AISLAMIENTO DE UN HERPES VIRUS BOVINO TIPO-1 (HVB-1)
DE SECRECION NASAL
Y ESMEGMA PREPUCIAL EN UN TORO REPRODUCTOR

RESUMEN

Con el objeto de confirmar el
estado de latencia viral al HVB-1
se inmunodeprimié un toro Jersey
de 6 afios de edad con aplicacién
intramuscular de 40 mg de De-
xametasona Azium® por b dias, el
cual fue reactor a la prueba de
seroneutralizacion con titulos de
1:64 a 1:256 por 6 muestreos
consecutivos con intervalos de 1
mes. A partir de la segunda apli-
caciéon se tomaron muestras de
secrecién nasal y esmegma pre-
pucial hasta el dia 5 y se sem-
braron en cultivo primario de RFB
libre de virus de diarrea viral
bovina (VDVB) por IFI.

En los dos tipos de muestras
sembradas se observé efecto ci-
topético (ECP) a las 24 horas. Ei
virus se adapté a la linea celular
MDBK, donde se tituléal 2, 3y 5
pase con titulos de 10%5, 1043y
10%7 DICTs0% respectivamente.

La prueba de IFl con un an-
tisuero especifico denoté fluores-
cencia en la membrana nuclear. El
virus fue neutralizado en las mis-
mas diluciones por sueros bovinos
reactores a 1000 DICTs0 de la
cepa colorado. Por tincién negativa
en microscopio electrénico es-
casas particulas virales fueron ob-
servadas existiendo dificultades en
la técnica para su deteccién.

El ECP cléasico, asi como la
prueba de IFl y reconocimiento
antigénico por sueros reactores a
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la cepa colorado, permiten deducir
que el virus aislado es el HVB-1,
este hallazgo confirma la presencia
de reproductores con infeccion la-
tente y el riesgo de transmisién que
ofrecen dentro y fuera de predios
infectados v libres.

INTRODUCCION

La rinotraqueitis infecciosa
bovina (IBR) es producida por el
herpes virus bovino tipo-1 (HVB-
1}, clasificado dentro de la familia
herpesviridae, subfamilia alfaher-
pesvirinae, posee cubierta lipidica,
cépside icosahédrica y acido nu-
cleico DNA (Roizman y Batterson,
1985).

Mudltiples copias del DNA viral
pueden permanecer como episo-
mas integrados al genoma celular
de las neuronas de los ganglios
nerviosos en donde establece in-
fecciones latentes (Hammers-chmidt
et. al., 1990).

Dentro de las infecciones pro-
ducidas por el HVB-1 se recono-
cen diferentes formas clinicas, la
respiratoria {IBR) es la de mayor
presentacién y causante de infer-
tilidad, mortalidad embrionaria y
aborto (Miller, 1991).

La forma genital conocida
como vulvovaginitis-balanopostitis
pustular infecciosa (IPV-IPB} es
una infecciéon venérea caracteri-
zada por infertilidad temporal
(Donkersgoed y Babuik, 1991;
Miller, 1991), la forma encefalitica

descrita como una enfermedad al-

tamente mortal en terneros
{(George, 1991). Otras presen-
taciones incluyen dermatitis,

mastitis y metritis (Bwangamoi y
Kaminjolo, 1971; Greig y Bannis-
ter, 1965; Lomba et. al., 1976).

Andlisis electroforéticos de la
céapside y estudios por endonu-
cleasas de restriccion del DNA de
las cepas causantes de [os men-
cionados cuadros clinicos han
permitido reconocer tres cepas
diferentes: La cepa | que ocasiona
la forma respiratoria (se incluyen
las cepas de referencia Coopers y
Colorado). La cepa !l responsable
de infecciones respiratorias vy
genitales en donde se ubica el ais-
lamiento K-22 y la cepa lll que
incluyen los aislamientos N-569 y
A-663 ambas responsables de le-
siones neuroldgicas (Simard et.
al., 1991).

El diagnéstico de la infeccién
por el HVB-1 en sus distintas for-
mas de presentacién, requiere
valoracién especia!l en el repro-
ductor por diversas causas: El
riesgo de transmisién de la en-
fermedad a fincas libres, con la
subsecuente presentacién epi-
démica; el estado de latencia viral
que conlleva que los animales in-
fectados permanezcan como por-
tadores de por vida y la frecuente
reactivacion viral por estrés en
condiciones naturales con elimi-
nacién del virus (Straub, 1990).

