UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

'@?ﬁ"

SIS

i
Qi
!

Deteccion molecular y aislamiento del Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-1)

en sementales de hatos bovinos del noreste de México.

Por

M.V.Z. ANIBAL GONZALEZ RODRIGUEZ

Como requisito parcial para obtener el Grado de
MAESTRIA EN CIENCIAS VETERINARIAS

con Especialidad en Salud Animal

Febrero, 2011



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

‘v“ i1 l.“.

CRD
O

Deteccion molecular y aislamiento del Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-1) en

sementales de hatos bovinos del noreste de México.

REVISADA POR:

&

; M{@H_

Dr. Ramiro Avalos Ramirez
Director de Tesis

aff

Dra. Sibi'rlina Cedillo Rosales
Co-Director de Tesis

am

Dr. José Ant nio Salinas Meléndez
Co- D| ector de Tesis

Ciudad Escobedo, N.L.

=7

MVZ.MCV. Daviﬁi-ﬁominguez Diaz

Co-Dire/c,tngesis
F

Dr. Rubén Cervantes Vega
Co-Director de Tesis

st/

Dr. Gustavo Hernandez Vidal
Co-Director de Tesis

Febrero del 2011



Dedicatoria

Dedicada especialmente con todo mi amor y cariio a mi Madre, la Sra. Maria
Magdalena Rodriguez de Gonzalez, gracias por ser una excelente Madre y por todo
el apoyo que siempre me has dado sobre todo cuando cursaba el Posgrado.

A mis Abuelos Maternos, la Sra. Aurora Stabolito de Rodriguez y al Sr. Guillermo
Rodriguez Martinez. A mi Amigo, M.C.P. Francisco Arturo de Ledn de Ledn quienes
fallecieron durante el curso de mi Posgrado.



Agradecimientos

Gracias Dios, por permitirme realizar un logro profesional mas en mi vida.

A mi Madre, Maria Magdalena Rodriguez de Gonzalez, a mi Padre Profr. Amador
Gonzalez Hinojosa, a mis Hermanos M.V.Z. Amador Gonzalez Il Rodriguez y Arg.
German Gonzalez Rodriguez, a mis Tias L.C.B. Medea E. Gonzéalez Hinojosa y
Profra. Maria Aurora Rodriguez Stabolito, a mis Primos Lic. Emilio A. Guerra
Gonzalez y C.D. Rolando J. Saldafia Gonzalez.

A mi Primo, I.M.E. M.l. Mario A. Saldafia Gonzalez, por toda su ayuda y por ser una
persona que influyd a decidirme en ingresar al Posgrado.

A mi Tio C.D. Mario A. Saldafia Garcia, por permitir ser mi aval en el crédito que
obtuve del Instituto de Crédito Educativo del Estado de Tamaulipas, el cual me ayudo
financiando parte de mi estudio de Posgrado.

Un agradecimiento especial a mi Asesor Principal de Tesis el Dr. Ramiro Avalos
Ramirez y a mis Co-Asesores la Dra. Sibilina Cedillo Rosales y al M.V.Z. M.C. David
Dominguez Diaz, por haberme permitido ser su Tesista, por sus ensefianzas y por
despertar en mi el interés en una de las mas hermosas ramas de la Medicina
Veterinaria como lo es la Virologia.

Al M.V.Z. Gabriel De Ledn Martinez por su gran ayuda y consejos en el area de
Laboratorio.

A mis Co-Asesores de Tesis el Dr. Rubén Cervantes Vega, Dr. Antonio Salinas
Meléndez y el Dr. Gustavo Hernandez Vidal.

Al M.V.Z. Epifanio Callejas Martinez, M.V.Z. Eduardo Villarreal Mufios, M.V.Z. J.
Nicolds de Tellitu Gonzalez y al Lic. Valentin Barrera Gonzalez, por su ayuda y
recomendaciones en el campo.

A todos los Maestros de Posgrado de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Autdbnoma de Nuevo Lebdn, que colaboraron a la
formacion de mi educacion en el Posgrado.

Al personal del Area de Aislamiento Viral y de Biologia Molecular del Laboratorio
Central Regional de Monterrey (LCRM) del Comité para el Fomento y Proteccion
Pecuaria del Estado de Nuevo Leon (CFPPNL).

Y a todas aquellas personas, que sin intencion de omitir sus nombres me apoyaron
de alguna u otra forma en la elaboracion de mi Tesis.



indice

Pagina
Dedicatoria I
Agradecimientos Il
indice 1
indice de Figuras Vi
indice de Cuadros Vi
Lista de abreviaturas y simbologia VIII
Resumen X
1. Introduccion 1
1.1 Justificacion 3
1.2 Hipotesis 3
1.3 Objetivos 4
1.3.1 General 4
1.3.2 Especificos 4
1.4 Metas S
2. Literatura Revisada 6
2.1 Historia del BoHV-1 6
2.2 BoHV-1 en México 10
2.2.1 BoHV-1 en Nuevo Ledn 11
2.2.2 BoHV-1 en Tamaulipas 11
2.3 Mecanismos de propagacion del BoHV-1 12
2.4 Taxonomia y Biologia Molecular del BoHV-1 15
2.4.1 Taxonomia 15
2.4.2 Biologia Molecular 16
2.4.2.1 Replicacion Viral 20
2.5 Modelos de Infeccion del BoHV-1 21
2.5.1 Infeccién aguda 21



2.5.2 Infeccidn latente
2.6. Diagnéstico
3 Materiales y Métodos
3.1 Lugar de realizacion de la Investigacion
3.2 Caracteristicas de los hatos y bioseguridad
3.3 Muestras
3.3.1 Numero de muestras y procedencia
3.3.2 Coleccion y manejo de muestras
3.3.2.1 Coleccion mediante el uso del electroeyaculador
3.3.2.2 Manejo de las muestras
3.4 Cultivo de células MDBK
3.4.1 Control de calidad del suero fetal bovino (SFB)
3.4.2 Linea celular y su cultivo
3.4.3 Disgregacion celular
3.4.4 Conteo celular
3.4.4.1 Célculo del numero de células
3.5 Cepa control del BoHV-1
3.6 Aislamiento viral en cultivo de células
3.7 Titulacién viral de la cepa control y de los aislados virales de campo
3.8. Ensayo de seroneutralizacion viral
3.9 Produccién de antisueros anti-BoHV-1 en caprinos
3.10 Inmunofluorescencia indirecta
3.11 Deteccién molecular del BoHV-1
3.11.1 Extraccion de ADN de semen
3.11.2 Extraccion de ADN de sobrenadante de cultivos de células
3.11.3 Iniciadores
3.11.4 PCR de gradientes

3.11.5 Programa en el termociclador

25
27
31
31
31
34
34
34
34
36
36
36
37
37
38
40
40
40

42
44
46
47
47

49
49
50



3.11.6 Protocolo del PCR
3.11.7 Electroforesis y visualizaciéon de amplicones
4 Resultados
4.1 Hatos, raza, edad y procedencia de los positivos al BoHV-1
4.2 Aislamiento viral
4.3 Identificacion serolégica mediante seroneutralizacion
4.4 ldentificacion serolégica mediante Inmunofluorescencia Indirecta
4.5 Deteccion y diferenciacion molecular del BoHV-1 mediante PCR
5 Discusion

6 Bibliografia

50
51
52
52
53
57
58
59
61
66



Figura

10
11

12

13

indice de Figuras

Organizacion del genoma de los Alphaherpesvirus
Morfologia de un viridn de Herpesvirus
Signos clinicos en animales infectados por IBR

Forma genital de la infeccién por BoHV-1

Obtencion de fluido seminal mediante electroeyaculacion de un
semental bovino

Conteo celular en camara de Fuchs-Rosenthal

Células MDBK control sin inocular al 100% de confluencia

Monocapa de células MDBK inoculadas con plasma seminal de
bovino sin diluir, efecto a las 8 hrs post-inoculacion

Efecto citopatico (24-72 hrs) producido por la cepa de referencia
Cooper del BoHV-1 en la monocapa de células MDBK

Efecto citopético producido por una de las cepas aisladas

Inmunofluorescencia indirecta para la identificacién serolégica del
BoHV-1.

Amplificacion de un fragmento de 97 pb del gen de la glucoproteina
B del BoHV-1

Amplificacién de un fragmento del gen de la glucoproteina C del
BoHV-1

Vi

Pagina
18
19
23
24

35

39
55

55

56

56
58

60

60



Cuadro

indice de Cuadros

Concentracion viral, dosis y ruta de inoculacion en caprinos para
la obtencién de suero policlonal anti-BoHV-1

Ubicacién de los hatos y proporcion de sementales infectados

Relacion entre la edad y raza de los sementales positivos al
BoHV-1 con la cantidad de pasajes en cultivo de células

Relacién antigénica entre la cepa control del BoHV-1y las cepas
aisladas

Vi

Pagina

45

52

54

57



Lista de abreviaturas y simbologia

ATCC
ADN 6 DNA
a-TIF
BoHV-1
°C

ECP
ELISA
EUA

g

HSV
IBR
IPB
IPV

IR

kbp
kDa
MDBK
MDV
mm

pm

OIE
PCR

%
TCIDso
TR

UL

VP
\/AY,

Coleccion Americana de Cultivos Tipo
Acido desoxirribonucleico

Factor transactivador de los genes alfa
Herpesvirus Bovino tipo 1

Grados Centigrados

Efecto Citopatico

Ensayo inmunoldgico ligado a Enzima
Estados Unidos de América

Fuerza centrifuga relativa

Herpesvirus simple

Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
Balanopostitis Pustular Infecciosa
Vulvovaginitis pustular infecciosa
Terminaciones internas invertidas

Pares de kilobases

Kilodaltons

Linea celular Madin-Darby de rifién bovino
Enfermedad de Marek’s

Milimetros

Micrones 6 micras

Organizacion Mundial de la Sanidad Animal
Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Porcentaje

Dosis Infectiva en Cultivo de Tejidos al 50 porciento
Repeticiones terminales

Region Unica larga

Segmento unico

Proteina del virion

Virus varicela-zoster

VIII



El presente trabajo fue financiado parcialmente con fondos de los siguientes

proyectos:

.- CONACYT y el Gobierno del Estado de Nuevo Leon a través de Fondos Mixtos
(FOMIX). Proyecto: “Prevalencia serologica y analisis de riesgo de IBR, DVB,

Leptospirosis y Neosporosis en hatos de N.L.” Clave: NL2004-C05-107.

.- Universidad Autébnoma de Nuevo Ledn. A través de PAICYT 2009 apoyo para los
Cuerpos académicos. Proyecto: “Implementacion y adecuacion de técnicas
moleculares para el diagnéstico de enfermedades infecciosas, marcadores genéticos

y pruebas de paternidad en animales domésticos” Clave: GCT013-09



Resumen

Anibal Gonzalez Rodriguez

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina Veterinariay Zootecnia

Cuerpo Académico de Epidemiologia Veterinaria y Departamento de Virologia
Veterinaria

Titulo del Estudio: Deteccion molecular y aislamiento del Herpesvirus Bovino 1
(BoHV-1) en sementales de hatos bovinos del noreste de México.

Area de Estudio: Virologia y Epidemiologia.

Objetivo y Metodologia del Estudio: Demostrar la presencia del Herpesvirus
bovino tipo 1 (BoHV-1) en fluido seminal de sementales bovinos clinicamente sanos
del noreste de México. De 15 hatos se recolectaron 65 muestras de fluido seminal,
obtenidas mediante electroeyaculacion, de igual nimero de toros usados como
sementales. Las muestras fueron analizadas mediante PCR e inoculadas en células
MDBK usando procedimientos convencionales. Para detectar al BoHV-1 en plasma
seminal y/o en sobrenadante de células MDBK infectadas, de forma independiente,
se usaron 2 pares de iniciadores especificos. Los iniciadores amplifican fragmentos
de los genes de las glucoproteinas (GP’s) B (97pb) y C (122bp) del virus. La
identificacion serolégica de los aislados fue llevada a cabo mediante ensayos de
inmunofluorescencia indirecta (IFA) y seroneutralizacion (SNT) con el uso de un
suero policlonal caprino anti-BoHV, producido contra la cepa Cooper de referencia.
Resultados: Todas las muestras resultaron negativas a la deteccion del BoHV-1
mediante PCR directamente aplicado al ADN obtenido del fluido seminal. Al
aislamiento en MDBK, 2 de los 15 (13.3%) hatos analizados fueron positivos. Esto
correspondioé a que, del total de sementales analizados, el 6.2% resultdé positivo al
aislamiento del BoHV-1 (4/65). Los animales infectados procedieron de dos hatos de
la raza charolais y beefmaster. Todas muestras positivas al aislamiento necesitaron
cuando menos 2 pasajes ciegos antes de mostrar efecto citopatico (ECP). EI ECP de
los aislados fue similar a la cepa control, pero a la IFA se observé menor intensidad
en 3 de los aislados con respecto a la cepa control. Esto también fue reflejado en los
titulos de SNT, la cepa Cooper control con su suero homologo mostré un titulo mayor
(1:81) que 3 de los aislados (1,1:9; 3 y 4, 1:27). Los sobrenadantes de MDBK de
todas las muestras que mostraron ECP amplificaron, de forma independiente,
fragmentos especificos de los genes B y C del BoHV-1.

Contribuciones y conclusiones: Se aislo al BoHV-1 en toros clinicamente sanos
usados como sementales. La deteccion molecular del BoHV-1 mediante PCR fallo,
con la metodologia empleada, a partir de plasma seminal. Fue necesario realizar
cuando menos 2 pasajes ciegos en las muestras positivas en cultivo de células para
evidenciar la presencia del virus mediante el ECP e IFA. A través de SNT, se
encontraron indicios de variaciones antigénicas entre las cepas aisladas del BoHV-1
con respecto a la cepa control. Los datos confirman el caracter enzootico del BoHV-1
en bovinos de la regién noreste por lo que es necesario reforzar los protocolos de
diagndstico y control contra este virus.

