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Resumen

Bovine herpesvirus 1 (BHV-1) y Bovine herpesvirus 5§ (BHV-5) pertenecen a la familia Her-
pesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus [1]. BHV-1 presenta una dis-
tribuci6én mundial; produce conjuntivitis, rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), vulvovaginitis
pustular infecciosa (IPV) y balanopostitis (IBP). También se asocia a enteritis, aborto y muerte
en neonatos. BHV-5 afecta a animales de entre 5 y 24 meses de edad, produciendo cuadros de
meningoencefalitis generalmente mortales. En nuestro pais los trabajos serolégicos realizados
han indicado prevalencias mayores al 40 % en todas las regiones investigadas. BHV-5 fue aislado
por primera vez en 1982; atn no se conocen los aspectos epidemiolégicos relacionados con la
infeccion por este virus.

En esta tesis se realizaron inoculaciones experimentales en bovinos. Estas experiencias per-
mitieron reproducir los sintomas clinicos caracteristicos de BHV-1 y BHV-5, obtener especimenes
para el diagnéstico de estos agentes y ademés, multiplicar el virus en su huésped natural. Por
otro lado, se diseid una PCR-M que utiliza primers especificos para cada especie viral, de ma-
nera que puede ser utilizada como herramienta diagnéstica diferencial entre ambas entidades.
Se evaluaron diferentes aspectos inherentes a la capacidad diagnoéstica de la técnica tales como
su sensibilidad y especificidad, y adema4s, su capacidad diagnéstica en diferentes muestras clini-
cas (hisopados nasales, érganos, semen). Ademéas se analizaron 20 aislamientos de campo que
habian sido previamente caracterizados mediante el uso de anticuerpos monoclonales. En todos
los casos los resultados demostraron que la PCR-M desarrollada en este trabajo de tesis, puede
ser utilizada como herramienta diagnoéstica diferencial entre BHV-1 y BHV-5.

Este trabajo representa un nuevo aporte al estudio de las enfermedades causadas por estos
virus, ya que hasta el momento BHV-1 y BHV-5 no podian ser diferenciados por los métodos de

diagnostico virolégico clasicos, y tampoco existia una técnica molecular diferencial que resulte



adecuada para su uso en los laboratorios de diagnéstico.
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Molecular Diagnosis of Bovine Herpesvirus
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Abstract

Bovine herpesvirus 1 (BHV-1) and Bovine herpesvirus 5 (BHV-5) are members of the genus
Varicellovirus, which is classified in the family Herpesviridae, subfamily Alphaherpesvirinae [1].
BHV-1 presents a worldwide distribution. Infections of cattle with this agent are related to
conjunctivitis, infectious bovine rhinotracheitis (IBR), infectious pustular vulvovaginitis (IPV)
and balanoposthitis (IBP). It can also cause enteritis, abortion and death in newborn calves.
BHV-5 affects 5 to 24 months old animals, producing fatal outbreaks of meningoencefalitis.
Previous works have shown that more than 40 % of cattle are seropositive against BHV-1 in
Argentina. In Argentina, BHV-5 was first isolated in 1982. Epidemiological studies of BHV-5 are
scarce.

In this thesis, experimental inoculations of cattle with BHV-1 and BHV-5 are described. Cli-
nical presentation of both agents were reproduced during these experiences, which also provided
specimens to be used in the PCR-method check out. The controlled trials also showed that these
viruses can be multiplied in its natural host without major difficulties.

A PCR able to detect and differentiate BHV-1 and BHV-5 was developed. The technique
uses specific primers against each agent. Both primer pairs were combined in a Multiplex-PCR
(PCR-M). PCR-M was evaluated by the analyses of its sensitivity and specificity. The ability
of the method to detect virus in different specimens (nasal swabs, organs, semen) was evalua-
ted. Furthermore, twenty field isolates previously characterized by monoclonal antibodies were
submited to viral detection and typing by PCR-M. All the analyses showed the PCR-M would
be used as a diagnostic tool against BHV-1 and BHV-5. Both species were always succesfully
differentiated by the PCR-M.

The present work constitutes an improvement in knowledge on bovine herpesviruses, since
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classical or molecular virological methods for typing these agents were not available before. The

PCR-M can be easily implemented in diagnostic laboratories with basic equipment.
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Capitulo 1

Generalidades

1.1. Introducciéon

Bovine herpesvirus 1 (BHV-1) y Bovine herpesvirus 5 (BHV-5) pertenecen a la familia Her-
pesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus [1].

BHV-5 es muy similar a BHV-1 con respecto a la morfologia de los viriones, a las caracteristicas
del efecto citopatico en cultivos celulares, y a las propiedades antigénicas demostradas mediante
neutralizacion [2]. Por esta razon, los primeros aislamientos de BHV-5 fueron clasificados como
BHV-1. Mas tarde, las diferencias encontradas en los mapas de restriccién genémicos condujeron a
su ubicacién en un subtipo dentro de BHV-1: el subtipo 3 (BHV-1.3). En el subtipo 1 (BHV-1.1) se
clasificaron los aislamientos asociados principalmente a los cuadros respiratorios, y en el subtipo
2 (BHV-1.2) los correspondientes a cuadros genitales. BHV-1.3 se observé asociado a brotes de
encefalitis [3, 4, 5, 6]. Posteriormente, en base a los resultados obtenidos mediante electroforesis
de las proteinas virales en geles de polyacrilamida [6, 7, 8], analisis con enzimas de restricciéon
[6, 8, 9, 10, 11, 12], hibridizacién con sondas de DNA [9, 11, 12|, neutralizacién [6, 7, 13],
y reactividad con paneles de anticuerpos monoclonales [8], se demostré que los aislamientos
de cuadros encefaliticos poseian caracteristicas particulares, que los distinguian claramente de
los virus aislados de casos respiratorios y genitales, lo cual generd la necesidad de definir una

nueva especie donde ubicarlos. En 1992 estos aislamientos particulares recibieron la denominacién
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actual de BHV-5 [14].

La similitud genémica! entre BHV-1 y BHV-5 es aproximadamente del 85 %, mientras que
entre el tipo respiratorio (BHV-1.1) y genital (BHV-1.2) la similitud es superior al 95 % [9, 11].