La literatura internacional es
amplia en describir cuadros respi-
ratorios y genitales por este virus
en toros de centros de insemi-
nacion artificial {IA) (Bitsch,
1973; Bwangamoi y Kaminjolo,
1971; Goffaux et. al., 1976;
Huck et. al., 1971; Jansen et. al.,
1981). Suiza, pais que se encon-
traba en la fase final de erradica-
cion de IBR sufrié una reinfeccién
por semen contaminado (Kup-
ferchmied 1986; Thielscer y Wil-
helm Huth, 1987) por esta razén
las legislaciones sanitarias de
muchos paises han adoptado
drasticas medidas con el objeto
reglamentar la comercializacion
internacional de semen y embrio-
nes (Hare, 1982, Thielscher y
Wilhe!lm Huth, 1987).

La preservacién de embriones
infectados con el HVB-1 ofrece
un riesgo potencial a receptoras
seronegativas ya que se ha con-
firmado que el virus se adhiere fir-
memente a la zona pellcida y des-
pués de sucesivos lavados
pueden aun vehiculizar el virus
(Hare, 1982). El aislamiento a
partir de testiculo también se ha
reportado (Thiry, 1981).

En un estudio realizado por
Gongora (1993) en toros de la
Sabana de Bogota, se encontré
un 15% de rectores serolégicos a
IBR, a pesar de la reactividad ser
baja, el autor considera que la si-
tuacion en nuestro pais es preo-
cupante debido el uso de repro-
ductores sin control sanitario, ala
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FIGURA 1. Monocapa normal de un cultivo de riiién fetal bovino.

falta de diagnéstico especializado
y al poco conocimiento que se
tiene de la enfermedad.

Actualmente solo 37 toros
donantes de semen poseen regis-
tro sanitario oficial vigente, entre
ellos: 20 holstein, 13 cebd, 3 Par-
do Suizo y 1 Romosinuano (ICA,
1993). Lo anterior evidencia la
existencia de un mercado de re-
productores y semen de dudosa
calidad sanitaria.

MATERIALES Y METODOS

Toro. Se inmunodeprimié un
toro Jersey de 6 anos de edad,
proveniente del hato para docen-
cia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia de la
Universidad Nacional de Colom-
bia. EI animal habia presentado
titulos entre 1:64 y 1:256 a la
prueba de SN consecutivamente
por seis meses.

Inmunodepresién. E! animal
fue aislado e inmunodeprimido
con corticoides siguiendo el es-
quema propuesto por Whestone
et. al. (1989). Diariamente se apli-
caron 40 mg de Dexametasona
{Azium®), via intramuscular {IM)
por 5 dias, después de la segunda
inyeccién se tomaron muestras
de secreciones nasales y pre-
puciales que se suspendieron en
5 ml de medio Hank’s.

Inoculacién en Cultivo de
Rifion Fetal Bovino. Las muestras
fueron filtradas por membrana
Millipore de 0.22 , e inoculadas
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nadante se centrifugé a 4.500 xg
por 1 hora a 4° Bekman J2-21% y
se efectuaron nuevos pases en el
mismo subcultivo de RFB que
habia sido conservado a 28°C.

0.5 ml en monocapa con 80% de
confluencia de subcultivo 2 de
rifion fetal bovino (RFB) libre de
virus de Diarrea Viral Bovina bio-
tipo no citopéatico (VDVB-NCP) y
suplementadas con suero fetal
bovino (SFB) al 10% igualmente
libre del citado virus. El tiempo de
adsorcién virus-células fue de 1
hora a 37°C.

Adaptacién a la linea Madin
Darby Bovine Kidney (MDBK).
Después que el cultivo viral se
adapté en RFB se transplanté a
células MDBK, inoculando 0.5 mi
de suspensién viral en frascos ki-
max con un 80% de confluencia
celular, efectuando pases cada
48 horas hasta su adaptacién a
esta linea celular..

Replicacién del virus. Cuando
se reconoci6 ECP se efectud dis-
rupcién celular por congelacién y
descongelacién a -70°C por 3 ve-
ces, con el objeto de liberar mas
virus al medio de cultivo; el sobre-

Cosecha y titulacién viral. El
aislamiento fue sometido a 3
pases sucesivos en RFB, pasado
a la linea MDBK vy titulado en am-
bos sistemas siguiendo el método
de Reed and Muench (1935) (ci-
tado por Carnero, 1982). Breve-
mente se coseché la suspensién
del sobrenadante celular después
de 48 horas de incubacién a
37°C, por congelacién-descon-
gelacién de -70°C a temperatura
ambiente por 3 veces, la cosecha
se clarificé por centrifugacién a
4.500 x g por 45 minutos a 4°C
y se fraccioné en alicuotas de 1.0
mi. Para la titulacién se emplearon
diluciones de la suspension viral
desde 10° a 10'° con 10 repeti-
ciones por dilucion empleando
como indicador de ECP células de
RFB y MDBK.