FIRMA DEL DIRECTOR DE TESIS: - 7)) QRaaA_




1 Introduccién

El herpesvirus bovino 1 (del inglés, BoHV-1) es uno de los patdégenos de
mayor relevancia e impacto econdmico en la industria bovina a nivel mundial. Se
estima que la infeccibn por BoHV-1 cuesta al sector ganadero, ya sea por
enfermedad o restricciones comerciales, al menos 500 millones de dolares anuales
tan solo en los Estados Unidos de América (Muylkens, B., et al., 2007; Jones, C.,
2003). Debido a las significantes perdidas asociadas a este virus, en distintos paises
y regiones del mundo se han establecido programas de control y erradicacion del
BoHV-1 a través de revisiones estrictas en la comercializaciéon de ganado, semen y
embriones y en la deteccion y sacrificio del animal infectado (Alegre, M., et al., 2001;

Noordegraaf, A.V., etal., 2000).

El BoHV-1 pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae
del género Varicellovirus (Rocha, M.A., et al., 1998). Este virus es el agente causal
de diversos sindromes entre los que se incluyen: La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
(RIB 6 IBR), Vulvovaginitis Pustular Infecciosa (VVPI 6 IPV) y Balanopostitis Pustular
Infecciosa (BPI 6 IPB). Ademds, también participa como agente causal de
conjuntivitis, endometritis, infertilidad, abortos, infecciones multisistemicas fatales en
becerros recién nacidos y muertes (Alegre, M., et al., 2001; Deka, D., et al, 2005). La
infeccion del BoHV-1 en el ganado conduce al establecimiento del virus de forma
latente principalmente en los nervios ganglionares trigéminos y del sacro (Vogel,
F.S.F., et al., 2004). El virus en estado latente puede reactivarse y en consecuencia

excretarse, con el riesgo de infectar a los animales sanos del hato (Kaashoek, M.J.,

et al., 1996 a y b), los periodos de reactivacion del virus ha sido demostrado que esta



asociado a condiciones de estrés, como en el momento de la transportacion de los
animales de un lugar a otro, el parto y tratamientos de corticosteroides (Deka, D., et
al., 2005; Schynts, F., et al., 2003). La mayoria de la infecciones por BoHV-1 ocurren
de manera subclinica, lo que permite al virus propagarse entre la poblacion bovina
(Vogel, F.S.F., et al., 2004). El virus es muy contagioso y es transmitido
principalmente mediante secreciones respiratorias, oculares y genitales en contacto
directo estrecho entre los animales. El BoHV-1 es considerado el patdgeno viral mas
comun encontrado en semen de bovinos (Deka, D., et al., 2005). La infeccion puede
propagarse a través de semen fresco o congelado siendo esto algo muy importante
debido a la sobrevivencia del virus a temperaturas por debajo de los -65° C (Nuotio,
L., et al., 2007; Wiedmann, M., et al.,1993). Dado que el virus es encontrado
frecuentemente en el semen, éste puede transmitirse extensamente durante la monta
natural 6 inseminacién artificial (Xia, J.Q., et al., 1995). Los toros utilizados para
monta natural o inseminacién artificial deben ser analizados peridédicamente para la

deteccién de virus mediante analisis de laboratorio (Lata, J., 2006).

El aislamiento viral en cultivos celulares es reconocida como la prueba de oro
para la deteccion del virus en el semen (OIE., 2008). La evidencia del efecto
citopatico debe acompafarse con pruebas serologicas y moleculares para confirmar
la presencia del BoHV-1. En la actualidad, el uso de herramientas del diagnéstico
molecular ha permitido reconocer la presencia del virus de manera rapida y sensible
en distintos tipos de muestras. No obstante, y dado el mecanismo de persistencia del
virus, es factible que animales infectados puedan no ser reconocidos por estos

sistemas de diagndstico. En el presente estudio, el BoHV-1 se aislé y caracterizé a



partir semen de toros bovinos clinicamente sanos usados como sementales en

distintos hatos del noreste de México.

1.1 Justificacion

Las pérdidas econdémicas provocadas por el Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-
1) y el mecanismo de persistencia entre la poblacion bovina representan retos
importantes para la deteccién y control de la infeccién provocada por este virus. En la
region noreste de México el BoHV-1 mantiene elevados indices de seroprevalencia a
nivel de hato. Dado el mecanismo de latencia de este virus es factible que
sementales bovinos independientemente de su estatus serolégico secreten al virus
de manera intermitente e irregular. La deteccion mediante aislamiento y métodos
moleculares, permitird reconocer a los animales infectados lo que permitira controlar
la infeccion y evitar su diseminacion en la poblacién bovina. Con ello se pretende
aminorar las pérdidas econdmicas inducidas por la reactivacion del virus en los

bovinos.

1.2 Hipétesis

Dados los mecanismos de persistencia y patogenicidad y a la prevalencia y
distribucion del Herpesvirus Bovino-1 (BoHV-1) en la zona noreste, es posible que el
virus se encuentre en fluidos seminales de toros clinicamente sanos usados como

sementales en hatos bovinos del noreste de México. La presencia del BoHV-1 en



estos fluidos se puede evidenciar mediante aislamiento en cultivo de células y

métodos moleculares.

1.3 Objetivos
1.3.1 General

Demostrar la presencia del Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) en sementales
bovinos clinicamente sanos del noreste de México mediante el aislamiento en cultivo

de células y de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

1.3.2 Especificos

= Aislar y caracterizar genética y antigénicamente cepas del BoHV-1 en semen de

bovinos de hatos del Noreste de México.

= Adaptar un sistema sensible y especifico para la deteccién del BoHV-1 en semen
de bovinos a través del aislamiento en cultivo de células y posterior confirmacion

seroldgica y molecular.
= Aplicar el procedimiento de PCR para el diagnéstico de la infecciéon por BoHV-1.

= Estimar la frecuencia de sementales clinicamente sanos infectados con el BoHV-

1.



1.4 Metas

Disponer de un sistema de diagnostico sensible y especifico para la infeccion

provocada por el Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1).

Contribuir al estudio de la epidemiologia del BoHV-1 de este virus en el Noreste

de México.

Favorecer al sistema pecuario mediante el oportuno reconocimiento de unas de
las causas mas importantes y frecuentes en problemas reproductivos y

respiratorios en bovinos.

Iniciar un banco de cepas y datos que coadyuven en el establecimiento de
medidas preventivas y de control para la infeccién y enfermedades provocadas

por el BoHV-1.



2 Literatura Revisada

2.1 Historia del BoHV-1

A continuacién se enlistan algunos acontecimientos importantes desde las
primeras descripciones de la enfermedad(es) atribuidas al BoHV-1 hasta los datos
actuales de relevancia.

e Principios del siglo 19: Bichner y Trommsdorf describieron en Alemania el
“Blaschenausslag” (Coital vesicular exantema, exantema vesicular coital)
(citado por Muylkens B., et al., 2007).

e 1928: Reisinger y Reimann, investigadores alemanes, demuestran la etiologia
viral de esta enfermedad venérea, mediante la transmisién de un “agente
filtrable” (Reisinger, L; Reimann, H., 1928).

e Hasta principios de los afios 50: las manifestaciones clinicas del BoHV-1
estuvieron circunscritas en oOrganos genitales (Vulvovaginitis Pustular
Infecciosa [VVPI] en vacas y Balanopostitis Pustular Infecciosa, [BPPI] en
toros) de bovinos en Europa (citado por Muylkens B., et al., 2007).

e 1941: Investigadores detectaron anticuerpos especificos de IBR en suero de
ganado en New York y New Jersey.

e 1949: En Colorado EUA, se reconocio a una infeccion del tracto respiratorio
superior como una enfermedad respiratoria contagiosa nueva, aguda, que
afecta al ganado bovino, con tasas de morbilidad del 10% al 30% y tasas de
letalidad del 2% al 10%. Esta condicién fue nombrada “red nose” (nariz roja)
en base de uno de sus destacados signos clinicos, pero posteriormente llego

a conocerse como rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR). Casi



simultaneamente se describid una enfermedad similar en vacas lecheras en

California (Miller, N.J. 1955).

1954: Investigadores publican el primer informe de IBR, describiendo al
parecer una nueva enfermedad respiratoria de las vias superiores que ocurrié
en California en 1953, apareciendo de forma repentina y caracterizada por
fiebre alta y agalaxia ademas de signos respiratorios. La causa fue
indeterminada en ese momento, pero la enfermedad puede transmitirse con
tejidos y exudados de casos naturales. La enfermedad se estaba presentando
en el ganado bovino lechero y de carne de todas las edades, tanto en el
ganado de engorda asi como en el de pastoreo. Esto era conocido como “red
nose”, “dust pneumonia”’. En el mismo afio, el nombre aceptado para la

enfermedad se convirtié en la rinotraqueitis infecciosa bovina.

1955: Se reporta la ocurrencia de abortos al mismo tiempo que ocurre la
infeccion respiratoria por BoHV-1 en EUA (Jensen, R., et al., 1955). Pero
hasta 1964 se describe y reproduce el aborto por diversos investigadores
(Chow, T.L., et al., 1964, Crane, C.S., et al., 1964; Kennedy, P.C., et al., 1964;

McKercher, D.G; Wada, E.M., 1964).

1956: Investigadores logran aislar por primera vez el agente etioldgico de IBR
y lo clasifican posteriormente como un herpesvirus y nombrado como BoHV-1,

aislado de bovinos enfermos de California y Colorado. Posteriormente



estudios revelaron que el BoHV-1 era un factor de predisposicion por
neumonia de fiebre de embarque en ganado bovino.

1958: Investigadores refirieron a las manifestaciones de la infeccion genital
como vulvovaginitis pustular infecciosa (IPV) para reemplazar los términos
usados previamente (enfermedad venérea vesicular, vaginits vesicular,
exantema vesicular coital, blaschenausschlag, etc). Investigadores afirman
gue ningun caso en EUA se ha reconocido de la enfermedad antes de 1949.
En Ontario Canada, se reporta el primer aislamiento de IBR obtenido de un

brote de IPV (Curtis, R.A., et al., 1966)

1961: Investigadores sugieren que el virus de IBR pertenece al grupo de
herpesvirus. Intentaron establecer el lugar de origen de la forma respiratoria
de IBR que se observa en los EUA, comentado que aunque no se conozca el
momento y el lugar de origen de la enfermedad puede que nunca se vaya a
saber con exactitud, pero piensan que es posible que la enfermedad se origino

en el oeste de los EUA haya sido como una nueva entidad.

1962: La forma encefdlica de la IBR fue descrita por investigadores
australianos y aislan por primera vez al BoHV-1 a partir de becerros con
encefalitis (French, E.L., 1962), al afio siguiente en Ontario y EUA se vuelve a
aislar de tejido nervioso en becerros con meningoencefalitis (Barenfus, M., et
al., 1963). Estos virus corresponden a lo que hoy se conoce como BoHV-5

(Chung, C.S., et al., 1994; Delhon, G., et al., 2003).



Investigadores hayan una posible explicacion de hechos contradictorios
sugiriendo que el virus fue probablemente una de las causas de
"Blaschenausschlag"” (vulvovaginitis pustulosa infecciosa, IPV), una
enfermedad venérea leve que habia sido descrito en la literatura alemana
desde aproximadamente mediados del siglo XIX. Este virus pudo haber
llegado a América del Norte de Alemania en ganado subclinicamente infectado
en algun momento antes de 1930 cuando sucedié un embargo de bovinos que
entro a los EUA de Europa, las pruebas serologicas sugirieron que la entrada
se produjo en los estados del noreste de los EUA. El virus probablemente se
mantuvo como una enfermedad venérea leve durante muchos afios hasta que
nuevos sistemas de gestion de corrales de engorde en el oeste de EUA

aumento su virulencia y dieron lugar a la forma respiratoria de la enfermedad.

1976: Se registra el primer brote de cuadro respiratorio de IBR en Alemania,
este hecho sugiere que una modificacion similar del virus ocurrié en ambos

continentes pero en momentos diferentes.

1977: Investigadores declaran que el termino de BoHV-1 se refiere a todas las
cepas aisladas del virus que son serolégicamente relacionadas con el virus

IBR/IPV, y que es un tipico miembro de la familia Herpesviridae.

Tras la aparicién de IBR en los EUA, fue diagnosticada en muchos paises y

reportandose a ser de distribucién mundial.



e Afinales de 1970’s: ocurrieron brotes mucho més graves, tomando lugar en la
ganaderia intensiva, tal vez en forma paralela al supuesto modelo evolutivo en

los EUA.

e 1991-1997: Se realiza la secuenciacion del genoma de BoHV-1 dentro del
proyecto “The BoHV-1 Genome Project”, enmarcado en un programa de
cooperacion internacional entre diferentes laboratorios (Yates, W.D.G., 1982;

Serra H.X., 2004; Ellis J., et al., 2005; Lata J., 2006; Muylkens B., et al., 2007).

2.2 BoHV-1 en México

La enfermedad de nombre IBR, provocada por el BoHV-1, es una enfermedad
enzodtica de notificacion obligatoria en México, y pertenece al grupo B del Cédigo
Zoosanitario Internacional. EI BoHV-1 en México, estd incluido dentro de las
enfermedades infecciosas mas importantes en los hatos lecheros, en la mayoria
siendo de manera subclinica en la que estd presente, con abortos vy
subsecuentemente pérdida de la cria y lactancia siendo estas como principales
caracteristicas, y a la vez se reflejan afectados los parametros reproductivos y
productivos y a su vez se nota el incremento de pérdidas econdémicas. En un
estudio, donde muestras enviadas al Centro Nacional en Servicios de Diagndstico en
Salud Animal, entre Enero de 1992 a Febrero de 1996, se obtuvo una frecuencia de
positivos de 56.53% en 18 estados de la Republica Mexicana (Bracho, C.A. et al.,

2006).
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2.2.1 BoHV-1 en Nuevo Ledn

De acuerdo a un proyecto que se realizo en el afio 2002, se analizaron en total
485 sueros de bovinos de 75 ranchos para IBR, ubicados en 20 Municipios del
estado de Nuevo Ledn, muestreo realizado para la deteccion de anticuerpos de IBR.
La prevalencia global fue de 22.85% y la prevalencia para ranchos fue de 58.70%.
Los Municipios de Andhuac y Ramones presentaron la prevalencia mas alta de

33.33% (Cantu, C.A., 2002).

2.2.2 BoHV-1 en Tamaulipas

En investigaciones en el area de salud animal y epidemiologia de
enfermedades que afectan la reproduccibn en los bovinos, en el Campo
Experimental Aldama se realizo un estudio en el afio 1990, donde fueron
muestreados algunos ranchos del municipio de Aldama donde existian problemas
reproductivos, se encontré una prevalencia del 51% indicando la presencia del virus

en algunas explotaciones.