BHV-1.2 puede subdividirse en los subtipos BHV-1.2a y 2b en base al analisis con enzimas
de restriccion y al perfil proteico [8, 11]. BHV-5 también puede ser clasificado en dos grupos a y
b, debido a la existencia de patrones electroforéticos diferentes de las glicoproteinas del virus, lo
cual fue observado por primera vez para las cepas N569 y A663 por Metzler et al [8].

BHV-1 presenta una distribucién mundial; produce un amplio rango de manifestaciones clini-
cas tales como conjuntivitis, rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), vulvovaginitis pustular in-
fecciosa (IPV) y balanopostitis (IBP). También se asocia a enteritis, aborto, y a enfermedad
generalizada y muerte en neonatos.

BHV-5 fue aislado de brotes de encefalitis en Australia [15, 2, 16], Estados Unidos [17, 18],
Argentina [19], y otros paises de América y Europa [20, 21, 22, 23]. Como se mencion6 ante-
riormente, en los casos clinicos producidos por BHV-5 se observaron infecciones generalizadas,
con cuadros de meningoencefalitis generalmente mortales. Los afectados son animales jévenes,
de entre 5 y 24 meses de edad.

En cuanto al aspecto productivo, si bien no se han establecido claramente ctales son las
pérdidas reales provocadas por las infecciones con estos herpesvirus bovinos, se sabe que las
mismas en el caso de BHV-1, se asocian con una disminucién de la produccion en la fase aguda
de la enfermedad, y con la aparicién de abortos cuando la infeccién ocurre en la segunda mitad
de la gestacion [24, 25, 26].

Ambos virus tienen la habilidad de establecer infecciones latentes, lo que permite su disper-
si6bn mediante animales portadores, pudiendo permanecer en los rodeos y establecer la enfer-
medad en forma endémica [27, 24, 25, 26, 28].

Los aspectos epidemiologicos de la infeccion con BHV-5 no han sido estudiados en profundi-
dad.

En varios paises de Europa se han instrumentado medidas de control dirigidas a disminuir el

'Nimero de posiciones iguales sobre el largo total de las secuencias comparadas.
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impacto de la rinotraqueftis infecciosa bovina (IBR), mediante planes de erradicacion obligatorios
en algunos casos y voluntarios en otros. Los paises que se encuentran libres de esta enfermedad
son Austria, Dinamarca, Finlandia, Suiza, Noruega, Suecia y la regién de Belzano en Italia.
Holanda, Francia, Bélgica y Gran Bretafia han comenzado a establecer medidas tendientes a
lograr la erradicacién de este agente. Por otro lado, tanto en Ameérica como en Europa se estan
realizando estrictos controles en la comercializacién del ganado, semen y embriones [29, 30, 31].

Con respecto al diagnoéstico, los métodos mas utilizados para la deteccién de los herpesvirus
bovinos son el aislamiento viral (AV) y las técnicas de inmunohistoquimica (inmunoperoxidasa,
IP, e inmunofluorescencia, IF). Para la deteccién de animales seropositivos se utilizan la seroneu-
tralizacion (SN), la inmunofluorescencia indirecta (IFl), la hemaglutinacién pasiva (HAP), y la
técnica de ELISA [32, 33, 34, 35, 36]. Se ha comprobado que existe inmunidad cruzada entre
ambas especies virales [13, 37]. Por esta razén es posible que los métodos inmunolégicos pre-
senten la dificultad de producir clasificaciones erréneas, ademéas de ser muy laboriosos cuando
deben analizarse grandes cantidades de muestras. Si bien la utilizacién de enzimas de restriccién
e hibridizacién de acidos nucleicos ha sido muy valiosa para lograr una clasificacién genética, su
utilizacién en un laboratorio de diagnéstico resulta poco adecuada debido al tiempo que insume.

En los altimos afios se han publicado algunos trabajos que describen métodos de PCR capaces
de detectar BHV [38, 39, 40, 41], pero por el momento sé6lo algunos de ellos logran diferenciar
entre BHV-1 y BHV-5. Se ha desarrollado una PCR anidada diferencial que requiere tres rondas
de amplificacién para obtener muestras positivas [42]. En otro trabajo se describe una PCR
diferencial donde parte del gen que posee la secuencia a amplificar es clonado previamente
sirviendo el plasmido de clonado como molde para la PCR [41].

En esta tesis se disefi6 e implement6 una PCR Multiplex que permite amplificar porciones del
genoma diferenciales entre BHV-1 y BHV-5. Esto se logré utilizando combinaciones de cebadores
especificos para ambos virus. Este método permite procesar rdpidamente grandes cantidades de

muestras.
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1.2. Taxonomia de la familia Herpesviridae

Los miembros de la familia Herpesviridae fueron inicialmente clasificados por el ICTV (In-
ternational Committee on Tazonomy on Viruses) [1], en base a sus propiedades biolégicas, en
tres subfamilias: Alfaherpesvirinae, Betaherpesvirinae y Gammaherpesvirinae. Esta clasificacion
se establecié antes de que se conocieran las secuencias de DNA de los miembros de esta familia.
Posteriormente un pequeiio grupo de herpesvirus fueron incluidos en géneros, basiandose en la
similitud de sus secuencias, la organizacién de sus genomas y las caracteristicas de algunas de
sus proteinas [1, 43].

Los miembros de la subfamilia Alfaherpesvirinae presentan un amplio rango de hospedadores
naturales y un ciclo productivo relativamente corto. Tienen capacidad de establecer infecciones
latentes en ganglios sensoriales y producen un rapido efecto citopatogénico litico en cultivos
celulares. Esta subfamilia comprende los géneros Simplezvirus (ej. Human herpesvirus 1, Herpes
simplex virus 1), Varicellovirus (ej. Bovine herpesvirus 1, Bovine herpesvirus 5), Mardivirus
(Marek’s disease-like viruses) e Iltovirus (Infectious laryngotracheitis-like viruses [43, 1].

Los virus de la subfamilia Betaherpesvirinae poseen un restringido rango de huéspedes, ci-
clo reproductivo prolongado, lenta diseminacion en cultivos celulares y baja citopatogenicidad.
Pueden infectar latentemente células linforreticulares, glandulas salivares, rifién y otros tejidos.
Comprenden los géneros Cytomegalovirus (ej. Human herpesvirus 5, Human cytomegalovirus),
Muromegalovirus (ej. Murid cytomegalovirus 1) y Roseolovirus (ej. Human herpesvirus 6) [43].

