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INTRODUCCION

El herpesvirus equino 1 (EHV-1) es un patégeno que afecta a los miembros de la familia
Equidae y se encuentra distribuido mundialmente. Fue descripto por primera vez en Estados
Unidos en la década del 30 (6) y a pesar de que hace mas de 70 afos desde su aislamiento
y de continuos ensayos de diferentes vacunas para su control, aun sigue siendo el mayor
causante de pérdidas econdmicas en la produccion equina. (20) La infeccidn, con este virus,
se manifiesta con sintomatologia respiratoria y nerviosa, abortos y sindrome neonatal que
generalmente lleva a la muerte del potrillo en las primeras 48 horas de vida. La pérdida del
potrillo ocasiona importantes bajas en los establecimientos de cria equina. Se considera que
el EHV-1 es el principal agente viral causante de abortos que, luego de un periodo de
incubacién variable, ocurren generalmente en el ultimo tercio de la prefiez sin signos
patognomonicos previos. A pesar de que la infeccion primaria genera una respuesta inmune
humoral y la produccion de anticuerpos (Ac) con capacidad neutralizante, los animales no
desarrollan inmunidad duradera contra el EHV-1 siendo susceptibles a la reinfeccion. Como
todos los herpesvirus el EHV-1 también produce infecciones latentes que involucra a
linfocitos y ganglio trigémino. Ante determinadas situaciones de estrés, el virus latente se
reactiva, con o sin sintomatologia manifiesta. En los animales de mas edad los signos
respiratorios posteriores a la reexcrecion viral resultan inadvertidos, sin embargo sucede
eliminacion de virus y viremia asociada a células por lo que posteriormente las hembras
pueden abortar (1, 2, 4). Para la profilaxis en el mundo existen vacunas inactivadas,
atenuadas y elaboradas por ingenieria genética, pero todas requieren repeticiones de
inmunizacién y no previenen ni la viremia asociada a células ni el aborto. La eficacia de las
vacunas disponibles para prevenir la infeccion o la reactivacion de virus latentes aun es
cuestionada (23) Es por eso que las investigaciones que se realizan mundialmente sobre el
EHV-1 se encuentran dirigidas aun a tres aspectos principales: a) esclarecer la patogenia
del aborto y del fendmeno de latencia y reactivacién viral (20) (b) relacionar la estructura
molecular de las cepas virales con la virulencia y antigenicidad (19) c) obtener inmunégenos

que desencadene respuesta inmune que prevenga el aborto (23)

OBJETIVO

Con este trabajo se pretende difundir los estudios que se realizan en la Republica Argentina
desde que se aislo por primera vez el EHV-1 con el objeto de contribuir al esclarecimiento
de los aspectos relacionados a la patogenicidad e inmunogenicidad utilizando técnicas

basicas en estudios virologicos y las nuevas técnicas de biologia molecular.



METODOLOGIA - RESULTADOS

Analisis seroléqgicos

La primera deteccién de anticuerpos (Ac) se realizd por la técnica de fijacion de
complemento, en el afio 1965 (5) y en 1978 se determiné la existencia de 25% de reactores.
En 1984 se confirmaron brotes epizodticos de enfermedad nerviosa por la técnica de
virusneutralizacion (VN) (25). En 1985 se elaboré un antigeno para deteccion de anticuerpos
por la técnica de inmunodifusién (24) y en 1989 se estandarizé la técnica de hemdlisis radial
simple como técnica de diagndstico serolégico alternativa (9). En 1993 se desarrollé una
técnica de ELISA indirecto utilizando un antigeno soluble elaborado con una cepa viral
autoctona. (11). El ultimo relevamiento seroldgico realizado en Argentina por la técnica de

VN en el afio 2003 demostro la existencia de 80 % de reactores.