Se continto con un estudio mediante la prueba de seroneutralizacion con la
finalidad de conocer el comportamiento epidemiolégico y profundizar mas en el
conocimiento de las enfermedades de tipo reproductivo, donde los objetivos fueron
conocer el cambio existente en la prevalencia, asi como aquellos factores que estan
influyendo en la presencia y distribucion de estos padecimientos, dentro de esos
resultados en 1996 donde se muestred ranchos de tres municipios del sur de

Tamaulipas, en un muestreo realizado al azar de 423 hembras bovinas las
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prevalencias fueron altas, Aldama tuvo 51%, Gonzalez 55% y Altamira con 27%

(Covarrubias, C.A., 2002).

2.3 Mecanismos de Propagacion del BoHV-1

El BoHV-1, igual que muchos Alphaherpesvirus, ha desarrollado un ciclo vital
muy complejo que incluye la infeccion de por vida del sistema nervioso periférico del
organismo hospedador (Serra, H. X., 2004).

La entrada principal del BoHV-1 es en cualquiera de las membranas mucosas
de tracto respiratorio superior o genital (segun sea el subtipo del virus). El BoHV-1 se
transmite facilmente en forma directa de un animal a otro, pues gran cantidad de
virus se disemina principalmente por secreciones respiratorias, mediante el aire en
forma de aerosol en distancias cortas, por secreciones oculares y reproductivas de
animales infectados, pero también puede hacerlo en forma indirecta, a través de
personas o equipos (Serra, H. X., 2004; Pidone, C. L., et al., 1999; Muylkens, B., et
al., 2007).

La infeccién genital requiere un contacto directo en el apareamiento. La
transmision genital puede ocurrir mediante el semen contaminado por el virus y la
transferencia embrionaria. La infecciosidad del BoHV-1 permanece estable durante el
almacenamiento del semen en nitrégeno liquido. Se ha observado que no disminuye
la titulacion viral en el semen cuando es almacenado durante un afio (Lata J., 2006).
Se ha podido comprobar que toros serolégicamente positivos sin sintomatologia son
portadores del virus, el que se ha logrado aislar de muestras de semen congelado,
incluso 12 meses después de su almacenamiento a -196° C. Debido a la infectividad

del virus en la criopreservacion, es necesario que los toros usados para inseminaciéon
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artificial estén libres de BoHV-1 (Pidone, C. L., et al.,, 1999; Muylkens, B., et al.,
2007).

La via de entrada natural de la infeccion por BoHV-1 resulta en una
produccion masiva de virus. Nueva progenie de virus son propagados en el moco
nasal excretados en altos titulos y son responsables por la rapida diseminacion de la
infeccion dentro del ganado bovino. La nueva progenie también se extiende dentro
del animal infectado mediante la diseminacion local, la propagacion sistémica por la
viremia ganando acceso a un mas amplio rango de tejidos y o6rganos y
eventualmente la neuroinvasion. El periodo de incubacion varia entre 2 y 6 dias,
pues depende de la dosis, ruta de inoculacion y otros factores. Aunque se acepta
que, para el caso de la IBR, el virus se disemina en las secreciones nasales por
aproximadamente 12-14 dias pi, se ha recuperado el virus en forma intermitente por
un periodo de hasta 578 dias (Pidone, C. L., et al., 1999; Muylkens, B., et al., 2007).

El BoHV-1 infecta y replica en las mucosas del tracto respiratorio superior o de
los genitales antes de entrar en el sistema nervioso o de infectar 6rganos que
alcanza mediante viremia. Las descargas serosas nasales y genitales transportan
viriones de BoHV-1 que pueden transmitir la enfermedad a otros animales. Los
viriones también pueden invadir nédulos y vasos linfaticos e inducir una viremia
asociada a linfocitos que da pie a la infeccion sistémica del animal. Los toros
comienzan diseminando el BoHV-1 del prepucio entre el dia 2 al 7 después de la
primera infeccion intraprepucial. No obstante, la diseminacion espontanea
intermitente del virus se ha observado con frecuencia. Ademas, los toros infectados
de forma latente pueden ser reactivados para que diseminen el virus por el estrés, el

transporte o el tratamiento de corticosteroides. Tales periodos espontaneos o
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inducidos artificialmente la diseminacion del virus intermitente a menudo pasan
clinicamente de forma inadvertida y sin ser detectados por largos periodos, incluso
durante afios después de la infeccion primaria (Pidone, C. L., et al., 1999; Muylkens,

B., etal., 2007).

El semen muy probablemente se contamina por el virus que se replica en la
mucosa del prepucio y del pene, antes que por el virus producido en el testiculo,
epididimo o glandulas sexuales accesorias. El BoHV-1 es excretado en mucha mayor
concentracion en la fase primaria de la infeccién que en fases posteriores cuando la
diseminacién es a menudo intermitente. Se han encontrando en semen titulos virales
algo mas bajos que en los lavados prepuciales. La dosis necesaria para infectar al
ganado después de la inoculacién intranasal o vaginal con una cepa de BoHV-1 ha
sido estimada en que sea 3.2 TCIDsg (Dosis Infectiva en Cultivo de Tejidos 50) (Lata,

J., 2006).

El bovino es el principal reservorio del BoHV-1; sin embargo, muchas especies
de rumiantes caprinos, ovinos, etc., e incluso el cerdo, son susceptibles a este virus
(Pidone, C. L., 1999). Estudios seroepidemiol6gicos se han realizado en otras
especies domesticas o0 de rumiantes silvestres, con el fin de investigar si estos
animales podrian ser reservorios potenciales de BoHV-1. Anticuerpos contra BoHV-1
han sido detectados en muchas especies de rumiantes. Ademas, varios
Alphaherpesvirus de rumiantes relacionados a BoHV-1 han sido aislados y

caracterizados (Thiry, J., et al., 2006).
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Una de las principales diferencias para el control de esta enfermedad es que
los animales infectados transportan al virus de por vida, ya que el BoHV-1
permanece integrado por un periodo indefinido en células preferenciales. En primer
lugar es necesario definir la decision de controlar la enfermedad clinica o eliminar la
infeccion. La vacunacion protege contra la primera pero no contra la segunda. Si se
decide vacunar se debe considerar que la vacunacion no previene la superinfeccion
con cepas de campo, el estado inmunitario que provee una vacuna influye en la
reexcrecion de virus latente, la posibilidad de eventos tales como recombinacion
entre cepa vacunal y de campo y la reversion a cepa virulenta no puede ser excluida,
y salvo que existan marcadores especificos en las cepas vacunales o diferentes
patrones de restriccion de ADN, los anticuerpos resultantes de la vacuna no permiten
la utilizacién de analisis serologicos que diferencien cepas vacunales de cepas de

campo en los programas de control y erradicacién (Pidone, C. L., et al., 1999).
2.4 Taxonomiay Biologia Molecular del BoHV-1
2.4.1 Taxonomia

Los miembros de la familia Herpesviridae son virus DNA que muestran una
exitosa evolucién espectacular. El nombre, derivado del griego )0 Y{(herpein)
“arrastrar o reptar’, se refiere a la caracteristica de las lesiones causadas por dos
comunes herpesvirus humanos: ampollas-fiebre causada por el herpesvirus simple
(HSV), asi como la varicela y el herpes inducido el virus varicela-zoster (VZV). Esta
familia viral incluye cerca de doscientos aislados de huéspedes tan diversos como

los moluscos, peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos. En la naturaleza, la
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mayoria de los herpesvirus son estrechamente relacionados con una unica especie
hospedadora, y casi todos los animales hospedadores investigados a la fecha
confirman infecciones por al menos una especie de herpesvirus. La familia
Herpesviridae est4d dividida en tres subfamilias, llamadas Alpha, Beta vy
Gammabherpesvirinae. La subfamilia Alphaherpesvirinae contiene cuatro géneros:
Simplexvirus, Varicellovirus, Mardivirus e lltovirus. Esta subfamilia incluye virus
caracterizados por una amplia gama de huéspedes, un ciclo de replicacién corto y la
capacidad de inducir infeccione latente, pero no exclusivamente en las neuronas
(Thiry, J., et al., 2006).

El BoHV-1 pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvirinae,
género Varicellovirus, comparte ciertas propiedades bioldgicas con el herpesvirus
simple tipo 1 (HSV-1) y HSV-2. El BoHV-1 contiene tres subtipos 1.1, 1.2a y 1.2b

(Lovato, L., etal., 2003; Pidone, C. L., et al., 1999; Lata, J., 2006).

2.4.2 Biologia Molecular

El BoHV-1, es un virus con genoma DNA de doble cadena consiste en
aproximadamente 136 — 140 pares de kilobases (kbp), presenta una ordenacion del
tipo D que se caracteriza por la repeticidon interna y en orientacion invertida de la
secuencia de unos de extremos de la molécula de DNA, comprendiendo una region
Unica larga (UL) de 104 kbp y una regién corta que contiene un segmento unico (Us)
de 10 kbp flanqgueado por repeticiones terminales invertidas e internas y (IR, TR) de
11 kb cada una. Esto permite que la secuencia Us invierta en relacién a la secuencia

UL, dando asi lugar a dos formas de isomeros del genoma. La secuencia comprende

16



de 67 genes unicos y dos genes, ambos duplicados, en repeticiones invertidas. Asi,
el BoHV-1 codifica al menos 69 proteinas. La mayoria de los genes muestra
homologia en la secuencia y se producen en el mismo orden como con su homologo
el herpesvirus simple 1 (HSV-1). Se ha estimado un 85 % de similitud entre los
BoHV-1 y BoHV-5 y mas del 95 % de similitud entre los BoHV-1.1 y 1.2 (Pidone, C.
L., 1999). Los genes del BoHV-1 han sido nombrados después de su homologo HSV-
1 segun la nomenclatura existente (Serra, H. X., 2004, Lata, J., 2006).

Todos los genes del BoHV-1 son clasificados en dos categorias principales
basados en el impacto de la supresion de un solo gen en la habilidad de los virus
mutantes para crecer en cultivo celular. Los genes no esenciales son aquellos que
permiten un mayor crecimiento in vitro de las correspondiente supresion de
mutantes. Los genes esenciales son los genes cuya supresion conduce a una no
letal replicacion mutante del BoHV-1. La clasificacién de una proteina del BoHV-1 no
siempre es definitva y no necesariamente conservada en relacion a los
Alphaherpesvirus (Muylkens, B., et al., 2007). ElI genoma del BoHV-1 contiene al
menos 10 genes con el potencial para codificar las glicoproteinas gB, gC, gD, gE, gl,
gH, gL, gG, gK y gM. El peso molecular previsto del correspondiente producto de los
genes oscila de 17 a 101 kDa. Sin embargo, sus dimensiones observadas son mas
grandes debido a que contienen N- ademas de oligosacaridos O-ligado y puede
formar estructuras similares a los especificados por HSV-1. Debido a su ubicacion en
la envoltura del virion y en la superficie de las células infectadas, estas glicoproteinas
son objetivos importantes para la respuesta inmune del huésped. Ademas, juegan un
papel importante en la patogenicidad por la mediacion de entrada del viridn en la

célula hospedadora, la fusion celular y la propagacion célula-célula del virus (Lata J.,
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2006). Algunas glicoproteinas también tienen propiedades inmunogénicas, lo que
permite su uso como componentes de vacunas o pruebas de diagnostico. La mayoria
de las glicoproteinas del BoHV-1 ya han sido caracterizadas. EI segmento UL incluye
genes que codifican las glicoproteinas gB (UL27), gC (UL44), gH (UL22), gL (UL1),
gK (UL53) y gM (UL10), mientras que cuatro genes correspondientes a gG (US4), gD
(US6), gl (US7) y gE (US8) son agrupados en una organizacion tandem en el
segmento US. Varias construcciones de virus mutantes han demostrado que gC, gl,
gE, gG y gM son glicoproteinas no esenciales. Por el contrario, la supresion del gen
que codifica cualquiera de gB o gD o gH reduce la capacidad de replicacién in vitro

(Thiry, J., et al., 2006).
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Figura 1. Organizacion del genoma de los Alphaherpesvirus (Thiry, J., 2006).

Los viriones del BoHV-1 presentan cuatro estructuras morfolégicas

diferenciadas. El nucleo compuesto por una molécula lineal de DNA doble-hebra,
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permanece encerrado y protegido por una capside icosaédrica de 100 a 110 nm de
diametro compuesto de 150 hexameros y 12 pentameros, lo cual a su vez esta
rodeada por una capa proteica formada por mas de 15 proteinas distintas llamada
tegumento. La particula virica esta rodeada por una envoltura lipidica que contiene
proteinas viricas en su mayoria glicosiladas. El virion esta compuesto por mas de 30
proteinas distintas, entre las glicoproteinas gB, gC y gD son las mas abundantes. Un
virion maduro mide entre 120 a 300 nm de didmetro (Serra, H. X., 2004; Thiry, J., et

al., 2006).
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Figura 2. Morfologia de un virion de Herpesvirus (Serra, H. X., 2004).

La gD es la glicoproteina mas importante involucrada en la neutralizacion.
Aparentemente es esta glicoproteina la responsable de la penetracion del virus en la
célula huésped y también se le atribuye participacion en la adsorcion viral y la fusién
celular. La gD es considerada como esencial en el BoHV-1 mientras no es codificada

por el virus Varicela-Zoster (VZV) y no es esencial en el virus de la enfermedad de
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Marek’s (MDV). La gE se conoce como una proteina no esencial en el BoHV-1
mientras es esencial en VZV (Muylkens, B., et al., 2007). La gC participa como
responsable de la union inicial del virus a receptores similares a la heparina sobre la
superficie de las células permisivas y la gB interferiria con proteinas celulares
responsables de efectos citopaticos (ECP) ocasionados por la infeccién con el BoHV-

1 (Pidone, C. L., et al., 1999).