En la subfamilia Gammaherpesvirinae el rango de huéspedes se restringe a la familia u orden
al que pertenece el hospedador natural. Estos virus replican in vitro en células linfoblasticas y
fibroblasticas. Infectan linfocitos, tendiendo a ser especificos para células T o B (aunque pueden
ocurrir excepciones), a los que pueden transformar produciendo tumores. Desarrollan latencia
en tejido linfatico. Comprenden los géneros: Linfocriptovirus (ej. Human herpesvirus 4, Epstein-
Barr virus), Rhabdinovirus (ej. Saimiriine herpesvirus 2 e Ictalurivirus (Ictalurid herpes-like
viruses) [43, 1].

Los disponibilidad de secuencias de DNA de virus de la familia Herpesviridae, ha permitido

UNLP 4 M. Alegre



CAPITULO 1. GENERALIDADES

realizar estudios taxonémicos posteriores. Estos estudios han resultado en una clasificacién con-
gruente con la estructura taxondmica propuesta a partir de las caracteristicas bioldgicas antes
mencionadas [43].

Entre los miembros de la familia Herpesviridae se han descripto genomas con caracteristicas
diferentes que han permitido que los mismos puedan ser divididos en 6 grupos, designados desde
A a F. En 5 de estos grupos, existen regiones repetitivas de mas de 100 pares de bases (pb)
que presentan diferente ubicacion dentro del genoma. Estas diferencias genémicas se encuentran
representadas en la Figura 1.1.

En el grupo A, ambos extremos del genoma poseen las mismas secuencias repetitivas que se
designan como repeticiones terminales derechas e izquierdas (RTD y RTI). Human herpesvirus 6
y Equide herpesvirus 2 representan ejemplos de este grupo.

En el grupo B, la secuencia terminal de los dos extremos es una misma regién repetida nu-
merosas veces, pudiendo el nimero de repeticiones variar en alguno de ellos, al mismo pertenecen
Saimiriine herpesvirus 2 y Ovine herpesvirus 2 entre otros.

Los miembros del grupo C, como FEpstein-Barr virus, presentan repeticiones terminales (en
menor cantidad que los grupos anteriores) y secuencias repetidas ubicadas en tramos especificos
del genoma (R1 a R4).

En el grupo D existen repeticiones internas y terminales repetidas (Rls y RTs) que flanquean
una region del genoma denominada segmento corto (Us). El segmento corto puede invertirse
con respecto a otra region denominada segmento largo (Ul), de manera que el DNA extraido de
viriones o de células infectadas representa dos poblaciones equimolares que so6lo difieren en la
orientaciéon del componente Us en relacién a la orientacion fija del componente Ul [14, 27, 43, 44].
A este grupo pertenecen Bovine herpesvirus 1 y Bovine herpesvirus 5.

En el grupo E, las secuencias de ambos extremos estan repetidas en una orientacién invertida
y yuxtapuesta, dividiendo el genoma en los componentes Ul y Us cada uno de los cuales consiste
en una unica secuencia flanqueada por repeticiones invertidas. Estas regiones pueden invertirse
una con respecto a la otra y entonces el DNA extraido de los viriones o de células infectadas

consiste en 4 poblaciones equimolares difiriendo en la orientacién relativa de los dos componentes.
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Figura 1.1: Diagrama esquemaitico de los seis grupos de genomas de los virus que comprenden la
familia Herpesviridae. La linea horizontal representa regiones (inicas o casi tnicas. Los dominios
repetitivos se muestran como rectingulos. RTD: repeticiones terminales derechas, RTI: repeticiones
terminales izquierdas, R1 a RA4: repeticiones internas 1 a 4, RI: repeticiones internas, RT: repeti-
ciones terminales, n: niimero de copias de una secuencia a, b: secuencia b, c: secuencia ¢, anb:
secuencias terminales anb, ca: secuencias terminales ca, Ul: segmento largo, Us: segmento corto

[43].
En este grupo se encuentra Bovine herpesvirus 2.
En el caso de los genomas pertenecientes al grupo F, las secuencias de los extremos no son

idénticas y no se repiten. Un representante del grupo es Murid cytomegalovirus.

1.3. Herpes Virus Bovinos 1 y 5.

1.3.1. Morfologia y genoma viral

La particula viral de los herpesvirus presenta una doble cadena lineal de DNA y una cépside
icosaédrica compuesta por 162 capsémeros (100 — 110 nm). En la Figura 1.2 se observa la
representacion esquemaética del virién.

Entre la capside y la envoltura se encuentra el tegumento, material de apariencia fibrosa en
las tinciones negativas, que si bien puede distribuirse en forma asimétrica, es considerado como
una estructura ordenada. El grosor del tegumento puede variar dependiendo de la ubicacién del
virién dentro de la célula infectada.

La envoltura representa la cubierta externa del virus. Es una membrana trilaminar de consis-
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Figura 1.2: Morfologia de los herpesvirus. A: representacion esquemdtica de un corte transversal de un
virion de herpesvirus. En la envoltura aparecen proyecciones desde la superficie; la capside presenta
simetria icosaédrica. B: tincidn negativa de un virién intacto de HSV-1, la envoltura intacta no
permite la tincion negativa, el diametro del virién es de 120 nm. C: cépside de HSV-1 sometida a
tincion negativa, se observa la simetria icosaédrica de la capside; la imagen es coincidente al grafico
en A. D: cépside de HSV-1 conteniendo DNA impregnado con acetato de uranilo [43].

tencia lipidica que posee numerosas protrusiones glicoproteicas en su superficie. Los viriones de

los herpesvirus varian en su tamaifio desde 120 hasta 300 nm. Esta variacién depende aparente-

mente del grosor del tegumento (14, 43, 45].

El genoma posee una longitud aproximada de 135 kpb a 140 kpb y presenta un contenido de
G + C del 72%. El DNA genémico est4 compuesto por dos regiones denominadas componente
largo (L) y componente corto (S) [14, 27, 43, 44]. Su organizacién gendmica corresponde a
la descripta para el grupo D, con un segmento largo (Ul) de aproximadamente 104 kpb y un
componente corto (Us) de aproximadamente 9,5 a 11 kpb. El genoma posee repeticiones internas
y terminales invertidas (RIs y RTs) [14, 27, 43, 44].

