Revista FAVE - Ciencias Veterinarias 8 (2) 2009 ISSN 1666-938X

AISLAMIENTOS DE HERPES BOVINO DE CASOS
CLINICOS DEL HOSPITAL DE SALUD ANIMAL
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

GOLLAN, A."; SILVANO, D."; OCCHI, H."; FONDEVILLA, N.2;
JUAREZ, S."; PASSEGGI, C."; RODRIGUEZ ARMESTO, R." & PICCONE, M. E.2

RESUMEN

Durante el periodo comprendido entre el 6-12-02 y el 25-03-04 ingresaron al Hospital de Salud
Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral, 63 casos
clinicos de bovinos con sintomatologia compatible con enfermedades herpéticas. Muestras de
organos de esos casos se procesaron en el laboratorio de Virologia del Dpto. de Patologia obte-
niéndose 20 aislamientos virales que fueron identificados como BoHV-1 y BoHV- 5. A partir de
organos de animales de entre 6 y 12 meses de vida con sintomatologia nerviosa, se identificaron
dos cepas como BoHV-1 y tres como BoHV-5; perteneciendo las restantes 15 cepas recuperadas
desde organos fetales y de bovinos al BoHV-1. Se concluye en la necesidad de contar con sistemas
de diagnostico en fluido funcionamiento para mejorar los conocimientos epidemiologicos de las
patologias herpéticas regionales.
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SUMMARY

Bovine herpes isolations from clinical cases of the Health Animal Hos-
pital

of the Faculty of Veterinary Sciences UNL

During the period from the 12-06-02 to 03-25-04 there were admitted to the Animal Health
Hospital of the Faculty of Veterinary Sciences - Litoral National University - 63 bovine clinical cases
with compatible symptoms of diseases caused by herpesvirus. Organs samples of those cases were
processed at the Virology Laboratory of the Pathology Department. From them 20 isolations were
obtained and were identified as BoHV-1 and 5. From samples of animals among 6 and 12 months
with nervous symptomatology, were identified two as BoHV-1 and three as BoHV-5, while from 15
strains recovered from foetal and bovine organs the BoHV- 1 type was identified. We concluded in
the need to set a fluid diagnosis system to improve the epidemiological knowledge of the regional
herpetic pathologies.
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INTRODUCCION

Los Herpesvirus que afectan bovinos,
pertenecen a la familia Herpesviridae, sub-
familia Alphaherpesvirinae. Son virus ADN
lineal, de doble cadena, envueltos, con cap-
side icosahédrica de 162 capsomeros (Beer,
1987; Mohanty & Dutta, 1983; Biichen-
Osmond, 1998). El virion contiene 18 protei-
nas estructurales con pesos moleculares que
fluctian entre 250.000 y 290.000 (Mohanty
& Dutta, 1983). Pierde infectividad en 15
minutos a 37°C, es sensible a solventes lipi-
dicos como el éter etilico, acetona, hidroxido
de sodio al 0.5%, amonios cuaternarios al
1%, soluciones iodadas al 10% e hipoclorito
de sodio al 0.5%.(Beer, 1987; Mohanty &
Dutta, 1983).

El Herpes virus bovino tipo 1 (BoHV
-1) ha sido aislado de cuadros de rinotra-
queitis, vulvovaginitis pustular, balano-
postitis, conjuntivitis y meningoencefalitis
(Muylkens,B. et al 2007); el Herpes virus
bovino tipo 2 (BoHV-2 ) se ha aislado a
partir de infecciones de piel y mucosas; el
tipo 4 ( BoHV-4) tiene una patogenicidad
controvertida y el Herpes virus bovino tipo
5 (BoHV-5) esta asociado a cuadros de
meningoencefalitis no supurativa en terneros
(Roizman 1992).

La distribucion del BoHV-1 es mundial.
La prevalencia de anticuerpos varia en cada
pais: Brasil 34%, EEUU 32% Francia 12
%, y en Argentina fluctia de acuerdo a las
regiones e independientemente del tipo de
explotacion: area pampeana 66%, meso-
potamica 46%, Santa Fe 37% (Gibbs &
Rwyemamu, 1977; Gonzalez Pondal 1988;
Odeodn et al. 2001).