2.4.2.1 Replicacion Viral

El BoHV-1 entra a las células por fusién de su envoltura con la membrana
plasmatica celular, en un proceso independiente de pH y dependiente de la unién de
glicoproteinas virales presentes en la envoltura del virus con los receptores en la
membrana celular. La infeccién de las células permisivas por el BoHV-1 es iniciado
por un proceso de entrada de tres pasos. El primero es la interaccién que implica
baja afinidad de la adhesion del virus entre la gB y/o la gC a las estructuras de la
superficie celular como mitades azlcar heparan sulfato. Esto es seguido por la union
estable de la gD del BoHV-1 a receptores especificos celulares. Una extensa
seleccion de receptores han sido identificados como objetivos potenciales para la
interaccion de la gD en diferentes alphaherpesvirus. Aunque este amplio repertorio
incluye por lo menos cuatro clases de moléculas, solo nectin-1 (un miembro de la
superfamilia de inmunoglobulinas) sirve como receptor de entrada para BoHV-1.
Después de esta interaccion de alta afinidad entre gD y receptores celulares, la
subsecuente penetracion del virus ocurre por fusion a la envoltura del virion con la
membrana plasmatica. Este proceso crucial requiere por lo menos la participacion de
cuatro glicoproteinas del BoHV-1: gD, gB, gH y gL.
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La proteina del tegumento VP16 (proteina del virion 16) conocida como a-TIF
(factor transactivador de los genes alfa) del BoHV-1, es responsable del inicio de la
expresion génica por la transactivacion de los genes (alfa genes) inmediatos
tempranos (IE) del BoHV-1. La expresion génica del BoHV-1 es regulada
temporalmente durante la infeccion. Luego del ensamblaje, los viriones abandonan el
nacleo y se dirigen hacia la membrana citoplasmatica externa por procesos de
gemacion a partir de membranas intracitoplasmaticas, adquiriendo su envoltura y
tegumento. Luego son transportados dentro de vesiculas intracelulares a la
membrana citoplasméatica para su posterior liberacidon de la célula. La cascada de la
expresion genética incluye la cinética expresion de tres genes, dando lugar
sucesivamente IE, tempranos (E), y tardios (L). Ellos codifican proteinas involucradas
respectivamente y principalmente en la regulacion del ciclo viral en la replicacion del
DNA viral y en la morfogénesis de nuevos viriones (Muylkens, B., et al., 2007; Ruiz,

J., etal., 2008).

2.5 Modelos de Infeccion del BoHV-1
2.5.1 Infeccién Aguda

La gravedad de la enfermedad causada por el BoHV-1 es influenciada por
varios factores tales como la virulencia de la cepa del BoHV-1, resistencia del
huésped, especialmente la edad y el presente potencial de la infeccién bacteriana.
Las infecciones subclinicas del BoHV-1 son comunes, varias cepas muestran poca
capacidad para inducir signos clinicos y se clasifican como cepas virulentas débiles,
estos cuadros clinicos discretos también pueden ser explicados por la infeccion

primaria de becerros pasivamente inmunes en paises donde el BoHV-1 es endémico.

21



La inmunidad del calostro se sabe que protege eficazmente animales infectados de
los signos clinicos (Muylkens, B., et al.,, 2007). Los subtipos del BoHV-1 estan
asociados a diversos cuadros clinicos, el subtipo 1.1 (causa infecciones respiratorias
y abortos), 1.2 (causa infecciones respiratorias y genitales) incluyendo también el
1.2ay 1.2b. (Serra, H.X., 2004; Wang, J., et al., 2006; Vogel, F.S.F., et al., 2004).

La rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) es una infeccion contagiosa y aguda,
los animales infectados presentan fiebre (40.5 — 42° C), depresidn, inapetencia,
descenso en la produccion lactea, abundante flujo nasal y emaciacion. Las lesiones
comunmente se describen como rinotraqueitis necrdtica aguda, faringitis vy
laringotraqueitis. La mucosa nasal es observada hiperémica (red nose) con
pequefias pustulas necroticas, también se puede observar conjuntivitis unilateral o
bilateral que puede confundirse facilmente con una queratoconjuntivitis causada por
Moraxella bovis, abundante lagrimeo y opacidad corneal. Los signos concuerdan con
la respuesta inflamatoria y el epitelio dafiado por el BoHV-1 en sitios de replicacion
primaria. En los casos de una infeccibn mas aguda la necrosis evoluciona y forma
grandes zonas hemorragicas y ulceraciones en la mucosa provocando posibles
infecciones secundarias que pueden ocasionar una bronconeumonia, las lesiones de
la cavidad nasal son cubiertas por una membrana diftérica de color cremoso y el flujo
nasal se convierte a mucopurulento acumulandose en las vias respiratorias. El
animal posteriormente padece disnea, respiracion por boca, salivacion y profunda tos
bronquial. En los casos de infecciones mas agudas la IBR presenta una morbilidad
del 100% y una mortalidad del 10% (Pidone, C. L., et al., 1999; Serra, W.X., 2004;

Muylkens, B., et al., 2007).
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Figura 3. Signos clinicos en animales infectados por IBR.
(A) Bovino en fase aguda con secrecién nasal cristalina. B) Bovino con congestion hemorragica en
la nariz y salivacion profusa. (C) Bovino con conjuntivitis (Serra, W.X., 2004).

La forma genital del BoHV-1 es generalmente transmitida en el apareamiento.
Los nombres dados a las enfermedades que afectan a la vaca y al toro describen
claramente los cuadros clinicos observados. En las vacas infectadas se presenta la
vulvovaginitis pustular infecciosa (IPV), presentan fiebre, depresion, anorexia y
micciones frecuentes y dolorosas, la vulva se observa edematosa e hiperémica, la
mucosa genital presenta pequefias pustulas de necrosis que pueden evolucionar y
presentar grandes ulceras, en los casos mas agudos las ulceraciones pueden
presentar infecciones bacterianas secundarias, flujo mucopurulento, intensa
inflamacion del tracto reproductor de la vaca, endometritis, infertilidad transitoria. Los
animales rehdyen rechazan totalmente la copula cuando las lesiones son extensas y
de tipo agudo. La fase aguda de la enfermedad suele durar de 2 a 4 dias y las
lesiones desaparecen de 10 a 14 dias después. La infeccion causada por el BoHV-1
puede provocar aborto en vacas gestantes generalmente entre el 4° y 8° mes de

gestacion después de un periodo de incubacion de 3 a 6 semanas y hacerlas
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susceptibles a desarrollar la enfermedad de IBR. Los fetos abortados presentan
autolisis, coloracion parduzca, tejidos friables, lesiones constantes en el higado y
fluidos en las cavidades corporales como hallazgos caracteristicos. Las cepas
BoHV-1.1 y BoHV-1.2a han sido asociadas con un potencial abortigeno. En los toros
se presenta la balanopostitis putular infecciosa (IPB), la sintomas son orquitis,
inflamacion en el pene y prepucio (Pidone, C. L., et al., 1999; Serra, W.X., 2004;

Muylkens, B., et al., 2007).

£

Figura 4. Forma genital de la infeccion por BoHV-1.

(A y B) vulvovaginitis pustular infecciosa IPV. (C) balanopositis pustular infecciosa
IPB. (D) hemorragia extensa y ulceracion en la mucosa del pene y prepucio (Serra,
H.X., 2004; Vogel, F.S.F., 2004).

En los terneros durante la gestacion o al poco tiempo de nacer, pueden llegar

a infectarse por el BoHV-1, desarrollan una infeccion sistémica, descargas oculares y
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nasales, insuficiencia respiratoria, lesiones necroéticas en la mucosa del aparato
digestivo, peritonitis, diarrea difusa, incoordinacion y convulsiones que normalmente
provocan la muerte. Los terneros privados del calostro estan principalmente en
riesgo. La salivacion excesiva y la diarrea son consecuencias de la replicacion del
BoHV-1 en el epitelio de los 6rganos digestivos que no son objetivos comunes para
el BoHV-1. Se observan varias lesiones como glositis, esofagitis y una ruminitis
aguda necrotizante. El resultado es fatal dentro de 4 a 5 dias, los terneros mueren en
estado moribundo (Pidone, C. L., et al., 1999; Serra, W.X., 2004; Muylkens, B., et al.,

2007).

2.5.2 Infeccidon Latente

Una vez que el BoHV-1 ingresa al organismo y se multiplica en el sitio de
infeccion, se desplaza a través de prolongaciones nerviosas hacia los ganglios
trigémino y sacro lumbares, siendo estos los sitios primarios en donde permanece en
un estado latente. Los nédulos linfaticos, la mucosa nasal, tejido esplénico y las
células mononucleares de sangre periférica, se ha evidenciado que también se
consideran sitios de latencia aun en ausencia de la enfermedad productiva. Los
viriones pueden entrar en el sistema nervioso fusionando su envoltura con la
membrana plasmatica de las neuronas que inervan el tejido infectado, dentro de la
neurona, la nucleocapside y parte del tegumento se desplazan a través de los
microtubulos de los axones mediante transporte retrogrado hasta alcanzar el soma,
en el soma de la neurona, la nucleocapside inyecta el genoma viral en el nucleo
entrando en un estado de transcripcion restringida, el cual le permite evadir la
respuesta inmune del huésped y el BoHV-1 establece entonces una infeccion latente
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de por vida en el organismo hospedador. Otros sitios en el organismo como el tejido
epitelial y leucocitos, también se citan como lugares de alojamiento viral. La latencia
se define como un periodo durante el cual no es posible detectar virus infecciosos
mediante los procedimientos estandar de aislamiento viral, y en general tampoco
hay expresion de los genes virales necesarios para el establecimiento de una
infeccion productiva. La reactivacion del virus puede ocurrir o ser inducida por
estimulos naturales o artificiales como el estrés, parto, transporte, tratamientos
inmunosupresores con corticosteroides, superinfeccion con otros virus 0
microorganismos, irradiacion ultravioleta, tratamiento con ciclosfamida, etc, y
consiste en la reactivacion del genoma viral latente y se sintetizan nuevos viriones
gue mediante transporte anterdégrado alcanzan y reinfectan las células epiteliales
periféricas, culminando en recurrentes transmisiones del virus a animales no
infectados generalmente sin signos clinicos. La reactivacion inducida por los
glucocorticoides (dexametasona) se origina como consecuencia de un mecanismo
indirecto via supresion de funciones de neutrofilos y linfocitos. Generalmente no se
presentan signos clinicos durante la reexcrecion del virus latente. Una vez reactivado
el BoHV-1 en las neuronas del ganglio trigémino, inicia un nuevo ciclo de replicacion.
Después de la reactivacion viral es posible evidenciar la expresioén de genes virales
en neuronas sensoriales infectadas y aislar el virus infeccioso del ganglio trigémino y
secreciones nasales, oculares, etc. Por analogia a observaciones en la latencia y
reactivacion del HSV-1, se cree que el sistema inmune juega un papel importante en

el ciclo latencia-reactivacion del BoHV-1.
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En contraste con los 70 u 80 genes virales que se expresan durante una infeccion
litica de células bovinas, la expresidn de estos genes disminuye drasticamente
durante la latencia. Los animales con bajos niveles de inmunidad especifica
muestran signos clinicos mas severos y excretan mayores niveles de virus luego de
la reactivacion. La latencia es una de las caracteristicas principales que condicionan
la patogenia del BoHV-1 (Pidone, C. L., et al., 1999; Serra, W. X., 2004, Lata, J.,

2006; Muylkens, B., et al., 2007; Ruiz, J., et al., 2008).

2.6 Diagndéstico

En el aspecto clinico, un sintoma muy caracteristico de la enfermedad del
BoHV-1 es la formacion de pequefias lesiones necréticas blanquecinas en las
mucosas nasales, genitales y en la conjuntiva ocular. Un diagnostico etiolégico
especifico del BoHV-1 ademas del examen e historial clinico, requiere el aislamiento

del virus y el resultado confirmatorio de pruebas de laboratorio (Serra, H. X., 2004).

Las pruebas serolégicas se pueden utilizar para diferentes fines: para
diagnosticar una infecciébn aguda, para demostrar la ausencia de infeccion, para
determinar la prevalencia de la infeccion en estudios seroepidemioldgicos, para
apoyar programas de erradicacion y el control subsiguiente y para propédsitos de
investigacién. Las pruebas utilizadas mas ampliamente para la detecciébn de
anticuerpos son las de neutralizacion del virus y varios tipos de
enzimoinmunoensayos (ELISAS). Los anticuerpos se pueden detectar en la leche con
un método ELISA. Los métodos ELISAS, incluyendo el gE-ELISA, se utilizan cada

vez mas para detectar anticuerpos en muestras de leche entera, pero presentan
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algunas limitaciones. Se ha informado del estudio de muchas variantes de esta
técnica que incluyen el formato directo, indirecto y de competencia, los beneficios de
esta prueba son la rapidez para la realizacion de la misma, el costo y la sensibilidad,
y algunas deficiencias son que no distingue entre anticuerpos naturales y los
vacunales y que es de baja especificidad. También hay disponible una prueba
indirecta que es la técnica de seroneutralizacion la cual se basa en buscar
anticuerpos especificos contra el virus, ademas de ser sensible y de poder distinguir
entre anticuerpos vacunales de los naturales (Serra, H. X., 2004; OIE., 2008).

La técnica de Aislamiento Viral se realiza empleando varios tipos de cultivos
celulares, identificAndose luego el agente etiolégico por medio de otras pruebas
inmunoldgicas. Los cultivos celulares se observan diariamente para ECP. Se
caracteriza por la agrupacion de células redondeadas en forma de racimos que se
juntan alrededor de un hueco en la monocapa; a veces, se pueden observar células
gigantes con varios nucleos. Para aislar los virus, se pueden utilizar varios tipos de
cultivos celulares. Resultan adecuadas las células primarias o secundarias de rifidén
de bovino, de pulmén o de testiculos, las cepas celulares derivadas de pulmon fetal
bovino, cornetes nasales o traquea, y las lineas celulares establecidas, como la linea
celular Madin-Darby de rifidn bovino (MDBK). Una de sus desventajas es en el
tiempo para obtener los resultados de la prueba que es alrededor de 7 dias (Pidone,
C. L., etal, 1999; OIE., 2008).

La prueba de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) que sirve para
amplificar e identificar alguna region del genoma del DNA viral de alguna muestra
extraida, es una prueba con alta especificidad, es rapida comparada con el

aislamiento ademas de tener menos riesgos de contaminacion, esta técnica es
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desarrollada pasa usarse en diferentes tipos de muestras clinicas lo que la distingue
de ser una prueba muy versatili comparada con otras pruebas de diagnostico.
Ademas, tiene un limite de deteccion de tan solo tres moléculas. En comparacion
con el aislamiento de virus, la PCR tiene la ventaja principal de que es mas sensible
y mas rapida: puede realizarse en 1-2 dias. La desventaja es que es facil de
contaminar y por consiguiente hay que tomar medidas para evitar falsos resultados
positivos. Hasta la fecha la PCR se ha utilizado principalmente para detectar DNA del
BoHV-1 en muestras de semen infectado artificial o naturalmente (Serra, H. X., 2004;

Kahrs, R.F., 2001; Pidone, C. L., et al., 1999; OIE., 2008).