Aislamientos virales

En 1979 se realiz6 el primer aislamiento viral (AV) a partir de un feto equino abortado. (7).
En 1985 fue aislada una cepa a partir de plasma rico en leucocitos de un animal que
presentd signos respiratorios (10). A partir de ese momento se realizaron numerosos
aislamientos a partir de fetos abortados o neonatos muertos. Para el AV a partir de muestras
problema se procedié de acuerdo a los métodos convencionales: los 6rganos se procesaron
como homogenatos al 10% en medio minimo esencial (MEM) suplementado con 2% de
suero fetal bovino (SFB) y posteriormente fueron centrifugados a 6000 rpm durante 20 min.
Los hisopados de animales con signos respiratorios fueron extraidos en forma aséptica,
mantenidos en MEM-2%SFB y centrifugados a 6000 rpm durante 20 min. Las muestras de
sangre tomadas de animales con signos respiratorios se dejaron en reposo por 1 ha4°Cy
una vez observada la separacién de la fracciéon de glébulos rojos, el plasma rico en
leucocitos fue separado y congelado y descongelado tres veces para favorecer la liberacion
de las particulas virales. Los sobrenadantes obtenidos del procesamiento de los érganos,
hisopos y el plasma rico en leucocitos se conservaron a -70°C hasta su inoculacién en
diluciones en base 10 sobre monocapas confluentes de células RK13 (Rifidén de conejo) y
cultivos primarios de rindn de feto equino. Cada una de las muestras fue pasada tres veces
sobre los cultivos celulares antes de considerarlas negativas. Una vez comprobada la
aparicion de efecto citopatogénico (ECP) los aislamientos virales fueron confirmados por VN
con suero positivo control de referencia o por inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos

especificos.

Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se trabajé con muestras de érganos de fetos abortados o neonatos en diferente estado de

conservacion. Se ensayaron diferentes métodos de extraccion del ADN, se analizaron



diferentes pares de cebadores que amplifican fragmentos gendmicos de las principales
glicoproteinas (gp) y se estandarizd el sistema de amplificacion para cada caso. La
especificidad de la reaccién fue determinada por la digestibn con endonucleasas de
restriccion (ER). El sistema de extraccion de ADN para PCR en donde se combind el
tratamiento con Proteinasa K y solucion sobresaturada de CINa resulté util para todo tipo de
muestras en circunstancias en las cuales el agente causal no pudo ser aislado usando la
convencional técnica de AV debido al estado autolitico de las mismas. Con el par de
cebadores que amplific6 un segmento gendémico correspondiente a la gpC se obtuvo un
fragmento de 489 pares de base (pb). La especifidad determinada con Xhol permitio obtener
dos fragmentos de 287 y 202 pb. (Figura 1) La técnica desarrollada significé un importante
avance en Argentina en donde las distancias recorridas por las muestras son muy largas
hasta llegar al laboratorio de diagnostico. (1er Premio Asociacién Argentina Veterinarios de
Laboratorio de Diagnéstico, 2000) (12)
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Figura 1: M: marcador de PM (100pKb). 1: ADN control positivo. 3, 5 y 7: amplificacidon positiva a partir de bazo,
higado y pulmoén en mal estado de conservacion. 2, 4, 6 y 8: productos de PCR digeridos con Xhol. 9, 10, 11y
12: ADN controles negativos (EHV-4, EHV-2, BHV-1, SHV-1). 13: control negativo: agua destilada

Estudios de patogenicidad en modelos experimentales

El modelo Balb/C establecido en la década del 90 por Awan y col. (3) es util para estudiar la
virulencia de cepas de EHV-1 y para investigar y evaluar el potencial de las vacunas contra
este virus. Es por eso que en el afio 1997 y debido a las diferencias de comportamiento que
algunas cepas presentaban sobre cultivos celulares, principalmente el primer aislamiento
argentino de EHV-1 (cepa SP), dichas cepas se analizaron de acuerdo a su comportamiento
patogénico en el modelo raton Balb/C. Todos los estudios se realizaron comparativamente
con cepas internacionales de referencia.

Estudios en ratones Balb/C lactantes: las cepas en estudio fueron inoculadas
intracerebralmente en ratones y de acuerdo a su capacidad de producir sintomas en los
animales, a su probabilidad de reaislamiento y a su potencial neuropatégeno se clasificaron

en diferentes biotipos. (13)



Estudios en ratones Balb/C modelo respiratorio y abortigénico: La cepa SP fue inoculada por
via intranasal en ratones de 3-4 semanas de edad y en hembras prefiadas en diferentes
tercios de la gestacion. Se evaluaron los signos respiratorios, la recuperacién de virus de
pulmoén de los animales infectados, la capacidad de producir viremia, las variaciones de
peso corporal en las hembras gestantes, las lesiones histolégicas en diferentes 6rganos y la
produccién de abortos, reabsorciones y/o trastornos de la prefiez. Tanto en el modelo
respiratorio como abortigénico la cepa SP demostré ser de menor virulencia, no produjo
signos abortigénicos ni cambios histolégicos en placentas y fetos y protegié a ratones
previamente inmunizados contra la descarga de una cepa virulenta. (15, 17). Utilizando el
mismo modelo experimental se analizaron otras 5 cepas observandose que en una de ellas
(8/90) se produjeron lesiones mas severas a nivel de utero de ratonas infectadas

experimentalmente (21).

