras Holando y
Charolais menores de un aiio. La tasa de morbilidad fue de
5,7%, la mortalidad de 3,6%, y la letalidad del 63,8%. Los
animales presentaban bdsicamente sintomatologia de tipo
nervioso: deambulacion en circulo, sensorio deprimido,
temblores, opistotonos, incoordinacion, ataxia y tempera-

tura elevada. Al examen histopatologico se caracterizo por

una meningitis linfoplasmocitaria, encefalitis difusa, dreas
con necrosis en la corteza cerebral y en algunos astrocitos
se observaron corpiisculos de inclusion intranucleares.

La confirmacion del agente etiologico, se realizo
mediante la técnica de hibridizacion de dcidos nucleicos
(DOT-BLOT) con sonda especifica de Herpesvirus bovino
tipo-1.1, a partir de muestras de cerebros de los animales
necropsiados.

La sensibilidad obtenida por esta técnica fue de 1 pg.

Se demostro que las muestras pueden ser procesadas
después de varios meses de conservadas a -80°C sin que se
afecte la deteccion viral.
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SUMMARY

In August, 1995, an outbreak of lymphoplasmocitary
meningoencephalitis in cattle due to herpesvirus, took place
in a farm of Paysandii county. Affected animals were steers
of different breeds, between one to two years old, and female
Holstein and Charolais calves under one year old. The
morbility reached 5,7%, mortality 3,6% and a lethality of
63,8%. The syntomatology was basicaly nervous, including
circling deambulation, depresed sensorium, trembling,
opistotonus, incoordination, ataxia and hyperthermia. The
histopathological examination was characterized by
lymphoplasmocitary meningitis, difuse encephalitis, necrosis
inthe cerebelar cortex, and intranuclear inclusion bodies in
some astrocytes. Confirmation of the ethyologic agent, was

made through the nucleic acids hibridization (DOT-BLOT),

from brain samples of necropsiated animals with a specific

probe of bovine herpesvirus type-1.1.
The sensibility obtained with this technique was 1 pg.
The samples mantained at -80°C can be processed after
several months.

Key words: Bovine Herpesvirus, meningoencephalitis,
cattle, DOT-BLOT.

INTRODUCCION Rinotraqueitis Bovina Infecciosa El HVB-1 es uno de los patégenos
(IBR), pertenece ala familia HERPES- mads importantes de los bovinos, que
ElHerpesvirus Bovinotipo-1 (HVB- VIRIDAE, subfamilia alphaher- provoca unaenfermedad contagiosa de

1) también conocido como el virus de la
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pesvirinae, género varicellovirus.

amplia distribucion mundial (3, 13, 14)
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La infeccién por HVB-1 ha sido
asociada a diversas manifestaciones

clinicas incluyendo: rinotraqueitis
(IBR), vulvovaginitis (IPV),
balanopostitis (IPB), conjuntivitis,

abortos, infecciones neonatales gene-
ralizadas y meningoencefalitis (2, 3, 7,
13).

Como otros herpesvirus, el HVB-1
posee la caracteristica de establecer
latencia en animales clinicamente
sanos, con episodios intermitentes de
reactivacion y/o reexcrecion. Es asi
que el virus no puede ser eliminado del
huésped una vez infectado, incluso la
vacunacién previene solo la enferme-
dad clinica, pero no el establecimiento
de la latencia.

En Uruguay, la presenciade IBR se
sospechd por mucho tiempo,tanto del
punto de vista clinico como
epidemioldgico. El virus fue aislado
por primera vez en 1982, a partir de un
toro sano seropositivo, luego de la
administracién de corticoides (11).

En el afo 1982, Diaz y cols..
describieron un foco de Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina, en terneros Holando
de 1 a 4 meses de edad, presentando
principalmente sintomatologia nervio-
sa y un cuadro histopatolégico de
encefalitis no supurada (5).

Estudios de prevalencia de la
enfermedad en nuestro pais la ubican
en un 45% a 48%, a nivel del rodeo
nacional (21).