Otras pruebas empleadas de forma directa son la inmunohistoquimica y la
inmunofluorescencia. La inmunofluorescencia es una técnica muy empleada cuya
ventaja principal es la rapidez del diagnostico, el cual no necesita una posterior
caracterizacion viral, una de sus desventajas puede ser menos sensible que el
aislamiento viral. Los subtipos 1 y 2b del BoHV-1 se pueden diferenciar mediante
anticuerpos monoclonales, por inmunofluorescencia, radioinmunoprecipitacion,
inmunoperoxidasa o pruebas de inmunotransferencia. El andlisis con endonucleasas
de restriccion permite diferenciar entre todos los subtipos reconocidos de BHV1

(Serra, H. X., 2004; Kahrs, R.F., 2001; Pidone, C. L., et al., 1999; OIE., 2008).

La prueba de real time PCR ha sido desarrollada para detectar el BoHV-1 en
semen de bovinos destinados al comercio. Numerosos estudios han demostrado que
las pruebas de PCR son mas sensibles que el aislamiento viral. La prueba de real
time PCR se ha utilizado para la deteccion del BoHV-1 en bovinos infectados

experimentalmente y en ratones. La prueba de real time PCR difiere del PCR
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estdndar en que los productos PCR amplificados son detectados directamente
durante el ciclo de amplificacion utilizando una sonda de hibridacion, que mejora la
especificidad e la prueba. Las pruebas de real time PCR tiene varias ventajas sobre
los métodos de PCR convencionales, real time PCR usando solo un par de primers
es capaz de proporcionar una sensibilidad cercana o igual a los métodos de nested
PCR con un riesgo mucho menor de contaminacion. La amplificacion y deteccién del
objetivo es llevado a cabo de forma simultanea. No hay una post-amplificacién en el
manejo del producto de PCR, lo que reduce significativamente el riesgo de
contaminacion, y es posible para realizar analisis cuantitativos con sistemas de real
time PCR. Esta prueba de real time PCR es capaz de detectar el DNA viral de todas

las cepas del BoHV-1, incluyendo el subtipo 1y 2, de semen de bovino (OIE., 2008).

El desarrollo de estas y otras posibles técnicas de diagndstico es fundamental
para lograr la prevencion, el control y la erradicacion de esta enfermedad (Pidone, C.

L., etal., 1999).
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3 Materiales y Métodos

3.1 Lugar de realizacién de la investigacion
El trabajo experimental se realiz6 en el Laboratorio del Departamento de Virologia
Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leon (coordenadas +25° 47' 2.58", -100° 17' 12.70", Google
Maps, 2009) vy en el Laboratorio de Cultivo de Células del Laboratorio Central
Regional de Monterrey del Comité para el Fomento y Proteccién Pecuaria del Estado

de Nuevo Ledn (coordenadas +25° 40" 45.38", -100° 14' 48.77", Google Maps, 2009).

3.2. Caracteristicas de los hatos y bioseguridad

Los ranchos sometidos al estudio tienen mas de 15 afios de haberse
constituido con su actual duefio. EI nimero promedio de bovinos por hato fue de
168.2. La condicion corporal general se estim6 ocurrié entre 3 y 4 al momento del
muestreo. En todos los casos, los animales se alimentan de un agostadero con
suplementacibn a base de sales mineralizadas de forma no constante y/o
administradas cuando, a criterio del manejador, los animales muestren una condicion
corporal pobre. Todos los ranchos son hatos “abiertos”, es decir permiten el ingreso
de animales de otras fuentes en nimero variable que oscila entre 5-15 animales a
intervalos irregulares; ademas animales de estos hatos, que los han mostrado en
exposiciones y ferias ganaderas, han retornado al rancho sin realizar pruebas de
laboratorio contra enfermedades y/o cuarentena. El manejo en general, es el tipico
aplicado en la region en el cuél se incluyen vacunacion dos veces al afio contra

enfermedades clostridiales, desparasitacion interna contra nematodos y externa
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contra garrapatas. Los bafios anti-garrapatas se realizan en promedio cada 2 meses.
No obstante, en la mayoria de los hatos se decide la aplicacion de agentes quimicos
acaricidas acorde al grado de infestacion y criterio del administrador, por lo que se
realiza de forma irregular durante el afio. La proporcion de bovinos muertos debido a
enfermedades trasmitida por garrapata en los ranchos se estimoé ocurre en rangos de
15-25% durante todo el afio. La aplicacion de vitaminas u otros coadyuvantes de
desarrollo se aplican dos veces al afio y coincide con, ya sea la vacunaciéon anti-
clostridios y / 0 desparasitacion interna. En ocasiones la aplicacion de vitaminas se
realiza a discrecion a ciertos animales con signos evidentes de desnutricibn o
enfermedad. La administracién parenteral de medicamentos se realiza mediante el
uso de agujas que se comparten entre varios animales. En todos los casos, los
administradores refieren la eventual pérdida de la “cadena fria durante el manejo y
aplicacion de biologicos. Tanto los quimicos como los biol6gicos son obtenidos de
diferentes fuentes comerciales dependiendo del costo y disponibilidad de recursos.
Todos los hatos estan inscritos en los programas oficiales de control y erradicacion
de tuberculosis (Tb) y brucelosis (Br) y desde 4 afios cuentan con status de hato libre
contra estas enfermedades. Los animales que ingresan a sus respectivos hatos solo
se les requisa que procedan de hatos libres de Tb y Br y que los mismos resulten
negativos acorde a la papeleria oficial. No se realizan la cuarentena ni el analisis de
laboratorio para determinar el estado sanitario con respecto a patologias infecciosas,
particularmente reproductivas y en especial contra el BoHV-1. Bajo entrevista con los
manejadores de cada uno de los hatos, todos los hatos analizados contaban con
antecedentes de haber sido vacunados contra BoHV-1 y otras enfermedades

reproductivas y respiratorias, pero no existe un esquema de vacunacion ni datos de
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fechas exactas de vacunacion. En todos los casos, se refiere a que la dltima vez que
administraron vacunas contra BoHV-1 y otras enfermedades respiratorias y
reproductivas fue hace mas de un afio y que no se practicé la revacunacion.
Igualmente, no existen datos sobre el tipo de vacuna, laboratorio 6 marca. La
vacunacion contra el Complejo Respiratorio Bovino (CRB) no es frecuente ni
consistente, en cada uno de los hatos no se cuenta con estudios serolégicos previos
frente al BoHV-1. Bajo encuesta, a los manejadores de cada uno de los ranchos,
aparentemente no ocurren antecedentes de tasas elevadas de fallas reproductivas,
sin embargo esa informacion no fue cuantificada para el propésito de este estudio.
En todos los ranchos, se reporto el uso frecuente de tecnologias de reproduccién en

bovinos (Inseminacion Atrtificial [IA], Transferencia de Embriones [TE]).

Se determiné que en los ranchos estudiados no cuenta con un plan de
bioseguridad contra BoHV-1 y otras enfermedades reproductivas y respiratorias.
Entre otros, no se aplica cuarentena a los animales de recién ingreso, no existen
protocolos de vacunaciéon definida, los animales salen y entran (exposiciones) sin
analisis de laboratorio previos, entre otros. En todos los casos, los hatos cuentan con
otras especies de animales entre los que se incluyen equinos, caninos, cierta fauna
nociva (roedores, coyotes, crotalidos) y aves domésticas (gallinas) y silvestres
(acuaticas y no acuaticas). El rancho no cuenta con un médico veterinario de base y
los problemas relativos al manejo de enfermedades se realiza bajo consulta a
diferentes instancias. Dada la imposibilidad de determinar si los anticuerpos anti-
BoHV-1 en un animal proceden de infecciones de campo o de vacunaciones previas

0 ambas, se considero que todos los hatos son seropositivos y que cuando menos
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contenian un animal seropositivo al virus. Un estudio previo de los hatos analizados
en la zona de estudio determind que mas del 80% de los hatos son seropositivos y
gue hatos con mas de 100 bovinos tienen una probabilidad mayor de riesgo de

seropositividad (Dominguez, D.D., 2009).

3.3 Muestras
3.3.1 Numero de muestras y procedencia

Se incluyeron 65 muestras de fluido seminal de igual nUmero de ejemplares
bovinos usados como sementales. Los animales procedian de 15 hatos cuyo fin
zootécnico es la produccion de animales de registro. Las razas de los bovinos
correspondieron a la Beefmaster, Charbray, Simbrah y Charolais. La edad promedio
de los animales fue de 45 meses. Los hatos analizados estan ubicados en los
Municipios de China, Dr. Gonzalez, General Bravo y Vallecillo del Estado de Nuevo

Ledn y en Ciudad Mier del Estado de Tamaulipas.

3.3.2 Colecciéon y manejo de las muestras
3.3.2.1 Coleccién mediante el uso del Electroeyaculador

La coleccion de muestras del liqguido seminal se realizé con la ayuda de un

electroeyaculador (www.minitube.com). EIl estimulo eléctrico consistié en una serie

de repeticiones de descargas que variaron entre 5-9 Volts y el tiempo de duracion de
cada repeticion varié entre 30 y 60 segundos segun las condiciones naturales de

cada animal; el procedimiento de extraccion se realizo bajo medidas sanitarias. El
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semen se captd en bolsas plasticas estériles de 10x15 cm en un brazo recolector
(figura 5), posteriormente €l semen fue depositado en tubos de vidrio estériles de 7
ml previamente identificados. Las muestras fueron transportadas al laboratorio en
condiciones de refrigeracion con la ayuda de geles refrigerantes almacenados en una

hielera de poliuretano.

Figura 5. Obtencion de fluido seminal mediante electroeyaculacion de un

semental bovino.
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3.3.2.2 Manejo de las Muestras

Para el manejo de cada una de las muestras se siguieron las
recomendaciones descritas por la OIE (OIE., 2008). En el laboratorio, el semen
fresco fue depositado en tubos conicos de plastico (Falcon®) y agitado brevemente
durante 5 minutos a temperatura de cuarto, posteriormente los tubos fueron
centrifugados a 1,500 g durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue recolectado y
filtrado a través de una membrana de 0.45um (Acrodisc® Syringe Filters, PALL Co.).
Las muestras fueron distribuidas en alicuotas de 1ml en tubos conicos de plastico
(Eppendorf®) de 1.5 ml y previa identificacion fueron almacenados a -70°C hasta su

uso.

3.4 Cultivo de células MDBK
3.4.1 Control de calidad de suero fetal bovino (SFB)

Este procedimiento se baso en el protocolo estandar de trabajo recomendado
por el laboratorio de Diagndstico del Instituto de Virologia de la Universidad de
Giessen, Alemania (Clave: DL-AV-008/2/FBS, M. Konig; 2010). El objetivo principal
de este protocolo consiste en evaluar la capacidad del SFB para el desarrollo y
mantenimiento de las células indicadoras (MDBK), con el propdésito de: determinar la
presencia de BoHV-1 en el SFB empleando en el aislamiento viral, comprobar la
existencia de anticuerpos neutralizantes contra BoHV-1 utilizando la técnica de
seroneutralizacion y aplicar la prueba de PCR para evidenciar DNA viral en el SFB

empleado.
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3.4.2 Linea celular y su cultivo

Se empled la linea celular de rifidén de bovino “Madin-Darby” (MDBK) (CCL 22,
NBL-1) de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC). La linea celular fue
analizada para determinar la ausencia de los virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV)
citopaticos y no citopaticos, del Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1) y de bacterias y
micoplasmas. El manejo de las células se realizo bajo una campana de flujo laminar
de nivel Il de bioseguridad (Labconco®). Las células MDBK se cultivaron ya sea en
platos para cultivo de células (Corning®) de 100x20 mm ¢ en frascos para cultivo de
células (Corning®) de 75 ml. Las condiciones de incubacion consistieron en una
atmosfera humeda con 5% de CO2 a 37°C en medio esencial minimo
(MEM)(DMEM/F12+GlutaMAX™-) adicionado con 10% de SFB (Gibco®) (inactivado
a 56°C durante 30 min.) y antibidticos (Penicilina 0.04g/l, estreptomicina 0.07g/l, y
Anfotericina B 0.25g/l). La dilucion celular de trabajo para el pasaje de las células fue
de 1:10 (1ml de 10 de suspension celular [1 x 10’ /ml] en 9 ml del medio de cultivo
listo para su uso); transcurrido 24 horas de haber realizado el pasaje se reemplazé el
medio de cultivo por medio de cultivo nuevo. El crecimiento celular fue observado

diariamente durante 3-5 dias.
3.4.3 Disgregacion celular

La disgregacion celular fue llevada a cabo mediante el uso de una mezcla de
Tripsina al 0.05% y EDTA-4N en solucion salina balanceada de Hank’s (Gibco®).
El proceso consistio en retirar el medio de cultivo del plato o frasco de cultivo e
inmediatamente depositar 5 ml de la mezcla tripsina /EDTA. Se dejo incubando

durante cerca de 2 min a 37°C, con observacion contante hasta observar el efecto
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caracteristico de la accién de la tripsina. Trascurrido el tiempo y bajo previa
observacion de efecto se retiran con cuidado los 5 ml de la mezcla tripsina/EDTA.
Enseguida se golpetea suavemente la caja de cultivo hasta desprender las células.

Las células se resuspenden en 5 ml de MEM para su posterior conteo.
3.4.4 Conteo celular

El método de conteo celular se empled para determinar el nimero de células
gue a su vez fueron utilizadas en la seroneutralizacion, titulacion viral y congelacion,
ademas debido a que en el método se utiliza un colorante vital (azul tripan) se puede
observar microscopicamente las células muertas y calcular el porcentaje de células
muertas de un determinado cultivo.

El conteo de realiz6 con la ayuda de camara de conteo (camara de Fuchs-
Rosenthal) almacenada en Etanol 70% (v/v). La camara, previo a su uso, fue
perfectamente secada y sobre la parte superior se coloco un cubreobjetos de tal
forma que quede unida a la superficie de la cAmara sobre la zona cuadriculada para
el conteo.