Estudios moleculares

Paralelamente a los estudios de patogecicidad se iniciaron los estudios moleculares de las
cepas de herpesvirus aisladas hasta el momento para relacionar su diferente
comportamiento cultural en cultivos celulares y virulencia en los modelos experimentales con

su estructura gendmica.

Determinacién de los patrones de restriccion (RP) de ADN

En el afno 1997 se analizaron los electroferotipos de 10 cepas aisladas entre 1979 y 1991.
Se infectaron células RK13 con cada una de las cepas y cuando el ECP fue del 80% las
células se levantaron, se lavaron y se trataron con Proteinasa K. EI ADN total fue extraido
con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, precipitado con alcohol absoluto y posteriormente
digerido con las enzimas de restriccion (ER) BamHI y Bg/ll. Las muestras fueron corridas en
geles de agarosa al 0,5% a 20V durante 16 hs en buffer TAE (40mM Tris-acetate, 1 mM
EDTA, pH8.0). Las bandas se visualizaron en un transiluminador UV luego de la tinciéon con
bromuro de etidio. Los resultados obtenidos en este estudio indicaron homogeneidad
genética de las cepas aunque la cepa SP, el primer aislamiento autéctono pudo ser
diferenciado de las cepas restantes por la pérdida del fragmento BamHI’e” y la diferente
movilidad del grupo de fragmentos BamHI"h-i-j-k” (14).

En el afio 2005 se analizaron 60 cepas recuperadas de diferentes regiones del pais a
partir de fetos abortados y 8 cepas de neonatos muertos. Cada una de las muestras fue
procesada de acuerdo a la metodologia citada previamente. Para el estudio de los RP se
utilizaron las ER BamHI, Kpnl y Bgl/ll. En este trabajo, dos cepas denominadas 1/96 y 3/01

fueron tipificadas con BamHI como genoma 1B mientras que las restantes demostraron



poser genoma 1P, Bglll permitié diferenciar como EHV-11B a la cepa 3/01 y Kpnl no

permitié diferenciacion alguna. (Figura 2).

Figura 2: M: A Lambda HindIll (23.1, 9.4, 6.7, 4.4 kb)), A: BamHI 1P, B: BamHI cepa 3/01 (EHV-1 1B) C: Bgill
1B, D: Bglll cepa 3/01 (EHV-1 1B)

Estos resultados demostraron que el genoma EHV-1 1B esta presente en la Argentina
desde 1996 documentandose por primera vez la heterogeneidad genémica de las cepas.
Este trabajo constituyo el primer estudio en donde se analizaron todas las cepas de EHV-1

aisladas en Argentina en los ultimos 25 anos (22).

Estudios moleculares del gen codificante de la gC de la cepa argentina SP

El fragmento BamHI‘h” de EHV-1 contiene el gen que codifica para la gpC que es
responsable de la interaccion primaria entre el virion y la superficie celular contribuyendo a
la penetracion en la célula blanco. Es ademas indispensable para la multiplicacién del virus
en cultivos celulares y contribuye a la virulencia y patogenicidad.. Estudios previos citados
demostraron particularidades gendmicas y de virulencia de la cepa (15, 17) por lo que en
este trabajo se estudié una porcidn del gen que codifica para la gpC, comparativamente con
la cepa japonesa HH1 y con el aislamiento argentino IR/01. Se amplificé por PCR la porcién
gendmica en estudio, se purificaron los fragmentos obtenidos y se secuenciaron en el
instituto BRC (Biotechnology Resource Center), Universidad Cornell (Ithaca — New York). El
analisis se realiz6 comparando ademas los resultados con la cepa Ab4 totalmente
secuenciada y disponible en el "Gene Bank“. La cepa SP no demostré la presencia de
inserciones ni deleciones, solo se registré una mutacion silenciosa de una C por una A en la
posicién 4397 del fragmento BamHI"h®. (Figura 3). Los resultados expuestos permiten inferir
que la region de la gpC estudiada de la cepa SP no estaria involucrada en la menor
virulencia demostrada en el raton BALB/C . EI comportamiento observado podria deberse

[Pl

entonces a la particularidad de esta cepa en el fragmento BamHI “e” que involucra a los

genes 61-64 o a la region intergénica (8).