La vacunacion a virus inactivado
fue aprobada oficialmente por el
Ministerio de Ganaderia Agriculturay
Pesca, a partir de 1996. Los métodos
convencionales de diagndstico usados
hasta el presente (test de
seroneutralizacion o ELISA), no
permiten diferenciar anticuerpos anti-
HVB-1, generados por una primo
infeccion de los producidos por la
vacunacion, por lo que se deberia
implementar otras técnicas que confir-
men el diagndstico.

El desarrollo de técnicas en
biologia molecular en los tdltimos anos
han contribuido decisivamente para ¢l
estudio del virus. Andlisis del genoma
por endonucleasas de restriccion de
varios aislamientos de casos clinicos
de HVB-1 han dado tres patrones de

migracion diferentes, identificando asi

3 cepas distintas. La cepa del tipo 1.1
(HVB 1.1) es la mds patogénica y estd
comunmente asociada a enfermedad
respiratoria (8); lacepa 1.2 (HVB-1.2)
es la menos patogénicas y frecuente-
mente vinculadas aenfermedad genital
(6), y la cepa HVB-1.3 neurovirulenta
(7) ha sido aislada de casos de
meningoencefalitis en terneros
(4,10,11) .

En los dltimos afios, informaciones
obtenidas a través de andlisis de
restriccion, secuenciamiento de seg-
mentos del genoma y por perfil de
polipéptidos codificados por este virus
han confirmado la estrecha relacion
entre los aislados HVB-1.1 y HVB-1.2
y una relacion un poco mds distante
con HVB-1.3 recientemente clasifica-
do como HVB-5 (20). Esta cepa
(HVB-5), se diseminan rdpida y
eficientemente en el sistema nervioso
central, causando severa patologia
neurolégica (20).

En la bisqueda de métodos de
diagndstico alternativos mas rapidos,
sensibles y especificos que los méto-
dos convencionales,se ensayo en el
Instituto de Investigaciones Biologi-
cas «Clemente Estable» (IICBCL), la
hibridizacion de dcidos nucleicos
(DOT-BLOT) para la deteccion de
HVB-1 (Herpesvirus bovino tipo-1).

Los objetivos del presente trabajo
son: describir la epidemiologia de un
foco por herpesvirus bovino con
sintomatologia nerviosa y su confir-
macién diagnostica mediante la téeni-
cade hibridizacion de dcidos nucleicos
(DOT-BLOT), con sonda especifica
de HVBI1.1, de muestras de cerebro de
los animales afectados.

MATERIALES Y METODOS
A) DESCRIPCION DEL FOCO.

Los datos epidemioldgicos y clini-
cos fueron extraidos y observados en
el lugar del foco.

En el establecimiento fueron
necropsiados  nueve animales de
ambas categorias.

Los estudios bacteriolégicos,
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histopatolégicos y virologicos fueron
realizados en la DILAVE «MIGUEL
C. RUBINO».

B) HISTOPATOLOGIA.

Los materiales (6rganos de la
cavidad abdominal, tordxica, y sistema
nervioso central) fueron fijados en
formol buferado al 10 % y embebidos
en parafina. Los cortes histolégicos se
realizaron a 5 micras de espesor y se
colorearon con hematoxilina-eosina
(HE). Del sistema nervioso central
fueron realizados cortes representati-

vos de diferentes dreas: corteza
cerebral, ganglios basales, tdlamo,
hipocampo, mesencéfalo anterior,

mesencéfalo posterior,cerebelo, obex,
médula oblongada, y médula cervical,
tordcica y lumbar.

C) BACTERIOLOGIA.

Se realizaron cultivos aerébicos en
medios de agar sangre y Mc.Conkey, y
en medios especiales descriptos por
Mc Clain y Lee (1989)(15) para
aislamiento deListeria monocytogenes
de tejidos del sistema nervioso central
y liquido cerebro espinal, provenientes
de 5 novillos afectados.