La mezcla de la suspension celular y la solucion del azul tripan se
homogenizaron muy bien con la ayuda de una micropipeta. Se tomaron de 20 a 50 pl
de la suspension y se colocaron entre el espacio del cubreobjetros y la camara, la
accion se realiz6 con cuidado hasta que la suspension logré alcanzar el extremo
opuesto del cubreobjetos. Para la realizacion del conteo celular se dejo en reposo
durante 1-2 min hasta lograr la sedimentacion de las células.

El conteo celular se llevo a cabo bajo el microscopio éptico invertido a un

aumento de 100x. EIl conteo se realizé en los 4 cuadrantes mayores en forma
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diagonal (cuando la camara tenga 16 cuadrantes). Se contaron todas las células
vivas, es decir las células no tefiidas de azul, morfolégicamente intactas que se
encontraban dentro del cuadrante a contar, asi como las que se encontraban en la
linea media izquierda y de abajo (Conteo en forma de L). En la figura 6 se muestran
los cuadrantes a contar de la camara y las lineas de conteo de cada cuadrante. Las
células contadas en cada cuadrante se anotaron en el protocolo y finalmente se
sumaron. Si se encuentran menos de 20 o mas de 100 células por cuadrante se
debera repetir la diluciébn (mayor o menor dilucién). Si existen mas de un 10% de
células danadas se debera repetir nuevamente la resuspension celular y hacer
nuevamente el conteo celular. El porcentaje de células dafiadas (tefiidas de azul)

deberan estimarse y anotarse en el protocolo.
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Figura 6. Conteo celular en camara de Fuchs-Rosenthal.
A) Los cuadros sombreados son los considerados para el conteo de células.
B) Cuadro de la camara de conteo. Las células (o) sobre las lineas superior y
derecha no se contabilizan, Las células ( e ) ubicadas sobre las lineas
izquierdas e inferiores se toman en cuenta para el calculo (conteo en forma
de “L”) (M. Kdnig; 2010).
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3.4.4.1 Célculo del nimero de células

El volumen total que se puede colocar en una camara de Fuchs-Rosenthal es
de 3.2 pl (4 mm x 4 mm x 0.2 mm). De ahi que se tiene que realizar el siguiente
calculo para determinar el nimero de células por mililitro:

n x4 xV x1000/3.2 = células / mi

n xV x 1250 = Células/ ml

Donde: n= Células en los 4 cuadrantes
V= factor de dilucién (i.d.R. 1:10)

3.5 Cepa control de BoHV-1

Para la realizacion del estudio se uso como referencia la cepa Cooper-1
[Colorado-1] del BoHV-1 (ATCC: VR864™ ]. Esta cepa fue aislada en 1955 a partir
de un brote de enfermedad respiratoria (Rinotraqueitis) (York, C.J., et al., 1957). La
cepa viral se mantuvo a -70° C y fue activada en células MDBK previo a la ejecucion

de cada protocolo.
3.6 Aislamiento viral en cultivo de células.

El aislamiento del BoHV-1 se realizo de acuerdo al protocolo establecido por la
OIE con ligeras modificaciones (OIE., 2008). De las muestras de plasma seminal
fresco o congelado se diluyeron 200 pl en 2ml de SFB (Gibco®, Invitrogen®)

inactivado, con antibiéticos y libre de anticuerpos (anti-herpes) y virus.

La mezcla se agitd vigorosamente y se incub6 durante 30 minutos a
temperatura de cuarto (22-25° C). Después se inocularon 200 pl de la mezcla semen-
suero en una monocapa de células MDBK con 80% de confluencia en una placa de

cultivo de tejidos de 24 pozos (Corning®). Para cada muestra se hicieron tres
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repeticiones incluidos controles positivos y negativos. Se tuvo la precaucion para
evitar contaminaciones cruzadas durante el proceso. La monocapa celular se incubé
durante una hora a 37.5° C, con una atmosfera humeda, a 37°C y 5% de CO; en el
medio ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion se desecho el sobrenadante y
enseguida la monocapa fue lavada 2 veces con MEM sin SFB y antibioticos.
Finalmente se adicionaron 200 ul de “medio de mantenimiento” que se compone de
medio MEM mas 5% (v/v) de SFB y 1% (v/v) de la mezcla de antibittico y
antimicético. Las monocapas celulares se observaron diariamente durante 3-5 dias
bajo microscopio 6ptico invertido con el fin de observar el efecto citopatico (EC)
caracteristico del virus. El sobrenadante de los cultivos positivos con EC fue obtenido
y congelado a -70°C hasta su uso posterior en el PCR, re-amplificacion 06
seroneutralizacién. Aquellas muestras que no presentaron EC hasta 5 dias, fueron
sometidas a 3 pasajes “ciegos” (100ul por pocillo) consecutivos, después de lo cual

fueron consideradas negativas.
3.7 Titulacién viral de la cepa control y de los aislados virales de campo

Este método se desarrollo bajo una campana de flujo laminar de nivel Il de
bioseguridad de caracteristicas previamente descritas. Las titulaciones virales se
realizaron en platos de cultivo de 96 pozos (Falcon™). Se colocaron 100 pl de medio
de cultivo sin suero fetal por pozo. Se agregaron 25 pl del stock viral en la columna
numero uno por ocho repeticiones y se realizé una dilucion quintuple seriada.
Después de esto se colocé una suspension celular de 100 pl (2.5 x 10° MDBK-
células /ml en medio de cultivo con 10% de SFB) por pozo. Los platos se incubaron

durante 72 horas con 5% CO, a 37.5°C, como se sefialo previamente. Los
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resultados de la titulacion se observan mediante por el reconocimiento de placas
liticas en las células de cultivo. El calculo de la Dosis infectiva del 50% en cultivo de
tejidos (TCIDsp) se realizé empleando la formula de Spaermann y Karber (Thrusfield,
M., 2007): logEDso=L-d(ZP — 0.5)

Donde:

L= logaritmo de la dilucion mas alta en el cuél ocurra dafio citopatico

d= diferencia entre el logaritmo del factor de dilucion

2 P= sumatoria de la proporcion pozos “positivos” (que muestran efecto

citopatico).

3.8 Ensayo de Seroneutralizacion viral

Esta prueba serolégica se basa en la deteccién cuantitativa de anticuerpos
neutralizantes frente al BoHV-1 utilizando células indicadoras y una cepa viral de
referencia con titulo previamente conocido. El procedimiento se baso en el protocolo
DL-AV-044/1/SNT, establecido en el laboratorio de Diagnostico del Instituto de
Virologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Giessen
(Konig, M., 2010). Este incluy6 la desnaturalizacion inicial de los sueros problema y
controles a 56°C durante 30 minutos. Enseguida, en una placa de 96 pozos de fondo
plano para cultivo celular (Corning®,) se colocaron 150ul del medio de cultivo en los
pozos H1 y H2 y en el resto de los pozos de la placa se colocaron so6lo 100ul del
medio de cultivo con la ayuda de una micropipeta multicanal; a continuacion se
depositaron en los pozos A3 y B3 50ul del suero control positivo (CP) anti-BoHV-1 y
en los pozos A4 y B4 50ul de suero control negativo (CN). Los sueros de los pocillos
B3 y B4 se diluyeron 1:3 seriadamente como a continuacion se describe. Se tomo la

precaucion de mezclar con cuidado el contenido de los pozos del B3 y B4 con
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puntillas estériles de 100ul mediante un “pipeteo” minimo de 8 veces, enseguida se
tomaron 50ul del contenido de cada de estos pozos y se depositaron en los pocillos
de la linea C siguiente (pocillos C3 y C4). De estos ultimos pocillos se repitio la
operacion hacia la fila D (pocillos D3 y D4) y asi suscesivamente hasta los pocillos de
la fila H3 y H4. Al final se desecharon 50ul de la ultima linea de pozos con volumen
final de 100 pl. Los pozos A3 y A4 fueron usados como controles de toxicidad de los
sueros controles en la monocapa de células. Los sueros de prueba o problema se
depositan por duplicado a razon de 50 pl por pocillo. Desde el pocillo A5 (suero
problema 1) hasta el A12 (suero problema 8) cada suero fue depositado en el pocillo
respectivo para medir evidencia de toxicidad en la monocapa celular. En los pocillos
B5 hasta B12 se depositaron y mezclaron, con ayuda de una pipeta multicanal
(200ul), por lo menos 8 veces, cada uno de los sueros problema. A partir de esta
linea se realiza la dilucién 1:3 del suero problema en las lineas sucesivas. Despues
de la mezcla se obtienen 50ul de la dilucion y se transfieren hacia el pocillo de la
linea siguiente. La operacion se repite sucesivamente desde la fila B hasta la H con
cada pocillo respectivo. Al final en la linea H se desecharon 50ul de cada pocillo para
obtener un volumen final de 100 ul. La cepa viral del BoHV-1 se empledé a una
dilucion de 1:10 con medio de cultivo con un ajuste final de 100 TCIDs5o, Se colocaron
50pl de la dilucion en los pozos de la columna 3 a partir de la fila B (B3) y hasta la fila
H (H3). Por otro lado en la columas 1y 2, comenzando en la fila A (Al y A2), se
realizo la dilucion doble seriada de la suspension viral hasta la fila G (G1 y G2). A los
pocillos H1 y H2 solo se les agrego celulas como sistema indicador. La placa con los
sueros y la cepa viral se incubaron durante una hora a 37°C en la incubadora de

CO,. Transcurrido el tiempo se depositaron 2,5 X 10° células en cada uno de los 96
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pocillos sin tocar estos con las puntillas. La placa se vuelve a incubar durante 72
horas con revisiones diarias para observar el efecto citopatico. Las muestras se
considera positiva a anticuerpos cuando en la primera diluciéon del suero de prueba
no hay evidencia de efecto citopatico. Para obtener el valor de la dilucion de
anticuerpos neutralizantes en una muestra determinada se empled la férmula de

Spaerman y Karber como fue sefialado previamente en 3.5.1.

3.9 Produccion de antisueros anti-BoHV-1 en caprinos

La produccién del suero policlonal anti-BoHV-1 fue realizada siguiendo y
adaptando el protocolo descrito por Avalos-Ramirez, para la produccion de
antisueros contra pestivirus (Avalos, R.R., 2002). Para la produccion de antisueros
anti-BoHV-1, se usaron 2 caprinos hembra de 4-5 meses de edad. Los animales
fueron obtenidos del hato caprino de la FMVZ de la UANL mantenido en General
Bravo, N.L. Antes de realizar las infecciones, los animales fueron inspeccionados
clinicamente y mantenidos en cuarentena en jaulas metabdlicas (2 semanas) en un
cuarto de aislamiento. Durante este tiempo en los 2 ejemplares se determiné la
ausencia tanto de anticuerpos anti-BoHV-1 y anti-pestivirus (seroneutralizacion)
como de virus (aislamiento en células MDBK). Para la infeccion, el suero de cada
animal fue usado para adaptar células MDBK, lo cual se realizé reemplazando el
SFB con el respectivo suero de cada caprino. Las células MDBK adaptadas en su
respectivo suero (5% suero caprino y durante 3-4 pasajes) fueron inoculadas con
250ul de una suspension viral de la cepa Cooper del BoHV-1 con una concentracion

de 1x10° TCIDsgy/ml El procedimiento de la infeccién de la monocapa celular se
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realizd conforme se sefiala en el apartado 3.6. Después de 72 horas de incubacion
se obtuvo el sobrenadante y a partir de este se determiné la concentracion de virus
como se sefala en el apartado 3.7. La infeccion de las cabrillas fue realizada como
describe en el cuadro 1. Después de la inoculacién se determind la temperatura
rectal diariamente durante 10 dias y se obtuvo sangre venosa a intervalos irregulares
de 2-6 dias durante 48 dias. El suero obtenido mediante centrifugacion fue analizado
para determinar el titulo de anticuerpos neutralizacion frente a la cepa Cooper del

BoHV-1.

Cuadrol
Concentracion viral, dosis y ruta de inoculacion en caprinos para la obtencion de
suero policlonal anti-BoHV-1

Animal | Concentracion viral TCIDsgo/ml Cantidad inoculada / Ruta

10/ Intravenoso (3 ml)
200 1x 107 Intranasal (3 ml, 1.5 ml /fosa nasal)

Intravaginal (4 ml)

10/ Intravenoso (3 ml)
964 1 X 106 Intranasal (4 ml, 2ml/fosa nasal)

Intramuscular (3 ml)

Fue seleccionado el suero de la cabra 200 a los 34 post-inoculacién debido a
gue presentaba un titulo de 1:81 en la seroneutralizacion frente a la cepa homologa
control del BoHV-1. Este suero policlonal de forma directa fue usado en la
inmunofluorescencia indirecta y en la seroneutralizacion para la identificacion

seroldgica de los aislados de campo.
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3.10 Inmunofluorescencia Indirecta

La identificacion serologica de las cepas aisladas a partir del fluido seminal fue
llevada a cabo mediante inmunofluorescencia indirecta con el uso de antisuero
policlonal anti-BoHV-1 (cepa Cooper) producido en cabras como se sefiala en 3.8.