Identificacion del virus

Inmunofluorescencia Indirecta
(IFl). Se empled la técnica des-
crita por Villate (1988), el primer
anticuerpo fue un suero bovino
anti-IBR (IOWA STATE UNIVER-
SITY) y el conjugado un suero de
conejo antilgG bovina marcado
con isotiocianato de fluoresceina
(FICT) el cual fue filtrado por
presién positiva con membrana
de 0.45 para remover precipi-
tados de FICT (Parra J. L. 1994).

Ambos reactivos fueron dilui-
dos 1:20 y 1:40 respectivamente
en PBS pH 7.2 0.01M, como co-
lorante de contraste se empleé

FIGURA 2. Efecto citopdtico del Herpes virus bovino Tipo 1.
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FIGURA 3. Curva de crecimiento viral por pases en cuitivos de RFB y MDBK.

azul de evans 1:20.000 y se leyé
en microscopio Leitz" a 280 nm.

Tubos con laminilla que con-
tenian una monocapa de RFB con
un 80% de confluencia fueron in-
fectados con 0.5 ml de la suspen-
sién viral 100 dejando adsorber el
inéculo por 1 hora, removiendo el
exceso y sustituyendo el medio
Hank's sin SFB, siendo incubados
a 37°C retirando 3 tubos a las
10.24 y 48 horas posinfeccién.
Como control positivo se empleé
un set de tubos infectados con la
cepa colorado y control negativo
cultivo de células de RFB sin in-
fectar.

Prueba de seroneutralizacién
{SN). Se emple6 el método de
suero variable-virus fijo, siguien-
do la técnica descrita por el Labo-
ratorio de Virologfa del Centro de
Investigacién en Salud y Produc-
cién Animal ICA-CEISA (Cortés,
1988}). Se utilizaron cajas para mi-
crotécnica de 96 celdas de fondo
plano Dynatechﬂ, utilizando
1.000 DITCso del virus aislado

frente a sueros reconocidos como
positivos y negativos en pruebas
anteriores a 1.000 DITCs0% de la
cepa colorado, el titulo serico fue
dado por la més alta dilucién del
suero que no presentd ECP.

Microscopia Electrénica. Se
utilizé la técnica de tincién nega-
tiva siguiendo los protocolos es-
tablecidos por el laboratorio de
Microscopfa electrénica del Insti-
tuto Nacional de Salud (INS) (Ro-
driguez, 1983). Se usaron rejillas
de cobre de 400 Mehrs cubiertas
con colodién, la lectura se llevé a
cabo en microscopio electrénico
Zeiss EM 109%, a un voltaje de 50
kilovoltios (Kv), la observacion
por rejilla no fue mayor de 15 mi-
nutos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el tiempo de inmu-
nodepresién no se evidencié de-
terioro en la salud del animal, a
pesar de las dosis empleadas, que
hacian pensar un efecto cata-
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bélico y un aumento en el riesgo
de infeciones. El desafié con cor-
ticoides se ha propuesto como la
medida mds segura para descar-
tar infecciones latentes en toros
portadores a los cuales se les
quiere congelar y comercializar el
semen (Dennet et. al., 1973).

La presencia de actividad viral
fue reconocida por ECP a las 24
horas de infectados los cultivos
con las secreciones orgéanicas. En
la Figura 1 se observa la mor-
fologia de una monocapa normal
de un cultivo de RFB antes de ser
infectada; El ECP consisti6 en re-
dondeamiento y agrupamiento de
las células en forma de racimos,
acompafiiado de un aumento de la
granularidad, reduccién del tama-
fio celular y dafio en la continui-
dad de la monocapa Figura 2.

El aislamiento en ambos tipo
de muestras, sugiere que la reac-
tivacion viral fue seguida por una
fase de viremia y excresién del
virus en las secreciones natu-
rales. Otra posibilidad es que el

virus haya estado latente por in-
fecciones de tipo respiratorio o
genital adquiridas previamente y
que su localizacién estaba re-
lacionada con la primoinfeccién,
tal como lo sefala Whetstone y
Miller {1989), para quienes es
posible obtener el aislamiento de
dos virus que en forma latente in-
fectan el mismo ganglio o gan-
glios diferentes.

AUMENTO DEL TITULO VIRAL

La primera titulacién en RFB el
titulo fue de 10%® DITC 50/0.1
ml. y se incrementé al pasario a
MDBK, haciéndose cada vez
mayor la virulencia sobre las célu-
las aumentando su titulo Figura 3.