D) VIROLOGIA
1) Serologia

Muestras pareadas con un intervalo de
20 dias, de suero sanguineo provenien-
tes de 11 animales con sintomatologia
clinica fueron procesadas mediante la
técnica de ELISA para identificacion
de anticuerpos anti-IBR, segtin proto-
colo de referencia (22).

2) Aislamiento viral.
Con el material de cuatro cerebros
se realizaron (res pasajes ciegos en
cultivos celulares de la linea MDBK

(Madin Darby Bovine Kidney).

3) Diagndstico por técnicas
biotecnologicas.

Se utiliz6 el procedimiento de



hibridizacién de dcidos nucleicos
(DOT-BLOT), con las muestras de
cuatro cerebros y una sonda de DNA
del HVB-1 producida en el Departa-
mento de Biologia Molecular del
Instituto de Investigaciones Biol6gi-
cas «Clemente Estable» (IIBCE) (23).

Marcado de la sonda con P32

Fue seleccionado para su uso como
sonda un fragmento BamH|1 de 206 pb
del ADN de HVB-1. Este fue marcado
con dATP alfa P32 por Random
Primer de acuerdo al protocolo del kit
usado (Multiprime de Amersham).
Luego de marcada la sonda fue
purificada por columnade Sephadex G
50, para extraer los nucledtidos no
incorporados.

Extraccion del ADN de las muestras

Se procesaron muestras de cerebro
de cuatro animales afectados.

De cada muestra se extrajo, por
separado y a temperatura ambiente de
4° C., 1 gramo de cerebro. Se
maceraron por separado en un
homogeneizador de vidrio estéril con 2
ml. de EDTA 10mM en PBS ph 7,2.
Luego se tomaron alicuotas de 400 ul y
se incubaron a 56°C durante una 1 hora
con SDS (sodium dodecyl sulfate) auna
concetracion de 2 % y proteinasa K a
100 ug/ml. EI ADN fue purificado por
extraccion con fenol una vez, dos veces
con éter y precipitado con acetato de
sodio 0,3 M ph 5,2 en etanol 90 % a -
20°C durante toda la noche. Luego el
pellet fue lavado con etanol 70 % secado
al vacio y resuspendido en NAOH 0,2
N, incubado a !00°C durante 5 minutos y
rapidamente enfriado.

Muestras sembradas

Después de agregar 50 ul de
acetato de amonio 2M cada muestra
fue filtrada a través de una membrana
de nylon positivamente cargada
(Boehringer) usando el aparato de
multifiltro (BIO-RAD).

La fijacién del ADN a la membra-
na se realizé por coccion de 120°C.
durante 30 minutos.

Se sembraron tres diluciones
(100pg, 10pg. y 1pg. de ADN) de cada
muestra de cerebro enfermo.

Se utiliz6 como control negativo
una muestra de ADN de cerebro
normal en las mismas diluciones que el
anterior.

Se us6 como control positivo el
mismo fragmento BamH1 del ADN de
HVB-1 usado como sonda en las
siguientes cantidades (Ing, 100pg,
10pg.).

Hibridizacion

Se prehibridizé en  estufa de
hibridizacién a42°C con formamida al
50% en la solucion de hibridizacion
(5X SSC) (soluciéon de cloruro de
sodio y citrato de sodio), agente de
bloqueo 0,5% (p/v), N-lauroilsarcosina,
sal sodica, 0,1% (p/v); SDS, 0,02 % (p/
v)) durante 2 horas.

La hibridizacién fue realizada en
las mismas condiciones de temperatu-
ray formamida que la prehibridizacion,
durante 20 horas.

Los filtros fueron lavados dos
veces durante 15 minutos cada una en
una soluciéon de SSC 1X y SDS 0,1
%, y dos veces 30 minutos cada una
en SSC 0,2X y SDS 0,1 %.

Fue expuesto a placas de
autoradiografia a -80°C durante 48
horas.