El genoma de los herpesvirus codifica aproximadamente unas 70 proteinas. S6lo 33 de ellas
son estructurales (13 asociadas con la envoltura viral, 14 con la nucleocapside, y 6 que ain
no han sido caracterizadas); y son 15 las no estructurales. Se considera que del total de estas
proteinas, existen 4 glicoproteinas o complejos glicoproteicos principales designados gl (gB), gl!
(¢E), glli (£C) y gIV (D) [27].

Las glicoproteinas gC, gB, y gD se encuentran en la envoltura viral y en la membrana plas-
matica de las células infectadas. Son responsables de la adsorciéon del virion a la membrana

celular mediante su unién a receptores celulares [27]. Tanto la gC como la gB se unen a residuos

heparan sulfato de los proteoglicanos celulares [43, 46, 47, 27| siendo gC considerada la glicopro-
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teina m4s importante en la adsorcién. Sin embargo, no se considera esencial para la replicacién.
Se ha demostrado que virus mutantes gC— pueden iniciar la infeccién y replicar tanto in vivo co-
mo in vitro [48, 27]. Se cree que gB y gD son ligandos de unién secundarios. Ademas intervienen
en la penetraciéon y en el proceso de fusion celular [43, 46]. Las tres glicoproteinas inducen la
produccion de anticuerpos neutralizantes, siendo gD la que genera una respuesta mayor [27]. La
glicoproteina gH se encuentra en la envoltura viral. Est4 involucrada en el ingreso del virus al

interior celular y en la diseminacion celular [27].

1.3.2. Propiedades fisicoquimicas

La densidad de los herpes bovinos en gradiente de cloruro de cesio es de 1,249 a 1,254
g/cm3, y en gradiente de tartrato de potasio es de 1,22 g/cm®. Estos virus son muy estables
en un amplio rango de temperatura. El titulo viral permanece constante después de 9 meses de
almacenado a —60° C. A 4°C hay una pérdida de 1 logaritmo en el titulo después de 30 — 40 dias
de almacenamiento. Luego de 50 dias a 24°C, de 10 dias a 37°C y de 21 dias a 56°C, se inactivan
completamente. Las suspensiones virales resultan estables entre pH 6 y 9, perdiendo actividad
rapidamente a pH inferior a 6. Son extremadamente susceptibles a solventes lipidicos tales como
éter etilico, acetona, y cloroformo, a desinfectantes como NaOH (0,5 %), HgCls (0,01 %), derivados
fenodlicos (1 %), y bases de amonios cuaternarios a la misma concentracion. La formalina al 40 %

inactiva el virus pero en menor proporcién [26].

1.3.3. Ciclo viral

El ciclo del virus comienza con la adsorcién de la particula viral a la superficie celular median-
te la unién de glicoproteinas virales a receptores celulares. El ingreso al interior celular ocurre
como resultado de un mecanismo complejo, que puede subdividirse en cuatro fases: pegado o
adsorcién, fusion, perforacién y penetraciéon, y por ultimo transporte intracelular. Este proceso
incluye un tipo de fusién particular de la membrana externa de la envoltura viral con la capa
interna de la membrana plasmaética de la célula hospedadora y viceversa, lo cual resulta en la

formaciéon de un entrecruzamiento en el sitio de fusién. De esta manera se produce la insercién
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parcial de la envoltura viral dentro de la membrana plasmatica. La importancia de este tipo de
fusién adn no ha sido esclarecida; ciertamente no habilita al virus a ingresar al citoplasma, ya
que éste logra ingresar al interior celular a través de una invaginacién que se desarrolla cerca del
area de fusién y que se abre hacia el citoplasma [49].

Posteriormente la capside y el tegumento son transportados hacia los poros de la membrana
nuclear, mecanismo en el que se encuentra involucrado el citoesqueleto celular [43, 49, 50]. A
nivel de los poros nucleares, ocurre la decapsidacion, y el DNA viral es liberado en el interior del
nacleo, donde inmediatamente se circulariza [45].

En la transcripcion de los genes virales estdn involucradas varias enzimas, entre ellas una
RNA-polimerasa |l de origen celular, y varias proteinas del tegumento (como Btif y VP8), que
acttian inhibiendo la sintesis de macromoléculas celulares [27].

La transcripcién y la replicacion tienen lugar en el nicleo, mientras que la sintesis de proteinas
ocurre en el citoplasma. La expresion de los genes virales representa un proceso en cascada que
ocurre en tres fases. Los genes alfa son los primeros en transcribirse, generando seis polipéptidos,
cinco de los cuales actian regulando la expresion génica en el nicleo y activan la expresién de
los genes beta. Las proteinas beta estan implicadas en la replicacién del DNA viral. La sintesis
de DNA viral estimula la expresion de los genes gamma, cuyas proteinas estan relacionadas con
el ensamblado de la capside en el nicleo y en la formacién del virién [43, 45].

La sintesis del genoma viral ocurre por medio de un mecanismo de circulo rodante, por medio
del cual se producen concatémeros, que luego experimentan una escisién especifica en unidades
genomicas independientes que se ensamblan con las proteinas de la capside y se adsorben en la
region de la membrana nuclear donde se encuentran ubicadas en alta concentracién las glico-
proteinas virales. Luego, en un proceso de maduracién, las capsides adquieren la envoltura al
brotar a través de la membrana nuclear. La liberacién se produce por fagocitosis reversa o por
disrupcion de la membrana plasmatica [43, 45]. En la Figura 1.3 se representan las principales

etapas del ciclo viral.
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Figura 1.3: Diagrama de replicacién de herpesvirus [43].

1.4. Enfermedades producidas por BHV-1 y BHV-5

1.4.1. Patogenia y sintomas clinicos

El proceso de infeccion comprende tres estadios diferentes: enfermedad aguda, latencia y
reactivacion.

En la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) la puerta de entrada son las vias respiratorias o
la mucosa orofaringea. Una vez que el virus ingresa en el organismo, se replica activamente en el
epitelio de las cavidades nasal y bucal, y de las vias respiratorias superiores, provocando la des-
truccién de los mismos y favoreciendo el establecimiento de infecciones bacterianas secundarias.
Los tejidos oculares también pueden verse afectados.