En la identificacién por IFl los
mejores resultados se obtuvieron
en las laminillas fijadas a las 10
horas posinfeccién, en donde La
fluorescencia especifica se ob-
servé a nivel de la membrana nu-
clear. En laminillas fijadas en perio-
dos de incubacién posterior la
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fluorescencia fue mayor a nivel ci-
toplamético, estos hallazgos coin-
ciden con los obtenidos por otros
autores y son atribuidos en parte
al mayor conocimiento que se tie-
ne del ciclo celular de las células
MDBK (Géngora, 1993; Miller,
1991).

A pesar de que la purificacién
viral fué escasa, pues solo se em-
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pleé clarificacién, el aislamiento
fué neutralizado en diluciones
similares por los sueros reactores
a la cepa colorado. La identifica-
cién por ME no fué fécil y varias
rejilias tuvieron que ser leldas,
muy pocas particulas virales con
cubierta o sin ella fueron recono-
cidas, su morfologia y tamafio vi-
ral (180-200 nm) coincidian con

el virus estudiado, este resultado
es consistente al no tener un virus
demasiado purificado a pesar de
concentrar fa muestra por ultrafil-
tracién antes de ser colocadas en
las rejillas.

Asi el uso de esta técnica no
haya sido de gran valor en este
estudio, la microscopia elec-
trénica debe seguir siendo usada
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NORMAS PARA LA PUBLICACION
DE ARTICULOS EN LA REVISTA
DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

La revista de Medicina Veterinaria y Zootecnia acepta para su pu-
blicacion articulos sobre investigaciones cientificas y desarrollos
tecnoldgicos originales e inéditos en las diferentes disciplinas re-
lacionadas con la Medicina Veterinaria y la Zootecnia.

En este sentido, se entiende por documento inédito el que haya sido
preparado especialmente para publicacion en la revista.

El Comité Editor de la revista de Medicina Veterinaria y Zootecnia
se reserva los derechos de impresidn, reproduccion total o parcial
del material, asi como el aceptarlo o rechazarlo; igualmente se re-
serva el derecho de hacer cualquier modificacién editorial que se
estime conveniente. En tal caso, el autor recibira una fotocopia del
manuscrito modificado para su aprobacion. Esta fotocopia debe
devolverse al Comité Editor antes de la fecha indicada en la carta
remisoria para que pueda ser publicado en la fecha programada.

Las propuestas para publicacién se deben regir por [as siguientes
normas:

3.1. Remitir un original y una copia en disquete de 3.5" {90mm),
procesado en Word Perfect 5.1 0 6.0. Se emplearan tipos
estandares comunes como Times, Roman o similares de 12
puntos. El original ird escrito a doble espacio, en papel
tamaiio carta (220mm por 280mm), con margenes de 30mm.
Irdn escritos en una sola cara de la hoja y las paginas nu-
meradas consecutivamente. La impresion debe ser en calidad
laser o similar.

3.2. El titulo debe ser explicativo del articulo, ir escrito en ma-
yusculas y preferiblemente no tener una longitud superior a
80 caracteres incluyendo espacios.

3.3. En toda propuesta debe presentarse el autor o los autores:
nombre, formacion académica, cargo actual e instituciones
a las que esta vinculado.

3.4. Laextension méxima del articulo propuesto seré de 12 pégi-
nas, incluyendo graficas y tablas que cumplan las especifi-
cacivnes anteriores.

3.5. Eltrabajo debe ir acompaiado de un resumen de maximo 200
palabras.

3.6. Las tablas e ilustraciones deben estar técnicamente elabo-
radas. Las ilustraciones deben presentarse en hojas indivi-
duales en impresion calidad laser o elaboradas en dingrafe.
Las tablas e ilustraciones irdn numeradas con ndmeros arabi-
gos, seguin el orden de aparicion.

3.7. Llas fotografias deben presentarse en blanco y negro y en
papel brillante y acompafiadas por los negativos correspon-
dientes.

3.8. Lasreferencias bibliograficas se incluiran al final del articulo,
clasificadas por orden alfabético (no numeradas) de acuerdo
a las siguientes normas:

--Apeltido de los autores en mayascula seguido por las ini-
ciales de sus nombres, titulo del articulo o libro, datos de la
revista (si es articulo), datos de la editorial, ciudad, ao,
paginas (si es articulo).

--En el texto las referencias se deben citar nombrando el
apellido del autor y el afio de publicacion. Si los autores son
mas de tres, en el texto cite solo al primero, seguido por la
expresion “et. al.”.

3.9. Un articulo no debe estar sometido simultdneamente a con-
sideracion de ninguna otra revista.

En [a carta remisoria de la propuesta se debe incluir el nimero de
teléfono (Fax), y direccion del autor.

Las propuestas deben ser enviadas a:

COMITE EDITORIAL

REVISTA DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

APARTADO AEREQ 14490

FAX: 368 1330

SANTAFE DE BOGOTA, D.C., COLOMBIA
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