4397
SP (212) TET ACG GCT AAA TGC GTE CCG AGC ACC GGG GTG TTC GTA (173)
Cys Thr Ala Lys Cys Pro 8er Thr &ly Wal Phe Val

HH1 (212} TET ACG GCOT AAR TEC GTA CCG AGC ACC G5 GTE TTC =TA (173)
Cys Thr Ala Lys Cys Wal Pro Ser Thr Gly Val Phe val

IR (212) TET ACGE GCT AAA TGEC GTA CCG AGC ACC GGG GTG TTC GTA (173)
Cys Thr Ala Lys Cys Wal Pro Ser Thr &ly Val Phe val

Bb4d BamHT h (4415) TET ACE GCOT &AAR TGEC GTA CCE AGD ACC GG ETE TTC GTA (4376)
Cys Thr Ala Lys Cys Wal Pro Ser Thr Ely val Phe val

Congenzsuz TET ACG GCT AARL TCC GTA CCE AGC ACC GEE GTE TTC GTA

Figura 3: Analisis genémico comparativo de dos cepas argentinas de EHV-1 (SP e IR)
con dos cepas de referencia (HH1 y AB4)

Estudios moleculares de la regién intergénica

La region intergénica (RI) ubicada entre el ORF 62 y 63, posee un tamafno aproximado de
1.5 kbp. Estudios previos (18), demostraron que esta region estaria involucrada en la
virulencia y el crecimiento viral in vitro. Posee 4 dominios: dos conservados ubicados entre
las posiciones 108803-108945 y 109551-110286 y dos variables entre las posiciones
108946-109550 y 110287-110385. En este trabajo se amplificé por PCR con dos pares de
cebadores especificos la porcion gendmica comprendida entre las posiciones 108486 y
109734, que involucra al ORF 62, que codifica a la gpL y a los dos primeros dominios de la
region intergénica. Se analizaron 21 cepas aisladas de distintas regiones geograficas de
Argentina y las cepas de referencia HH1 (Japon) y KyB (EEUU). Los productos de PCR
fueron purificados y secuenciados de acuerdo a la metodologia descripta previamente. Los
resultados indicaron que la porcibn gendmica analizada presenta un alto grado de
conservacion. No se detectaron mutaciones determinandose que la proteina gL no presenta
variaciones entre las cepas estudiadas (16). La porcidon genémica correspondiente a los dos
primeros dominios de la Rl también presentd un alto grado de conservacidon aunque se
encontraron inserciones de 18 bp en distintas posiciones (108942 y 109022). La posicion
108942 presenta inserciones de 18 bp en trece de las cepas estudiadas mientras que en la
posicién 109022 la cepa de referencia HH1, AR12 y AR13 no presentaron estas inserciones.
Estos resultados permiten inferir que esta regién tampoco estaria involucrada en la
virulencia de las cepas incluidas en este estudio sobre todo en aquellas que presentaron

diferencias de patogenicidad en el modelo raton.



CONCLUSIONES

Los resultados hallados en 27 afos de estudios en Herpesvirus equino 1 en Argentina

permiten concluir que:

1-

el EHV-1 es enzodtico en el pais.

2- desde el afio 1996 existe en el pais el genoma tipo 1B que hasta esa fecha no habia
sido detectado.

3- Los estudios de patogenicidad en el modelo experimental raton Balb/C determinan
que algunas cepas presentan diferente virulencia.

4- La primera cepa argentina aislada es de baja virulencia y protege contra una
descarga con una cepa patogeénica.

5- Las regiones gendmicas analizadas hasta el momento no serian las responsable de
las variaciones de virulencia observadas entre algunas cepas.

6- Son necesarios mayores estudios gendmicos para caracterizar las cepas.

7- Es necesario continuar con el estudio de este virus dirigiendo las investigaciones a la
produccion de inmunogenos utilizando técnicas de biologia molecular
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