Después de infectar las células como se sefiala en el apartado 3.6 el
sobrenadante del cultivo fue retirado mediante succidn con micropipeta vy
almacenado hasta su uso en el PCR. Enseguida, la monocapa celular fue lavada dos
veces con PBS vy fijada con Paraformaldehido (PFA) al 2% (200 ul por pozo) 20
minutos a 4°C. Transcurrido el tiempo se retiro el PFA y la monocapa fue lavada de
nuevo con PBS durante 2 veces. La monocapa celular fue expuesta a una dilucion de
1:10 del suero policlonal anti-BoHV-1 (ver apartado 3.8) en buffer ABDB-A e
incubada a 37°c durante 1 hora en camara humeda. Posteriormente las monocapas
celulares de cada pozo fueron lavadas con PBS durante 3 veces. La
inmunodeteccion se realizé6 mediante la adicién del anticuerpo monoclonal anti IgG

caprina producida en ratdbn marcado con Cy3 (www.jacksonimmuno.com) a una

diluciéon de 1:500 en buffer ABDB-A e incubada a 37°C durante una hora. La lectura
se realizo bajo un microscopio de fluorescencia a 552nm previo lavado de cada uno
de los pocillos en la placa con PBS 3 veces. Las muestras en las cuales se
observaron emision de fluorescencia a nivel celular individual o grupal fueron
registradas como positivas. Las muestras en las que sélo se observdé un campo
oscuro fueron registradas como negativas a la presencia del virus. La preparacion del
buffer y los lineamientos generales de la inmunofluorescencia se realizo acorde a lo

descrito por Avalos, R. R. (Avalos, R.R., 2002) y Cedillo, R.S. (Cedillo, R.S., 2004).
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3.11 Deteccion molecular del BoHV-1
La deteccion molecular del BoHV-1 se realizo a partir del fluido seminal
(3.3.2.) y de las muestras que mostraron evidencia de dafio citopatico en cultivo de

células (3.6.).
3.11.1 Extraccion de ADN de semen

Para extraer el DNA total partir de semen bovino, se usaron 200 pl de semen
completo a los cuales se les adicion6 50 pl de lisozima de una concentracién de 10
mg/ml. La mezcla se incubd a 37° C durante una hora, agitando de vez en cuando.
Posteriormente se agregaron 75 pl de SDS (Lauril Sulfato de Sodio) al 10% y 5-10%
de Proteinasa K (10 mg/ml), se agité e incub6 10 minutos a 65° C. Después de este
tiempo, se agregaron 100 pl de NaCl 5M, se agité suavemente y se le adicioné a la
mezcla 100 ul de CETAB al 2%/v, previamente calentado a 65° C. Esta mezcla se
incubo6 durante 5 minutos en agua hirviendo para inactivar enzimas. Enseguida se le
adicion6 a la mezcla 750 pl de SEVAG (Cloroformo:lsoamilico; 24:1), y se agité para
homogenizar. Después la mezcla fue centrifugada a 9,800 g x por 10 minutos. El
sobrenadante (entre 500 y 600ul) fue transferido a un tubo nuevo procurando no
succionar la fase intermedia. Al sobrenadante se le afiadieron 0.6 volumenes de
Isopropanol y se incub6 a -20° C durante 30 minutos. Posteriormente los tubos
fueron sujetos a centrifugacion a 9,800 g x por 15 minutos y lavado con etanol frio.
Se descarto la mayoria del sobrenadante, dejando aproximadamente 20 pl sobre el
ADN precipitado. A este se le afiadio 1 ml de Etanol absoluto frio (mantenido a -20°
C) y se centrifugd a 9,800 g x por 5 minutos. Se descartd la mayor parte del

sobrenadante teniendo precaucién de no perder el boton durante el decantado.
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Finalmente, el DNA fue disuelto con 20 pl de buffer TE 1X pH 8 y almacenado a -20°

C hasta su uso.

3.11.2 Extraccion de ADN a partir de sobrenadante de cultivo de células

La obtencion de ADN, a partir de todos los sobrenadantes de las muestras
procesadas como se sefiala en el apartado 3.6, fue realizada con el uso del estuche

“‘AxyPrep Body Fluid Viral DNA/RNA Miniprep Kit” (www.axygenbio.com) siguiendo

las recomendaciones del fabricante. En breve, se mezclaron vigorosamente 200 pl
del sobrenadante del cultivo de células y 200 pl del buffer V-L en un tubo de plastico
para microcentrifuga de 1.5 ml. La mezcla se incub6 durante 5 minutos a 22-25°C, se
le agreg6 75pul del buffer V-N y se agité para homogenizar. El tubo fue centrifugado a
12,000 x g durante 5 minutos. El sobrenadante fue transferido a un tubo de 2 ml y
se mezcld con 250ul de una solucion de Isopropanol y 1% de acido acético. La
mezcla fue agitada y posteriormente depositada en una columna de silica. La
columna colocada sobre un tubo para microcentirfuga de 2 ml fue centrifugada a
6,000xg durante 1 minuto. El eluido (filtrado) fue descartado, la columna fue colocada
de nuevo en el tubo de 2 ml y lavada con 500ul del bufferw1 y 800ul del buffer W2.
Entre cada lavada la columna y el tubo fueron centrifugados a 12,000xg durante 1
minuto. Finalmente, la columna fue transferida a un tubo de 1.5 ml y el ADN fue
eluido con 45ul de buffer TE, previa incubacion a temperatura de cuarto y

centrifugacion a 12,000xg durante 1 minuto.
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3.11.3 Iniciadores

Los iniciadores utilizados en el PCR y PCR de gradientes fueron los
reportados por Abril y colaboradores (Abril C. et al.; 2004). Los iniciadores amplifican
un fragmento de 97 pb dentro del marco de lectura del gen de la glucoproteina B del
BoHV-1. Las secuencias de bases son como siguen: ¢gBF (5-
TGTGGACCTAAACCTCACGGT-3) y el gBR (5-GTAGTCGAGCAGACCCGTGTC-
3’). Como control interno de la extracciéon del ADN y del proceso de PCR se
incluyeron los iniciadores PRL33 (5-CGAGTCCTTATGAGCTTGATTCTT-3) vy
PRL35 (5"-GCCTTCCAGAAGTCGTTTGTTTTC-3") ambos iniciadores amplifican un
fragmento de 156 bp del exdn 3 del gen de la prolactina bovina (Lewin, H.A., et al.,
1992; Mirsky, M.L., et al., 1993). Un juego de iniciadores adicionales fue usado para
aguellas muestras de sobrenadantes de cultivos de células que salieron positivas
para la amplificacion del fragmento de la glucoproteina B del BoHV-1. Los iniciadores
adicionales usados amplifican un fragmento de 122 bp del gen glucoproteina C del
BoHV-1 y su secuencia es gC-up 5-ATGTTAGCGCTCTGGAACC-3" y gC-down 5'-
CTTTACGGTCGACGACTCC-3" (Lovato, L., et al., 2003). Todos los iniciadores
fueron sintetizados por la compafia MWG-Biotech (MWG-Biotech,Inc. High Point,

NC, USA).
3.11.4 PCR de gradientes

Previo al analisis mediante PCR de las muestras de plasma seminal y de los
sobrenadantes (aislados virales) que produjeron efecto citopatico en células MDBK,
se realiz6 la determinacion de la temperatura de union de los iniciadores gBF y gBR

mediante PCR de gradientes. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador

49



(MaxyGen) de gradientes con las siguientes condiciones: desnaturalizacon inicial
94°C 4 min—> desnaturalizacion 94°C1lmin—> unién de iniciadores [48.1,50.2,51.8,
54.6, 56.3, 58.1 y 60.1]°C 30 seg. > Extension 72°C 30 seg [35 ciclos] »>72°C 5

min. = 4°C durante 9hrs.

Con excepcion de la temperatura de unién de iniciadores, el contenido de la
mezcla y las condiciones del PCR fue igual a lo establecido en el protocolo descrito
abajo (3.10.3.). Bajo las condiciones descritas se observaron amplificaciones en el
rango de temperatura de 51.8 a 58.1°C, empero el tamafio de banda esperado que
mostré mayor nitidez fue a 56.3°C. Fue seleccionada la temperatura de 56°C de

unioén de iniciadores para las subsecuentes reacciones de PCR.

3.11.5 Programa en el termociclador

El programa de termociclador consisti6 en: una desnaturalizacién inicial de
95°C por 20 segundos, seguidos de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 56°C por 30
segundos, 72°C por 30 segundos, y por ultimo una extension final de 7 minutos a
72°C. En cada reaccion se incluyeron como control positivo a la cepa Colorado y

como control negativo agua para PCR.

3.11.6 Protocolo del PCR
Este procedimiento fue realizado con la ayuda del estuche comercial
“Platinum® PCR Super Mix” (Invitrogen®, cat. N0.875132). El protocolo consistié en

un volumen total de 60 ul que incluia 45 pl de una mezcla que contenia 22U/ml Taq
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DNA polimerasa recombinante, 22mM Tris-HCI (pH 8.4), 55 mM KCI, 1.65mM MgCly,
220 uyM dGTP, 220 uM dATP, 220 puM dTTP, 220 uM dCTP y “estabilizadores” / ml
mas 3 ul del iniciador gBF [10pmol/ pul], 3 pl de iniciador gBR [10pmol/ pl], 3 ul de
iniciador PRL33 [10pmol/ ul], 3 pl de iniciador PRL35 [10pmol/ ul] y 3 ul de DNA
extraido. El protocolo para la amplificacion del fragmento de 122 bp del gen de la
Glucoproteina C del BoHV-1 fue bajo las mismas condiciones pero solo se usaron los
iniciadores gC-up y gC-down en un volumen de reaccién de 50ul segun indica el

estuche comercial.

3.11.7 Electroforesis y visualizacion de amplicones
La verificacion se realizé en geles de agarosa al 2 %. El tamafio de banda esperado
del amplicdén con los iniciadores gBF y gBR fue de 97 bp. EIl producto de 122 bp
generado con el uso de los iniciadores gC-up y gC-down fue evidenciado en geles
de poliacrilamida al 9%. La preparacion de estos geles y el protocolo de corrimiento
electroforético se realizé como se describe en (Avalos, R.R., 2002 y Dominguez,

D.D., 2009).
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4 Resultados

4.1 Hatos, raza, edad y procedencia de los positivos al BoHV-1

La proporcion de sementales infectados, asi como el tamafio del hato y

procedencia de los ranchos analizados se muestra en el cuadro 2. El rango de

bovinos por hato fue de 110 — 230 y en promedio 168.2 animales por rancho. Un total

de 11 hatos procedieron de Gral. Bravo N.L. y solo un hato de los municipios de

China N.L., Dr. Gonzalez N.L., Vallecillo N.L. y Mier Tamaulipas.

Cuadro 2.
Ubicacién de los hatos y proporcion de sementales infectados
gt Procedencia Animha:ilteos por jjg?pézgess Positivos
1 China, N.L. 200 3 0
2 Dr. Gonzélez, N.L. 187 3 0
3 160 5 2
4 155 3 0
5 203 4 0
6 133 3 0
! Gral. Bravo, N.L. 110 4 0
8 188 3 0
9 225 5 0
10 168 4 0
11 230 4 0
12 155 7 2
13 120 3 0
14 Mier, Tamps. 112 11 0
15 Vallecillo, N.L. 177 3 0
168.2 65 4
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El total de sementales muestreado fue de 65 de los cuales 45 procedian del
municipio de Gral. Bravo N.L., 11 de Mier Tamaulipas y solo 3 de cada uno de los
municipios de China, Dr. Gonzalez y Vallecillo Nuevo Leon (Cuadro 1). Acorde al
criterio empleado, del total de hatos estudiados el 13.3% (2/15) resulté cuando
menos con un semental infectado. Las razas de animales que resultaron positivos al
aislamiento en cultivo de células y posterior confirmacion mediante PCR fueron 2 de
la raza Charolais y 2 de la raza Beefmaster (Cuadro 2) ambos ranchos se ubican en
el Municipio de General Bravo, N.L. La proporcién de sementales positivos del total
muestreado fue de 40% (2/5) para el hato No. 3 y de 28.6% (2/7) para el hato 12
(Cuadro 1). La edad de los sementales infectados estuvo en un rango de 27 a 68
meses, pero solamente uno de los animales, al momento del muestreo, tenia 68
meses de edad para el resto el promedio de edad fue de 28 meses (rango 27-29)

(Cuadro 2).

4.2 Aislamiento Viral

Todas las muestras de semen fueron procesadas para aislar al BoHV-1.
Acorde al protocolo empleado, es factible aislar otras entidades virales por lo que,
ademas de analizar la presencia de BoHV-1 también se busco evidencia de la
presencia de Pestivirus. Ninguna de las muestras mostro evidencia de presencia de
pestivirus (cepas citopaticas y no citopaticas) después de someter el sobrenadante
de los cultivos de MDBK inoculados a RT-PCR mediante el procedimiento reportado

por Avalos, 2002 y Dominguez, 2009 (Datos no mostrados). Del total de las 65
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muestras de semen analizadas para aislamiento del BoHV-1, el 6.2% (4/65) de

resultaron positivas. La muestra 1 correspondié a un Charolais de 68 meses, la

muestra 2 a un Charolais de 29 meses, la muestra 3 a un Beefmaster de 27 meses y

la muestra 4 a un Beefmaster de 28 meses. Fue necesario para todos los aislados

como minimo dos pasajes “ciegos” para evidenciar el efecto citopatico caracteristico

de BoHV-1 (Alfaherpesvirus) en las células MDBK. Para las muestras 1 y 3, obtenida

de ejemplares de distintas razas y ranchos, fue necesario realizar 3 pasajes para

evidenciar el efecto citopatico. Para las muestras 2 y 4 el efecto citopatico fue

evidente en el segundo pasaje “ciego”, los ejemplares afectados son de distintos

ranchos y razas (Ver cuadro 2).

Cuadro 3

Relacion entre la edad y raza de los sementales positivos al BoHV-1 con la
cantidad de pasajes en cultivo de células

Semental® Hato® Raza Edad® Pasajes®
1 _ 68 3
3 Charolais
2 29 2
3 27 3
Beefmaster
4 12 28 2

(1) Numeracion acorde se realiz6 el aislamiento de forma consecutiva

(2) Hato de procedencia acorde a los datos del cuadro 1
(3) Edad en meses
(4) Numero de pasajes necesarios en células MDBK para evidenciar efecto citopatico y

posterior confirmacion con PCR.

El efecto citopatico de los aislados fue muy similar al observado para la cepa

control. De manera paralela se inocularon células con plasma seminal sin diluir, el

efecto del plasma sobre las MDBK fue distinto al observado en aquellas muestras de

plasma seminal diluido (ver figura 8). En la figura 7 se muestra un campo de las
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células MDBK sin inocular (control no infectado), mientras que en la figura 8 se
muestra el efecto sobre las células del plasma seminal sin diluir y en las figuras 9 y
10 se muestra el efecto citopatico causado por la cepa BoHV-1 Cooper de referencia

y por uno de los aislados (toro 2, hato 3), respectivamente.

bovino sin diluir, efecto a las 8 hrs post-inoculacion.
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Figura 9. Efecto citopatico (24-72 hrs) producido por la cepa de referencia

Cooper del BoHV-1 en la monocapa de células MDBK.

ico producido por una de las cepas aisladas.