Por medio de una diseminacién sistémica a través de la sangre, del sistema nervioso o de
puentes intercelulares, el virus alcanza distintos 6rganos blanco. También puede ser transportado
por los leucocitos periféricos hacia la placenta e invadir el feto produciendo un cuadro sobreagudo.

La infeccién fetal puede ocurrir a partir del quinto mes de gestacién, pudiendo causar momifi-
cacién, aborto, natimortos o terneros débiles. Los fetos abortados presentan autélisis, coloracién
pardusca, tejidos friables y fluidos en las cavidades corporales [32, 25, 26].

M. Alegre
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El periodo agudo de la enfermedad comienza entre 2 a 6 dias después de la infeccién, pu-
diendo durar hasta dos semanas. En este periodo los animales presentan anorexia, fiebre (hasta
42°C), hiperemia de la mucosa nasal con acimulos grisaseos de necrosis, secrecién nasal y o-
cular, sialorrea e hiperexcitabilidad. La conjuntivitis es un signo frecuente y puede afectar uno
o ambos ojos, observandose secrecién ocular profusa, principalmente serosa. Puede producirse
muerte siibita 24 horas después de la apariciéon de los primeros signos, como consecuencia de una
bronquiolitis obstructiva extensa. En este periodo es factible hallar altos titulos de virus en los
exudados nasales y conjuntivales [32, 25, 26].

Al finalizar la fase aguda, el virus puede ingresar en las células nerviosas locales y movilizarse
usando el transporte axonal retrégrado hasta el ganglio trigémino, donde establece la infeccion
latente.

Durante la infeccién latente no se detecta excreciéon viral ni sintomatologia en los animales
portadores. El virus se reactiva a intervalos regulares [32, 24, 25, 26, 51]. Aunque en estos
periodos los titulos de eliminacién se encuentran en el orden de 108 DICTy ¢ /ml?, generalmente
no se presentan sintomas clinicos [24, 25, 26]. Las particularidades del ciclo se esquematizan en
la Figura 1.4.

La Vulvovaginitis Infecciosa Bovina en las hembras o Balanopostitis Infecciosa Bovina de los
machos (IPV/IPB) es una tipica enfermedad venérea en la cual BHV-1 alcanza directamente las
células blanco, que son las células de las mucosas de la vulva, vagina y prepucio. La fase aguda de
la enfermedad se desarrolla 2 o 3 dias luego del servicio, teniendo una duracién de 2 a 4 dias. En la
IPB, la mucosa de la vulva aparece edematosa e hiperémica, con pequenas pustulas diseminadas
sobre la superficie de la misma, acompafiada a veces con una descarga vaginal mucopurulenta
debido a infecciones bacterianas secundarias. En esta fase aguda, el animal puede presentar
fiebre, anorexia y depresion. Las lesiones pueden persistir usualmente hasta 10 — 14 dias. En los
machos la IPB aparece con inflamacién del pene y el prepucio. Los signos de infeccién pueden
variar de grado desde mediano a severo, estando asociados a una reduccién en la calidad del

semen. En estos casos, el sitio de latencia es el ganglio sacro [32, 25, 26].

2 DICTs0 % es la cantidad de inéculo que produce efecto citopatico en el 50 % de las monocapas infectadas.

UNLP 11 M. Alegre



CAPITULO 1. GENERALIDADES

1. Sitio de infeccion primaria:
Infeccion productiva en
celulas epltelinles

2. Sitlo de latencia:
neurona sensorial

N () tufeccién por DNA viral
K__/ . - fransporte /,/““""‘“ en latencia
- S retrogrado /
M e > /o
~\ . { o
= ./ i"‘L e ! \\w/
R S e '
- Reactivacién W\\
O O o
" Ganglio
.l’!. ;;m«:‘m- iafe;cd:[n re::m;:*n;t: \\t smsgoriai
nfeccidn productiva de oélulas
eplteliales \Q;:::g,
\
\

Figura 1.4: Patogenia de la infeccion por herpesvirus 1 [43].

En los cuadros de meningoencefalitis, el virus llega al cerebro a través de las ramas maxilar
y mandibular del nervio trigémino, o bien puede hacerlo a través de los bulbos olfatorios y/o de
las meninges a partir del hueso etmoides. Los signos relacionados con la enfermedad nerviosa son
depresion, anorexia, ptialismo, amaurosis, bruxismo, incoordinacién, tremor muscular, ceguera

y muerte [19, 7, 25, 26].

1.4.2. Latencia

La importancia de este fenémeno radica en que un animal latentemente infectado actia como
portador del virus, colaborando en el establecimiento de la enfermedad endémica [24, 25].

La latencia involucra el mantenimiento del DNA viral en forma extracromosomal en las
neuronas de los ganglios sensoriales. El virus puede permanecer en estado latente durante toda
la vida del hospedador, o bien puede reactivarse periédicamente. La reactivacién puede ocurrir
o ser inducida por diferentes estimulos como parto, transporte, tratamiento inmunosupresor con
corticoides, irradiacién con luz ultravioleta, superinfecciéon con otros virus, etc [32, 27, 24, 25,
26, 51, 52, 53].

En contraste con los 70 u 80 genes virales expresados durante la infeccién litica, la expresion

génica disminuye drasticamente durante la latencia. S6lo una pequena regiéon del genoma, co-
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rrespondiente al gen relacionado a la latencia (LR), es activamente transcripta. Los transcriptos
originados del gen LR se acumulan en el nicleo de las células de los ganglios sensoriales durante
la infeccién latente, y también en las etapas terminales de la infeccién litica. Se ha propuesto
que los mismos podrian controlar la expresién de genes inmediato-tempranos [27, 51, 52, 53].
Aun no se conocen los mecanismos exactos mediante los cuales el virus se mantiene en estado
latente, pero se sugiere que factores celulares de los tejidos, mecanismos de defensa del sistema

inmune, asf como factores inherentes al virus, pueden estar involucrados [52, 53, 54].

1.4.3. Epizootiologia

La liberacién de altos titulos de virus durante la enfermedad aguda y el posterior estable-
cimiento de infecciones latentes constituyen los mecanismos de persistencia de BHV-1 en los
rodeos.