Distintos estudios han confirmado al gan-
glio de Gasser y al nervio trigémino como los
lugares en donde permanece latente pudien-
do reactivarse después de un largo tiempo y
producir enfermedad. La eliminacién viral

se produce en forma intermitente hasta los
17 meses post-infeccion (Blood et al., 1988;
Oman & Easterday, 1986). Para el BoHV-1 la
morbilidad se encuentra entre el 15y 100%
y la mortalidad es muy baja o no supera el
5%(Schudel ef al. 1986).

La induccion de abortos y la mortalidad
embrionaria son las secuelas mas impor-
tantes de la infeccion, ocurriendo el aborto
luego de un periodo de incubacion de 3 a 6
semanas post contagio y entre el 4to y 8vo
mes de gestacion, sin produccion de metritis.
(Mohanty & Dutta 1983; Betz 1988)

La enfermedad causada por el BoHV-5
usualmente afecta a terneros menores de 8
meses con baja morbilidad y alta mortalidad
(Bulach & Studdert 1990). Se han descripto
epizootias de meningoencefalitis causadas
por este agente en Australia, EE.UU, Ca-
nada y otros paises (d’Offay etal., 1993).
En nuestro pais se notificaron los primeros
casos clinicos en 1980 (Carrillo et al., 1983;
Schudel et al., 1986, 1987). El virus replica
en mucosa nasal y ocular; a los tres dias
posteriores a la infeccion llega al cerebro
a través del nervio trigémino (Oman et.al.,
1986) y provoca necrosis cerobrocortical,
observandose el reblandecimiento de la
corteza de los l6bulos frontales del cerebro
(Belknap, E.B. et al.,1994). Microscdpica-
mente se observa meningitis no supurativa,
con presencia de manguitos perivasculares
mononucleares. Los terneros afectados desa-
rrollan los signos de encefalitis dentro de uno
o dos dias de comenzados los signos clinicos
y mueren en cinco dias. Los casos fatales
producto de esta forma nerviosa alcanzan el
100%. (Enquist,L.W et al. 1998).

El diagnoéstico de laboratorio se realiza
por aislamiento viral, las técnicas serologicas
que permiten la deteccion de anticuerpos
neutralizantes contra las glicoproteinas de la
particula viral y técnicas para deteccion de
antigenos virales y reaccion en cadena de la
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polimerasa. (Stanchi et al. Galosi, M. 2006;
Kramps, J. et al. 2004).

Anivel genémico BoHV-1y BoHV-5 pre-
sentan 85% de homologia. Analizados con
enzimas de restriccion, o bien por hibridiza-
cion de su ADN con sondas tipo especifico,
se los ha podido diferenciar en BoHV-1 y
BoHV-5 (Engels et al., 1986).

A partir del conocimiento del genoma
viral (ADN de doble cadena lineal con
135.000 - 140.000 pares de bases) y de la
introduccion de métodos de biologia mole-
cular ha sido posible diferenciar este agente
de otros herpesvirus e identificarlo en forma
rapida y eficiente (Ros et al., 1999; Alegre
etal.,2001).

Asimismo existen estudios de mapeo del
genoma viral realizados mediante enzimas
de restriccion sobre distintos sectores del
ADN de BoHV-1 y BoHV-5 (gC, timidina
kinasa, gen IE1) tendientes a caracterizar
y diferenciar ambos virus, estudiar la ex-
presion génica en estado de latencia y el
tropismo particular de cada uno de ellos
(Bagust TJ, Clark L . 1972; Metzler et al.,
1986; Chowdhury, 1995 ; Bratanich ef al.,
1996).

El objetivo del presente trabajo fue con-
tribuir al conocimiento clinico epidemiolo-
gico de las patologias producidas por BoHV,
confirmando con técnicas laboratorio la
presencia de los mismos a partir de anima-
les ingresados al Hospital de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la UNL, para lograr
su posterior distinciéon en BoHV-1y 5.

MATERIALES Y METODOS

1) Aislamiento viral. Se intentaron los
aislamientos en 63 casos clinicos prove-
nientes del Hospital de Salud Animal de la
Facultad de Ciencias Veterinarias a partir

de muestras (6rganos fetales y cerebros)
utilizando la linea celular establecida Madin
Derby Bovine Kidney (MDBK ) proveniente
de la Asociacion Banco Argentino de Células
(ABAC).

Trozos de estos drganos de aproximada-
mente 2 centimetros ciibicos se procesaron
en mortero con arena estéril con el agregado
de Minimun Essential Medium (MEM) con
un 1% de antibidtico-antimicético (Sigma-
Aldrich). Luego de una centrifugacion por
30 minutos a 3000 rpm, los sobrenadantes
se filtraron por membrana de 0,2 micras de
poro (Millipore).