El aislado corresponde con el toro Charolais 2 del hato 3 el efecto se observo las 36 hrs en el

segundo pasaje.

at

Figura 10. Efecto citop
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4.3 ldentificacion serolégica mediante seroneutralizacion

Las cepas aisladas fueron confrontadas contra el suero policlonal caprino anti-
BoHV-1 producido contra la cepa de referencia Cooper (Colorado). Diluciones
decrecientes al triple seriado del suero caprino fueron confrontadas contra 100
TCIDsoy de los virus aislados asi como la cepa homologa de referencia. En el cuadro
3 se muestras los resultados de la seroneutralizacion. El titulo, reciproco de la
dilucién, necesario para proteger al 50% de la poblacion celular de la cepa control
homologa fue de 1:81, como ocurrié durante la seleccion de este suero (ver 3.8 de
Materiales y métodos). Para los cuatro aislados se observaron variaciones en los
titulos de seroneutralizacion de 1:9 a 1:81. El aislado 2 (semental 2, hato 3) mostro
un titulo similar al de la cepa de referencia, mientras que, interesantemente, el
aislado 1 (semental 1 del hato 3) el titulo de seroneutralizacién fue de 1:9. Ambos
aislados procedieron del mismo hato. Los aislados 3 y 4 (toros 3 y 4 del hato 12)

mostraron ambos titulos de seroneutralizacion de 1:27.

Cuadro 4
Relacién antigénica entre la cepa control del BoHV-1 y las cepas aisladas
Cepa Titulo de Seroneutralizacion *
Colorado-1 [Cooper-1] (Control) 1:81
Aislado 1 1:9
Aislado 2 1:81
Aislado 3 1:27
Aislado 4 1:27

(*)Titulo de anticuerpos usando un suero control producido en cabra especifico contra la cepa Colorado.
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Con estos resultados se muestra evidencia de variaciones antigénicas entre la cepa
control y 3 de los 4 aislados (Cuadro 2). Ademas de esto, aparentemente dentro de
un mismo hato es posible que concurran dos cepas antigénicamente distintas como

ocurrio en el rancho 3 con los aislados 1y 2.

4.4 Identificacidn serologica mediante Inmunofluorescencia Indirecta

Cultivos celulares infectados con los aislados y la cepa control fueron
sometidos a inmunofluorescencia indirecta. En los 4 aislados se observé reaccion
positiva pero con distintas variaciones de intensidad. La cepa homologa (Cooper) asi
como el aislado 2 mostraron la mayor intensidad de emisién fluorescente. En el resto
de los aislados la intensidad fue menor. En figura 11 se muestra las reacciones

observados para la cepa control (A), el aislado 1 (hato 3) y el control negativo para

aislamiento.

Figura 11. Inmunofluorescencia indirecta para la identificacion serologica del BoHV-1.
A) Reaccidén observada contra la cepa Cooper (colorado) usada como control positivo y
contra la cual se elaboro¢ el antisuero. B). Reaccion observada contra el aislado 1 (hato 3, ver
cuadro 3). C) Control negativo.
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4.5 Deteccion y diferenciacion molecular del BoHV-1 mediante PCR

Este procedimiento se usé para detectar secuencias del BoHv-1 tanto el
plasma seminal sin diluir como para los sobrenadantes de cultivos de células que
mostraron efecto citopatico. Los iniciadores empleados son especificos del BoHV-1y
amplifican por separado fragmentos de los genes de las glucoproteinas B (Abril, C.,

et al., 2004) y C (Lovato, L., et al., 2003) del virus (ver 3.10.3).

Todas las 65 muestras de plasma seminal resultaron negativas a amplificacion
con la metodologia empleada. Los sobrenadantes de cultivo de células de cada uno
de los 4 aislados resultaron positivos para la amplificacion de un fragmento de los
genes By C del BoHV-1. En la figura 12 se muestra el corrimiento electroforético en
gel de agarosa de los productos de PCR. Para cada aislado se observaron distintos

niveles de intensidad con respecto a la cepa control.

La amplificacion del gen de la prolactina, usado como control interno para la
extraccion de ADN y del PCR, resultd negativa para todos los sobrenadantes de
células infectadas, el control positivo de BoHV-1 y para la mayoria (75%) de las

muestras de plasma seminal bovino.

Como evidencia adicional de la identificacion de los aislados como cepas de
BoHV-1, se logré la amplificacion de un fragmento del gen de la glucoproteina C
(Lovato, L., et al., 2003). En la figura 13 se muestra el corrimiento electroforético en
geles de poliacrilamida del producto de PCR de 122 bp de todos los aislados y de la

cepa de BoHV-1 usada como control positivo.
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Figura 12. Amplificacion de un fragmento de 97 pb del gen de la glucoproteina
B del BoHV-1. Gel de agarosa al 2%. Carriles 1-4 sobrenadantes que corresponden a los
aislados 1, 2, 3, 4, respectivamente (cuadro 2 y 3). Carril 5 control positivo, sobrenadante de
células MDBK infectados con la cepa Cooper (colorado) del BoHV-1. Carriles 6-9 muestras

de plasma seminal de los sementales 1-4 (Cuadro 2) positivos al aislamiento. M: Marcador
de peso molecular.

Figura 13. Amplificacién de un fragmento del gen de la glucoproteina C del
BoHV-1. Gel de poliacrilamida al 10% con productos de PCR obtenidas de los
sobrenadantes de células MDBK infectadas con plasma seminal de distintos sementales
(Cuadro 2). Carriles 1-4 muestras de sobrenadantes que corresponden a los aislados 1, 2, 3,
4, respectivamente (Cuadros 2 y 3). Carril 5 control positivo, sobrenadante de células MDBK
infectados con la cepa Cooper (colorado) del BoHV-1. Carril 6 control negativo (agua) de
reaccion. M: marcador de peso molecular.
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5. Discusion

El Herpesvirus Bovino-1 (BoHV-1) es uno de los virus de mayor distribucion en
la poblaciobn bovina (Ackermann, M; Engels, M., 2006). Los estudios
seroepidemioldgicos muestran que, en aquellas regiones carentes de programas de
control o con fallas en la bioseguridad, mas del 80% de los hatos son seropositivos
(Carbonero, A., et al., 2011; Dominguez, D.D., 2009; Woodbine, K.A., et al., 2009) y
eventualmente pueden aparecer en brotes severos de enfermedad aguda
(Blickenstorfer, S., et al., 2010). Una cifra similar fue recientemente obtenida para
hatos del sistema vaca-cria del noreste de México, en un estudio para determinar los
factores de riesgo del BoHV-1 y otros patdgenos que afectan a la reproduccién
(Dominguez, D.D., 2009). Lo anterior, nos sefiala que el BoHV1 esta ampliamente
difundido en la referida area y que es necesario determinar el impacto del virus en la

produccion bovina.

Una parte fundamental de la alta seropositividad y distribucion de la infeccion
residen en los mecanismos de patogenicidad y especialmente el fenémeno de la
induccion de latencia (Jones, C., 2003; Muylkens, B., et al., 2007). El BoHV-1 puede
permanecer en estado latente en el bovino después de una infeccion primaria con
cepas silvestres o cepas vacunales atenuadas (Nandi, S., et al., 2009). La habilidad
del BoHV-1 para reactivarse a partir del estado latente es la responsable para la
aparicion de signos y sintomas de la enfermedad, de la excrecion y de la propia
transmision del virus (Van Oirschot, J.T., 1995; Jones, C., 2003; Muylkens, B., et al.,

2007). En el presente estudio, no se tomo en cuenta el estatus de la serolégico del
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hato o del semental frente al BoHV-1 pues cada hato fue considerado como
seropositivo, acorde a un estudio previo (Dominguez, D.D., 2009). Una proporcion
menor al 7% de los sementales analizados resultd positiva a aislamiento del virus en
el plasma seminal. Esta cifra, aparentemente baja, puede ser de significancia mayor,
pues indica que el virus no solamente se excreta en animales aparentemente sanos
sino que también bajo condiciones de campo en determinado momento de dificil
precision el virus puede infectar de forma intermitente a bovinos susceptibles. Esta
observacion concuerda a lo reportado por Lata (Lata, J., 2006) quien determind la
presencia del BoHV-1 en el semen de toros seropositivos y seronegativos al virus.
Resultaria interesante, analizar si muestreos sucesivos en los sementales que
resultaron negativos pudieran arrojar resultados positivos con estimulos naturales 6
el uso de corticosteroides (Sheffy, B.E; Davies, D.H., 1972; Thiry, E., et al., 1987).
Esto nos permitiria determinar si los animales son portadores del virus o no. Esto se
enfatiza dado que, un estudio reciente en Europa determiné que un brote de abortos
estuvo asociado al movimiento de bovinos y semen sin conocer su estatus frente al
BoHV-1 (Blickenstorfer, S., et al., 2010). Por otro lado, también es necesario saber la
cantidad de virus infeccioso que se excreta bajo condiciones naturales. Estudios
previos ha estimado que se necesitan cerca de 3.2 TCIDsgo, del virus para lograr la
infeccion ya sea intravaginal o intranasal (Van Oirschot, J.T., 1995). Asi que los
sementales portadores, independientemente de su estatus seroldgico, son una
fuente potencial de diseminacion del virus, por lo que es necesaria su deteccion (Van
Oirschot, J.T., 1995; Van Engelenburg, F.A.C., et al.,, 1995) y remocion de la

poblacion.
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El diagndstico de la infeccidon (determinacion del estado de latencia) del BoHV-
1 bajo condiciones de campo es dificil de llevarla a cabo (Lata, J., 2006; OIE,. 2008).
Esto ocurre debido a que la mayoria de las infecciones por BoHV-1 son sub-clinicas
y que la excrecion y re-excrecion del virus esta influenciado por el estado
inmunologico del hospedador y a las propiedades (variaciones) genéticas y
fenotipicas entre las cepas (Muylkens, B., et al., 2006, 2007). En el presente estudio,
los analisis de PCR a partir de plasma seminal no arrojaron resultados positivos. Los
iniciadores empleados, que fueron disefiados para su uso en PCR a tiempo real
(Abril, C., et al.,, 2004), si lograron amplificar el fragmento esperado a partir del
sobrenadante de cultivo de células con efecto citopatico. La no amplificacion a partir
del plasma seminal se debid tal vez a la presencia de inhibidores, baja carga viral 0
al método de extraccion de ADN, entre otros (Bej, A.K., et al., 1991; Robertson, J.M;
Walsh-Weller, J., 1998). Esto contrasta con la mayoria de los trabajos reportados
previamente en los cuales han determinado una mayor sensibilidad del PCR (con
distintos iniciadores o regiones a amplificar) con respecto al aislamiento viral en la
detecciéon del BoHV-1 virus a partir de semen (De Gee, A.L.W., et al., 1996; Rocha,
M.A., et al., 1998; Deka, D., et al., 2005; Grom, J., et al., 2006; Smits, C.B., et al.,

2000).

En el presente estudio, en las muestras positivas al virus, fue necesario
minimo 2-3 pasajes ciegos para evidenciar el dafio citopatico atribuido al BoHV-1 0 a
cepas similares este virus. Acorde a los lineamientos internacionales, publicados por
la OIE para el aislamiento del BoHV-1 a partir de semen, se establece un solo pasaje

ciego (y 7 dias de incubacion) después de la primera inoculacién en cultivo de
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células, antes de declarar negativa 6 positiva a una muestra (OIE., 2008).
Congruente a lo observado, y a que ninguna de las muestras positiva mostré efecto
citopatico en MDBK en el primo cultivo 6 en el primer pasaje ciego, es necesario
realizar cuando menos 3 pasajes ciego de una muestra de fluido seminal antes de
descartarla como negativa al BoHV-1. Esto tiene un fuerte impacto en el diagndstico
de la infeccion del BoHV-1, pues seria necesario un periodo mayor de tiempo e
impactaria en el manejo de la infeccion a nivel de campo y en el animal. La
identificacion serologica de los aislados mostré variaciones, tanto mediante
inmunofluorescencia como en los ensayos de seroneutralizacion, con respecto a la
cepa control. La cepa Cooper, usada como control, fue aislada en 1955 a partir de
fluidos nasales de bovinos con IBR (York, C.J., et al., 1957). Esta cepa, usada para
generar el antisuero policlonal anti-BoHV-1 en cabras en el presente estudio, y cepas
relacionadas han sido empleados por otros investigadores para identificar
serologicamente distintos aislado del BoHV-1 (Metzler, A.E., et al., 1986; Bratanich,
A.C., et al., 1991). Interesantemente, el antisuero fallo para neutralizar a 3 de los
aislados a la misma dilucién que a la cepa control. Esto también fue reflejado en la
inmunofluorescencia en la cual estos mismos aislados mostraron menor intensidad
de fluorescencia con respecto a la cepa control. Probablemente el origen de la cepa
(tracto respiratorio) con respecto al origen de los aislados (tracto genital) influyd en
esta observacion. De cualquier manera, los datos nos sugieren que existen
variaciones antigénicas en las cepas aisladas y es probable que estas cepas
pertenezcan a distintos grupos genéticos o sean variantes antigénicas del BoHV-1.
Diversos autores han mostrado la posibilidad de encontrar no solo distintas cepas de

BoHV-1 en un mismo tejido (Whetstone, C.A., et al., 1989; Muylkens, B., et al., 2006)
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si no también del la co-infeccion del BoHV-1 y BoHV-5 en el semen (Oliveira, M.T., et
al., 2011). Sera necesario realizar estudios subsecuentes para determinar si las
cepas aisladas son una mezcla de distintos tipos o subtipos del virus, lo cual es

factible que ocurra.

Acorde a la Oficina Internacional de Salud Animal (OIE), el BoHV-1 esta
clasificado en la lista B de las enfermedades de mayor significancia econémica de los
bovinos (OIE., 2008). A nivel mundial se reconoce que las vias de mayor importancia
para introducir y mantener el virus en la poblacion bovina son el movimiento de
animales seropositivos (infectados) y el comercio de semen (Kupferschmied, H.U., et
al., 1986). Los datos del presente trabajo resaltan la necesidad de, no solo reforzar
los procedimientos diagnosticos de campo y laboratorio para detectar al virus en
estado de latencia y en el semen, sino también el compromiso de establecer
programas para la deteccion y control de este virus y de regulacion sanitaria en el

movimiento de ganado y semen en la region noreste de México.
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