En la fase aguda de la enfermedad, se produce la mayor eliminacién de virus. Durante las
dos primeras semanas de iniciada la infeccion, aparecen los titulos méas altos (ver Figuras 3.1 y
3.3 en las paginas 52 y 55, respectivamente). Entre el cuarto y sexto dia post-infeccién (dpi.), el
titulo viral en las secreciones nasales puede ser de 10'° DITC5j o, /ml. En las infecciones genitales
con BHV-1 asociado a IPV se pueden observar titulos atn més elevados (101 DITCsgo,/ml). El
semen puede contener hasta 108 DITCsyq,/ml [24].

Los animales que excretan virus de la mucosa nasal lo transmiten a los otros animales me-
diante contacto directo de sus mucosas y por aerosoles. Aquellos que excretan virus desde los
érganos genitales contagian, menos eficientemente, por via venérea (aunque pueden transmitir
el virus también mediante aerosoles). El virus puede transmitirse por semen durante el servicio
natural o por inseminacion artificial, y las vacas infectadas por inseminacién artificial pueden
transmitir el virus a otras vacas del mismo rodeo [32, 24, 25, 26].

Se ha reportado que la dosis necesaria para producir infeccién respiratoria podria ser de
102 DITCsy9,/ml o atin menor. En el caso de la transmisién por inseminacion artificial, se ha
observado que pequefias cantidades de virus (200 DITCsq9,/ml por pajuela) pueden provocar

seroconversion en los animales afectados [55].
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Cuando casi todos los animales de la poblacién se han infectado y han comenzado a desarrollar
inmunidad, el ciclo de primoinfeccién finaliza (24].

La posibilidad de transmision interespecie estd pobremente documentada. Si bien otros ru-
miantes pueden infectarse con los herpesvirus bovinos, esto no seria relevante en la diseminacién
de estos virus entre los animales domésticos. Aparte de los rumiantes, no se conocen otros
reservorios [32, 24].

Las enfermedades causadas BHV-1 no ocasionan altas tasas de morbilidad y mortalidad. En
los rebafios lecheros las mismas son del 8% y 3% respectivamente. En rodeos productores de
carne, la morbilidad es del 20 — 30 %, pudiendo llegar al 100 %. La tasa de mortalidad en el
ganado de carne se debe a la traqueitis bacteriana secundaria y a la bronconeumonia, pudiendo
alcanzar una cifra del 10 %, aunque por lo general no supera el 1%. El motivo por el cual la
mortalidad y morbilidad son més altas en el ganado de carne que en los rebanos lecheros es que,

en los primeros, la introduccién de animales susceptibles es mas frecuente [25].

1.4.4. Respuesta inmune

La exposiciéon del sistema inmune a BHV-1 induce una fuerte respuesta inespecifica y especi-
fica (respuesta T y B). La respuesta inespecifica, es mediada por la accién de células polimor-
fonucleares, macrofagos, células natural killers (NK), interferones, el complemento, y de otros
factores que pueden limitar la adsorcién de la particula viral a la superficie del epitelio res-
piratorio. Algunos de estos elementos, como el complemento, son constitutivos del organismo
hospedador; mientras que otros, como el interferon, son inducidos por la presencia del virus. La
importancia de cada uno de estos elementos varia segin se trate de una infeccién viral primaria
o secundaria, donde ya estan presentes los anticuerpos y las células de memoria [27, 56].

Los patrones de excrecién viral en las secreciones nasales y genitales sugieren que, en las
mucosas, la respuesta inespecifica cumple un rol fundamental en la prevencién de la infeccién
viral primaria. Las respuestas humoral e inespecifica protegen al bovino frente a infecciones
secundarias y frente a la reactivacién viral, ya que los anticuerpos pueden actuar neutralizando

las particulas virales [56].
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En la infeccion primaria, al no haber anticuerpos dirigidos contra el virus, no hay interfe-
rencias en el contacto de las glicoproteinas virales (gC, gB y gD) y los receptores de las células
epiteliales. Dentro de las cinco horas posteriores a la infeccién, cuando comienzan a aparecer los
antigenos virales en las células infectadas, se evidencia la respuesta inmune inespecifica a través
de la presencia de Interferon alfa (IFN-a) en las secreciones. Los niveles mas altos del mismo se
observan entre las 36 y 72 horas post-infeccién, y persiste hasta los 8 dpi. El IFN-« modula el
reclutamiento de leucocitos, macréfagos y células NK en el sitio de infeccion. Estas células liberan
una ola de citoquinas tempranas que actiian como instrumentos de iniciacién de la inflamacién,
de reclutamiento de més células inflamatorias y en la organizacién de la respuesta especifica
contra el virus [27, 56, 57]. Entre ellas, las interleuquinas 1 y 6 (IL-1, IL-6) y el Factor de necrosis
tumoral (TNF-a) acttian como sefales activadoras sobre los linfocitos T, y estimuladoras de la
llegada masiva de macrofagos [56, 58]. Asimismo, una vez expuestos al IFN-q, los macréfagos
desarrollan una resistencia a la infeccién por BHV-1, y aumentan su actividad citolitica [26, 56].

La accién de las células NK depende de la expresion de los antigenos virales en la superficie
de las células infectadas. Las glicoproteinas gB y gD parecen ser los blancos principales de las
células NK [56].

Los macréfagos y las células NK pueden eliminar a las células infectadas mediante mecanismos
no restringidos al CMH (Complejo Mayor de Histocompatibilidad). Esta es la respuesta citotoxica
mas importante contra la infeccién por BHV. La misma requiere de la presencia de los linfocitos
T, ya que estas células producen interfer6n gamma (IFN-v), que activa la respuesta citotoxica
no restringida por el CMH [56].

La actividad citotdxica aparece a la semana de iniciada la infeccién, correspondiendo con la
disminucién de los sintomas. Este es el momento de mayor actividad de la inmunidad celular, y
ocurre antes de que la respuesta por anticuerpos sea detectable. Estos mecanismos de citotoxi-
cidad son importantes para evitar la diseminacion viral ya que, una vez iniciada la infeccion, la
diseminaci6on hacia otras células ocurre por mecanismos intracelulales [26, 56}.

Si bien la inmunidad celular cumple un rol fundamental en los procesos de recuperacién de

la infecci6n primaria, ésta debe actuar en concordancia con las respuestas inmune inespecifica y

UNLP 15 M. Alegre



CAPITULO 1. GENERALIDADES

humoral para asegurar una rapida eliminacién del virus [56].