4) Diagnostico de Rabia.

Se remitieron muestras de sistema
nervioso central refrigeradas, de
cuatro bovinos afectados, para diag-
nostico de Rabia Paralitica Bovina, al
Departamento de Zoonosis y Vectores
del Ministerio de Salud Pdblica
(MSP). Las técnicas empleadas fueron
inoculacién intracerebral en ratones y
latéenicade Seller paradeterminacién
de corptsculos de Negri.

RESULTADOS
a) Descripcion del foco.

La enfermedad se presenté en el
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mes de agosto de 1995, en novillos de
1 a 2 afios de edad, de diversas razas
(Hereford, Charolais, A. Angus,
Holando, cebuinas y cruzas), de los
que enfermaron 25 y murieron 20; y en
terneras, Holando y Charolais, meno-
res de un ano, de las cuales se vieron
afectadas 22 y murieron 10. La
morbilidad general fue de 5,7%, con
una  mortalidad del 3,6% y una
letalidad del 63,8% (CUADRO 1).

Los indicadores de salud de cada
categoria afectada, se detallan en el
CUADRO 1. Estas dos categorias de
animales no estuvieron en contacto
entre si, no existiendo ovinos en el
predio.

Los mismos pertenecian a un
establecimiento agricola-ganadero-le-
chero del Departamento de Paysandi,
de 1450 hectdreas, con mas del 90% de
su superficie mejorada (praderas
convencionales y agricultura cerealera-
forrajera).

Se detectaron factores
predisponentes en la poblacion de
riesgo tales como: cambio de denticién
en terneras, elevadas tasas de parasitis-
mo y traslacién, pastoreo en bloque
con altas cargas instantineas (7.6 a
39.3 animales por hectarea) segtin
¢época del aio y nivel forrajero.

Los animales enfermos presenta-
ban deambulacion en circulo, sensorio
deprimido, temperatura de 41°C a
42°C, disnea, mucosas pdlidas, deshi-
dratacion, frecuencia cardiaca aumen-
tada, mioclonias faciales, opistétonos,
masticacién y salivacion, dificultad en
la ingestion de agua, deshidratacion,y
diarrea en algunos enfermos . Una vez
instaurados los sintomas, la evolucion
sigue un curso agudo, muriendo en 72
a 96 horas.

También se encontraron animales
que presentaban sintomatologia de
decaimiento e hipertemia sin signos
nerviosos, que en general no murieron.

b) Necropsia y examenes
histopatologicos.

Los nueve animales necropsiados,
presentaron  aumento de liquido



Datos de Poblaciin de riesgo, Morbilidad, Mortalidad y Letalida
CATEGORIA | STOK EXPUESTO ENFERMOS MUERTOS MORBILIDAD MORTALIDAD LETALIDAD
NOVILLOS 590 25 20 4,2 % 3,2% 80 %
TERNERA__S 230 22 10 9,5 % 4,3 % 454 %
HASTA | ANO
TOTAL 820 47 30 5,7 % 3,6 % 63,8 %

cefalo-raquideo y edema meningeo.
Tres animales (un novillo y dos
terneras) presentaron neumonia en los
16bulos craneales de los pulmones.

Las lesiones histologicas mds im-
portantes se localizaron en el sistema
nervioso central (S.N.C.), siendo simi-
lares en todos los casos.

Se observé una meningitis
linfoplasmocitaria, que en ciertas dreas
consistian en una densa capa de

elementos mononucleares (Fig. N°/).

LW Y

%

Fig.1. Corteza cerebral de un novillo de un aio.
Se observa infiltracion de meninges por
elementos mononucleares (linfocitos 'y
plasmocitos) (flecha), congestién de los vasos
sanguineos e infiltracién perivascular linfocitaria.
H.E., 100 X.

La encefalitis se caracterizé por una
difusa infiltracion perivascular de
elementos mononucleares (linfocitos,
macréfagos y plasmocitos), formada
hasta por seis capas de células
inflamatorias afectando tanto la sustan-
cia blanca como la gris (Fig. N°2).