Con 0,5 ml de los filtrados se inocularon
monocapas celulares de 20 cm2 y tras un
periodo de adsorcion de 30 minutos a 37 °C
se agregaron 5 ml de medio de mantenimien-
to (MEM + 2% de suero fetal bovino P.A.A
y 1% de antibidtico-antimicotico Gibco).
Las monocapas inoculadas se observaron
diariamente, hasta la aparicion del efecto
citopatogénico caracteristico.

2) Caracterizacion de los aislamientos
mediante Inmunofluorescencia Directa
(IFD) y Seroneutralizacion (SNT). La
IFD, se llevo a cabo segln técnicas des-
criptas (Manual de técnicas para diagnostico
virolégico. FAO-INTA) confeccionando
improntas de los 6rganos e improntas de
células de cultivos infectados con los ma-
teriales problema que presentaron efecto
citopatogénico caracteristico. Se fijaron con
acetona fria durante 10 minutos para ser
tefiidas luego con un antisuero policlonal
marcado con isotiocianato de fluoresceina
de origen comercial (VMRD No catalogo
210-69- IBR). Como controles negativos se
utilizaron improntas de células de la misma
linea y pasaje sin infectar y como control
positivo células infectadas con la cepa Los
Angeles (LA) de BoHV- 1.

La SNT viral, tendiente a valorar la pérdi-
da de la capacidad infectante del virus por la
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accion de su anticuerpo especifico, se llevo a
cabo por el método suero variable-virus fijo
utilizando un antisuero de referencia frente
a la cepa L.A, previamente elaborado por
nuestro equipo de trabajo y con la finalidad
de aumentar el grado de certeza de la iden-
tificacion viral del BoHV.

3) Diferenciacion de los aislamientos
en tipos 1 y 5. En cinco de los aislamientos
provenientes de cerebros, la extraccion de
ADN a partir de tejido cerebral se llevo a
cabo utilizando kits comerciales (Promega)
y siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para ello realiz6 un homogeneizado de 10-
20 mgr de cerebro en 600 ul de solucion
de lisis nuclear provista en el mismo Kkit.
Partiendo de las muestras de ADN purifica-
dos se realizo una Multiplex -Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (M-PCR) descripta
anteriormente (Alegre et al., 2001) utili-
zando un par de primers que amplifican un
sector de 183 bp de la region de la timidina
kinasa del BoHV -1, y otro par de primers
que amplifican un sector de 564 bp de la
region de la glicoproteina D del BoHV-5.
Como controles positivos se usaron la cepa
LA (BoHV -1) y la cepa denominada FCV
(BoHV-5), previamente identificada como
tal en el Instituto de Virologia, Centro de

Investigaciones en Ciencias Veterinarias y
Agronoémicas, Instituto Nacional de Tecno-
logia Agropecuaria (INTA, Comunicacion
personal). Como control negativo se utili-
zaron células sin infectar.

Los productos finales de la M-PCR se
analizaron mediante corrida electroforé-
tica en gel horizontal de agarosa al 0,8%
en buffer TBE con 0,01 % de bromuro de
etidio, visualizandose las bandas mediante
un transiluminador UV y comparando la po-
sicion de las mismas con un patron de pesos
moleculares de un rango de 100 a 1000 bp
(Cien Marker- Biodynamics).

RESULTADOS

Se obtuvieron veinte (20) aislamientos de
Herpes bovino, identificados por IFD y en
SNT. Quince (15) aislamientos provinieron
de organos fetales de animales de raza Ho-
lando Argentino de 3 a 8 meses de gestacion.
En estos fetos hubo una alta frecuencia de
aparicion de nodulos linfoideos agrandados
de manera universal (foto 1) y focos de
neumonia (foto 2).

Los restantes cinco (5) aislamientos
correspondieron a animales de entre 6 'y 12

Foto 1: Nodulos linfoideos

Foto 2: Focos de neumonia
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En estos cinco aislamientos se realizé la
técnica de M-PCR identificandose a tres (3)
de ellos como BoHV-5 (identificados como
N° 475/485, N° 542/43 y N° 575) y dos (2)
como BoHV-1, identificados como N° 426
y N°490) (Foto 4 ).

El aislamiento identificado N° 475/485
provino de un animal cruza Bos indicus de

6 meses de edad con signologia nerviosa
proveniente de un rodeo de 120 animales
en el que se habian producido 4 muertes con
similar presentacion clinica.