Los anticuerpos actian en la prevencién de la infeccién secundaria, y en la neutralizacién
viral durante la diseminacién extracelular. Ademas, se ha demostrado mediante estudios in vitro
que los anticuerpos son importantes para la inhibicién de la multiplicacion viral y la diseminacién
del virus entre células, ya que actian tanto en la citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC)
como en la lisis mediada por el complemento [27, 26].

La respuesta humoral especifica puede ser detectada en distintos compartimentos del sistema
inmune, en diferentes tiempos post-infeccién. La inmunoglobulina M (IgM) es el primer isotipo
que se detecta luego de la infeccion, primeramente en suero, y luego en secreciones nasales y
oculares. La respuesta Ig A especifica es detectable en suero y secreciones entre los 12 y 21 dpi.
Se detectan anticuerpos lgG; a los 13 dpi., primero en suero y luego en secreciones. Finalmente,
a los 25 dpi. son detectables los anticuerpos IgGy sélo en suero.

La respuesta de anticuerpos neutralizantes es detectable alrededor de los 10 dpi. (Figuras 3.2
y 3.4) y requiere de una reestimulacién para su persistencia. Estos anticuerpos estan dirigidos
contra, las glicoproteinas virales, correspondiendo los epitopes neutralizantes a las glicoproteinas

gH, gC y gD [59, 60, 61, 62].

1.5. Importancia econémica

Cuando BHYV es introducido en una regién, puede causar enfermedad clinica severa, abortos y
disminuci6én brusca de la produccién de leche. Esto resulta en altas pérdidas economicas. Cuando
la infeccién es endémica, no se observan tasas elevadas de mortalidad y morbilidad [63].

Los factores que ma4s se tienen en cuenta en la estimacién de pérdidas econémicas son: el
valor de mercado de los animales muertos o que deben enviarse a faena de emergencia, los costos
de alimentacién de animales que estando en el periodo agudo de la enfermedad no aumentan de
peso, costos de tratamiento, y la disminucién en la producccién de leche [63].

En la literatura existen muy pocas estimaciones acerca de las pérdidas econémicas produci-

das por los herpesvirus bovinos. En Holanda se ha determinado que con una prevalencia superior
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al 60 %, las pérdidas econémicas superaron los 27 millones de délares anuales [31]. Otras esti-
maciones indicaron que en animales de cebo con enfermedad clinica, las pérdidas podrian llegar
a 36 libras por animal y en rodeos lecheros a 6 libras, [64]. En la etapa de seroconversién puede

producirse una disminucién en la produccién lactea de hasta 9,5 litros por animal por dia [65].

1.6. Epidemiologia
1.6.1. Situacién epidemiolégica de BHV a nivel mundial

Si bien BHV-1 ha sido erradicado en varios paises europeos, la distribucién de la infecciéon
por BHV-1 es mundial, y la prevalencia de reactores serolégicos indica que pricticamente todos
los bovinos mayores de 3 afios estuvieron en contacto con el virus. Se han registrado brotes de
la forma respiratoria en Estados Unidos y Canada. La enfermedad genital (IPV) es mas comun
en Europa [26].

Suecia, Suiza, Finlandia, Austria, Dinamarca, Noruega y la region de Belzano en Italia se
encuentran libres de BHV-1, ya que han implementado planes de erradicacion. En Holanda,
Francia, Bélgica y el Reino Unido existen actualmente medidas de control en el uso de vacunas
convencionales (no marcadas) y planes de erradicacién regionales voluntarios. En estos paises
la prevalencia de la enfermedad varia entre el 20 y el 80 %. Los paises con mayor prevalencia
histérica han sido Holanda y Bélgica (60 — 90 %). En general la prevalencia en el resto de Europa
varia entre 20 y 50 % (Francia: 20 %, Alemania: 30 — 50 %, Inglaterra: 50 %, Italia: 34 — 99 %)
(31, 66].

La forma respiratoria y los abortos causados por BHV-1 son altamente prevalentes en América
del Norte. Los cuadros respiratorios emergieron como un problema de alto impacto econémico en
rodeos lecheros y en sistemas de engorde a corral (feed lots) en Estados Unidos en 1954, aunque
ya se habian reportado casos de la enfermedad desde 1950. En 1956 se aislé el agente causal
[67, 26] y en 1961 se sugirio que el virus de IBR pertenecerfa al grupo de los herpesvirus [26].
En 1958 se aislé BHV-1 de un caso de IPV, reconociéndose su similitud con casos de enfermedad

genital descriptos en Europa desde mitad del siglo XIX, particularmente en Alemania [26].
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En América del sur se tienen datos epidemiolégicos de pocos paises. En Brasil, los relevamien-
tos serologicos publicados sugieren que BHV-1 se encuentra diseminado en diversos estados de
este pais, con prevalencias que oscilan entre el 30 y el 85 % (Bahia: 35 %; San Pablo: 42 %; Parana:
54 %; Rio Grande del Sur: 82 %, Minas Gerais: 66,2 %, Goias: 81,5 %; Rio de Janeiro: 81,5 %)
[68]. En Colombia estos parametros varian segin la regién del pais observandose porcentajes de
seropositividad de entre 13% a mas del 50 % [68]. En Chile se ha descripto que la presencia de
reactores positivos en los rodeos es del 40 % [68].

En 1962 fueron descriptos en Australia los primeros brotes fatales de encefalitis en bovinos
producidos por causas virales {15, 2, 16]. Posteriormente, BHV-5 fue aislado a partir de cuadros
de meningoencefalitis en Estados Unidos [17, 18], Argentina [19], y otros paises de América y
Europa [20, 21, 22, 23]. La prevalencia de BHV-5 se desconoce [31], siendo la apariciéon de estos

cuadros esporadica.

1.6.2. Situaciéon de BHV-1 y BHV-5 en Argentina

En Argentina, la aparicién de los primeros casos clinicos presuntivos de IBR data de los afios
60. Los primeros aislamientos se obtuvieron en 1972 a partir de un caso de carcinoma ocular y
de un feto abortado [69]. En el afio 1981 fue aislada y caracterizada la cepa L114, proveniente
de un animal clinicamente sano y serolégicamente positivo para BHV-1 [70].