Fig2.

Corteza cerebral (ternera de un afio)
Actmulos perivasculares linfocitos. H.E. 50 X

También se observo gliosis eviden-
te y escasos neutréfilos.Las alteracio-
nes inflamatorias eran menos evidentes
a nivel de meséncefalo posterior,
cerebelo, obex y médula oblongada.
En la corteza cerebral se apreciaban
dreas con necrosis laminar, marcada
por la presencia de neuronas contraidas
y eosinofilicas.

En algunas de estas dreas se
observaron infiltracion de neutréfilos,
sin presencia de macréfagos debido
probablemente a que se trataba de una
lesiéon de curso agudo. En solo dos
casos, las dreas de necrosis de la corteza
cerebral eran mds severas, evidenciadas
por la presencia de células de Gitter. En
algunos astrocitos, principalmente de la
corteza cerebral, se encontraban cor-
pusculos de inclusién intranucleares
(Fig. N°3 ).-
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Fig.3.Corteza cerebral de novillo necropsiado,

observandose corpusculo de inclusion
intranuclear en un astrocito (flecha), H.E. 500 X.

En los tres animales con lesiones
pulmonares se observé neumonia del
tipo intersticial con distencion de los
tabiques interalveolares por elementos
monucleares, edemay congestion, con
escaso exudado inflamatorio a nivel de
bronquiolos.

¢) Bacteriologia.

Se efectuaron cultivos de material
del Sistema Nervio Central (S.N.C.) y
liquido cefaloraquideo (5 novillos), no
aislandose Listeria monocytogenes u
otra bacteria de significacién patologi-
ca.

d) Virologia.

1)Las once muestras de sueros parea-
das fueron positivas,sin variacioén en
los titulos de anticuerpos entre la Ira.
y 2da. muestra.

2)Aislamiento del virus de la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina:
Los tres pasajes ciegos en cultivo
celulares resultaron negativos.




3)Diagndstico  biotecnoldgico
diante sondas de DNA.
(Cuadro N° 2) (Fig.4).

me-

Cantidades deADN
100pg.| 10pg | Ipg.
Cerebro 515 T2 + + +
Cerebro 515 T3 + +
Cerebro 515 T4 + + =
Cerebro 515 TS + + +
Cerebro Normal = = :

Muestras

Sonda de 206pb (+) | (+) | (+)
Ing |100pg|10pg

100pg 10pg 1pg

cerebro 515/T2

cerebro 515/T3
cerebro 515/T4
cerebro 515/T5
cerebro normal

ADN de HVB-1
(sonda usada)

Fig.4.Hibridizacion DOT-BLOT. Muestras de
cerebro con HVB-1: 512/T2, T3, T4, T5;
control negativo positivo: ADN de HVB-1.

El ADN del HVB-1 fue detectado
en las cuatro muestras de cerebro
tomadas de animales que presentaron
sintomatologia nerviosa y con diag-
néstico histopatologico de
meningoencefalitis no supurada. El
analisis por DOT-BLOT con sonda
especifica de HVB-1.1 de éstas
muestras después de conservadas a -
80° C durante meses, demostré la
presenciade ADN de HVB-1 en todas
las muestras.

No se detectaron secuencias
genémicas no especificas en las

muestras de cerebro normal utilizadas
como control negativo. Las condicio-

nes de hibridizacion usadas fueron
ajustadas para que solamente
hibridizaran con la sonda aquellas
secuencias altamente homélogas a la
misma.

4) Diagnéstico de Rabia.

Las cuatro muestras remitidas al
Departamento de Zoonosis y Vectores-
MSP, resultaron negativas.

DISCUSION

Los datos epidemiolégicos, la
forma de presentacion clinica del foco,
con un periodo largo de aparicién de
animales enfermos que se extendio a
47 dias, (algunos se recuperaron); una
mortalidad del 3,6 % vy factores
predisponentes de estress con alta
dotacién por héctarea, guardan simili-
tudes con otros brotes de Herpesvirus
Bovinoy sus variantes, descriptas en la
bibliografia (2, 8, 14, 18).