El aislamiento denominado N° 542/43
correspondi6 a un grupo de 56 animales
Holando Argentino de seis meses de edad en
el que se produjeron 6 muertes con signolo-

Foto 3: Hiperemia cerebral

1000 bp
500bp
400bp
300bp
200bp

100bp

Calle 1: Control de P.M ; Calle 2: Control HBV -1 (L.A);
Calle 3: Control HBV-5 (FCV) ;Calle 4: Control (-) ; Calle 5: 475/85
Calle 6: 436; Calle 7: 542/43; Calle 8: 490; Calle 9: 575

Foto 4: Diferenciacion entre HVB-1y HVB-5 mediante M-PCR
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gia nerviosa. E1 N° 575 correspondi6 a una
ternera de 1 afio perteneciente a un rodeo de
30 animales de la misma raza sin signologia
clinica nerviosa. Los aislamientos identifica-
dos como N°426 y N°460 correspondieron
a BoHV-1.

Los estudios histopatologicos confirman
la presencia de Herpesvirus tipo 5 traducido
en meningoencefalitis mononuclear con ini-
cial formacion de manguitos perivasculares,
proliferacion del endotelio de los capilares
cerebrales y marcadas lesiones neuronales
con nucleos de gliosis en los materiales de
cerebro 475/85; 542/43 y 575.

DISCUSION Y
CONCLUSIONES

La metodologia utilizada para el ais-
lamiento y caracterizacion de herpesvirus
bovino en el dambito de la FCV-UNL ha
resultado adecuada para la recuperacion de
cepas salvajes y posterior diferenciacion
entre BoHV-1 y BoHV-5, especialmente en
los casos de cerebros con sintomatologia
nerviosa. Tal diferenciacion presenta difi-
cultades cuando el diagndstico esta basado
solo en los sintomas clinicos.

Nuestros estudios arrojan como tipo 1
dos casos aislados de cerebro y atin cuando
estudios genéticos y bioquimicos han carac-
terizado y reclasificado al BoHV- 5 como
diferente del tipo 1, esta clasificacion de las
cepas no refleja un determinado organotro-
pismo o grado de virulencia. El cerebro de
bovinos posee también receptores para las
variantes del BoHV-1 y no solo para cepas
nerviosas. Esto explicaria que 2 de nuestros
aislamientos de cerebro pertenezcan al tipo
1. Diferencias a nivel genético entre el 1y
5 podrian explicar el tropismo diferencial
entre cepas. No obstante de acuerdo a repor-

tes recientes (Muylkens et al, 2007) cepas
de BoHV 1 se aislan esporadicamente de
ganado con desordenes en el SNC, habiéndo-
se demostrado que el mismo es responsable
de meningoencefalitis agudas que ocurren
probablemente, cuando se reflejan suscepti-
bilidades individuales del hospedador en su
SNC, mas que debido a modificaciones de
las Cepas de BoHV1 que puedan incremen-
tar su poder de neuroinvasion o virulencia.

Los restantes 15 aislamientos obtenidos
a partir de drganos fetales se diagnosticaron
como BoHV-1 basandonos en nuestros es-
tudios que incluyeron: aislamientos virales
e identificacion por IFD y SNT, evaluacion
de la sintomatologia clinica compatible,
ausencia de signologia nerviosa y estudios
histopatologicos compatibles.

Por otro lado, estos resultados confirman
la circulacion conjunta de BoHV-1 y BoHV-
5 en la zona centro- norte de la provincia.
Este hallazgo, unido a la conocida estrategia
de perpetuacion de los Herpesvirus, capaz
de producir fenomenos de latencia y recu-
rrencia, inducen a considerar el riesgo y el
impacto epidemiologico que podrian produ-
cir en la esfera reproductiva y econdémica la
presencia de los Herpesvirus bovinos.

Dado que en la busqueda del BoHV- 5
en cerebros provenientes de animales con
sintomas nerviosos, la tipificacion de 2 de
los casos en los que estuvo presente dicha
signologia fueron de BoHV -1, se aspira
a que estas diferenciaciones entre tipos de
una misma Familia viral se implementen y
realicen en forma permanente como comple-
mento del diagnoéstico clinico que se lleva a
cabo en la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la UNL. Ello se vera finalmente traducido
en un mayor conocimiento epidemiolo-gico
de las patologias producidas por los Herpes-
virus bovinos ampliamente distribuidos en
la region.
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