Las alteraciones histolégicas (en-
cefalitis difusa, lesiones necréticas de
la corteza cerebral y meningitis
asociado a la presencia de corpusculos
de inclusién intranucleares encontra-
das en las muestras procesadas son
caracteristicas de la infeccion por el
herpesvirus bovino (3, 9, 12, 19).

La presencia de corpticulos de
inclusion intranucleares en la mayoria
de los casos podria explicarse por el
curso agudo de la enfermedad,
demostrado por la ausencia de
macréfagos (células de Gitter) en las
lesiones degenerativas de la corteza,
en siete de los nueve animales
necropsiados.

La distribucion de las lesiones
inflamatorias del SNC, afectando tanto
la sustancia gris como la sustancia
blanca, mas marcadas en la corteza
cerebral y diencéfalo, decreciendo en
intensidad hacia el mesencéfalo poste-
rior y miclencéfalo son similares a las
observadas por Eugster y cols. (1974)
y Riet Correa y cols. (1989) (9, 19).

Beck (1975), en Canada describe
un brote donde las alteraciones fueron
situadas preferentemente en la médula
y pedinculos cerebelares (1), en tanto
que otros investigadores no reportan
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una ubicacién exacta a las lesiones
inflamatorias (3, 12).

Las siguientes enfermedades fue-
ron descartadas en base a los
resultados de laboratorio y datos
epidemiol6gicos obtenidos: fiebre
catarral maligna, rabia paralitica
bovina, lengua azul, listeriosis, y
polioenecefalomalacia por carencia
de tiamina.

La primera y segunda muestra de
sueros procesados por ELISA fueron
positivas, sin variacién en los titulos de
anticuerpos entre ambas.

La presencia de anticuerpos anti-
IBR indica que los animales estuvie-
ron en contacto con el virus. La no
variacién en los titulos entre ambas
muestras podria explicarse porque la
primera se extrajo recién a los 15 dias
de la aparicion de los primeros casos.
Posiblemente al momento de Ia
primeraextraccién los animales habrian
producido anticuerpos anti-IBR cuyos
titulos habrian alcanzado la meseta de
la curva. Por este motivo no se
registré un alza de los titulos en la
segunda muestra obtenida 20 dias
después.

Dada las condiciones de estress en
que se encontraban los animales y las
caracteristicas de los herpesvirus de
desarrollar latencia, se podria pensar
en una reactivacion y/o reexcrecion
del virus.

Los resultados negativos de los tres
pasajes ciegos en cultivos celulares
para aislamiento viral, podria deberse
a la pérdida de infectividad de las
particulas virales por las condiciones
de extracciéon, almacenamiento vy
arribo de las muestras.

Sin embargo, se pudo identificar la
presencia del virus mediante técnicas
biotecnolégicas (DOT-BLOT) que no
requieren la conservacion de la
capacidad infectiva de la particula
viral.

Los resultados obtenidos por
hibridizaciéon de dcidos nucleicos
(DOT-BLOT), con sonda especifica
de HVB-1.1 marcadaradioactivamente
con P32 nos confirman la etiologia de
la enfermedad. Las muestras de ADN
extraidas de cerebros de cuatro
animales del establecimiento, con



diagndstico histopatologico de
meningoencefalitis no supurada vy
sembradas en diluciones decrecientes
sobre membranade nylon, hibridizaron
con la sonda de ADN de HVB-1.1. No
hibridizaron las muestras de cerebro
normal, lo que indica la especificidad
de la técnica. La sensibilidad de
deteccion evaluada por las diferentes
diluciones fue de 1 pg.

En este ensayo solo podemos
confirmar la etiologia (HVB-1) de la
enfermedad pero no el subtipo del
virus actuante.
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