En el primer relevamiento serolégico, publicado en 1979, se detectaron anticuerpos especificos
en los ocho establecimientos investigados, con porcentajes del 12 al 56 % de animales seropotivos
[71]. En 1980 se present6 un estudio donde se analizaron sueros provenientes de Buenos Aires,
Corrientes, Formosa, Santa Fe, Tucuman y Salta, determinandose la presencia de anticuerpos
en un 56,9 % de las muestras [69]. Un trabajo de 1981, indic6 que los indices de prevalencia au-
mentan progresivamente con la edad de los animales investigados (43,3 % en animales menores
de dos afios y 54,3 % en los de mayor edad) [72]. Datos méas actuales de un relevamiento real-
izado en INTA en 1999 a partir de muestras de bovinos lecheros provenientes de las principales
provincias productoras: Santa Fé, Cérdoba y Buenos Aires; sugieren prevalencias de 55,53 %;

76,6 % y 68,18 % para estas provincias respectivamente (datos no publicados, ver A.1).
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En 1982 fue descripto por primera vez en Argentina un brote de encefalitis en terneros. La
observacién de cuerpos de inclusién en neuronas, células gliales y la identificacién por microscopia
electronica de estructuras similares a herpesvirus confirmé la etiologia viral de la enfermedad
[19, 73]. Estudios posteriores demostraron que las cepas argentinas de herpesvirus aislados de
casos nerviosos correspondian a BHV-5 [7]. Desde entonces, BHV-5, es considerado como uno de
los principales agentes etiolégicos de enfermedad nerviosa en nuestro pais [74].

Posteriormente, cepas aisladas en Chile, Brasil y Argentina fueron caracterizadas como BHV-
5 mediante el uso de IP con anticuerpos monoclonales y electroforesis de las proteinas virales
[75]. Ademas, mediante un estudio retrospectivo utilizando técnicas de hibridizacién in situ (HIS),
realizado a partir de casos de encefalitis ocurridos en la provincia de Buenos Aires en un término
de 29 anos, fue posible establecer la presencia de BHV-5 en casos nerviosos registrados antes de

la identificacién de este agente [76].

1.7. Diagnéstico virolégico

1.7.1. Generalidades del diagnoéstico virolégico
Los métodos diagnosticos de las infecciones virales pueden agruparse en 3 categorias:

s Deteccién de antigenos o estructuras virales a partir de células obtenidas de tejidos infec-

tados, o libres en muestras de liquidos;
s Aislamiento e identificacién del virus, habitualmente en cultivo de células;

s Demostracién de un aumento significativo de anticuerpos séricos contra un virus etiolégi-

camente plausible durante el curso de una enfermedad [77].

Ademés, los métodos pueden también clasificarse directos o indirectos (78, 38].

Los métodos directos son aquellos que permiten detectar la presencia del virus en las
muestras clinicas. Un virus puede detectarse como agente infeccioso (AV), como particula vi-
ral (microscopia electronica, ME), por la identificacién de sus antigenos mediante técnicas de

inmunomarcaciéon (IF e IP); por ensayos de fijacién del complemento (FC), inmunodifusién en
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gel de agar (IDGA), ELISA, western blot (WB), o bien por la deteccién de los genomas virales,
mediante técnicas de hibridacién o amplificacion (PCR) [78, 38].

Los métodos indirectos se basan en la deteccién de anticuerpos especificos. Para poder
hacer un diagnoéstico virolégico por medio de serologia es necesario evidenciar la conversion
serologica. También se puede diagnosticar determinando la presencia de IgM especifica. Los
métodos indirectos mas comunmente utilizados son la neutralizacién viral (NV), el ELISA para
deteccion de anticuerpos y la IDGA [38].

Los métodos directos e indirectos se utilizan en forma complementaria, ya que unos resultan
confirmatorios de los otros [38].

Las técnicas de AV son denominadas métodos convencionales. E1 AV en cultivos celulares es la
técnica gold stdndard [78]. La presencia del agente viral se evidencia, en general, por la aparicién
de efecto citopatico (ECP). BHV-1 y BHV-5 producen redondeamiento, lisis y desprendimiento
celular de la monocapa. El diagnéstico por AV se complementa con la NV, que permite la iden-
tificacion del agente mediante el uso de un suero monoespecifico o un anticuerpo monoclonal
antiBHV-1 o antiBHV-5 [78, 32].

El AV es muy confiable, pero lento, de alto costo, y de realizacién compleja, ya que se requiere
un operador entrenado e infraestructura adecuada para el manejo de los cultivos celulares en
esterilidad. Para determinar una muestra negativa se deben realizar dos pasajes ciegos de siete
dias cada uno. Otra desventaja es que en el espécimen pueden existir compuestos téxicos para
los cultivos de células que interfieren en el diagnoéstico [78, 32].

En los ultimos afios, se han desarrollado métodos nuevos de diagnéstico viroldgico rapido
(DVR), que permiten obtener el resultado en pocas horas. Estos métodos son faciles de ejecutar
y tienen en general menor costo, por no requerir del uso de cultivos celulares o animales de
experimentacién.

Los métodos de DVR consisten en la deteccion de particulas virales por ME, de antigenos por
inmunomarcacién (IP e IF) y de genomas virales por hibridaciéon y PCR e IgM especifica contra

el virus [78].

UNLP 20 M. Alegre



CAPITULO 1. GENERALIDADES

La IF se utiliza comunmente en el analisis de improntas de tejidos o de hisopados. La IP puede
ser usada para la deteccién del antigeno viral en los tejidos infectados, mediante improntas de
los mismos, o en los pasajes por cultivos celulares. La sensibilidad de ambas técnicas, cuando no

se recurre al uso de anticuerpos monoclonales, resulta menor que la del AV [32, 33, 34].

1.7.2. Diagnéstico de las enfermedades producidas por BHV

Los métodos que mas se utilizan en el diagnéstico de las enfermedades producidas por BHV
comprenden el AV, la NV y las técnicas inmunohistoquimicas (IF e IP).

La SN en cultivos, la HAP, la inmunofluorescencia indirecta (IFl) y las pruebas inmunoenzi-
maticas (ELISA) son utilizadas para la detecciéon de anticuerpos especificos contra BHV.

La SN es la determinacion de referencia, sin embargo presenta la necesidad de contar con
cultivos celulares [32]. Por otro lado, se ha demostrado que la HAP es més sensible con respecto
a la IF. Numerosos estudios han demostrado que existe una correlacién entre las técnicas de SN

vs. IFl y de SN ws. ELISA, destacando una mayor sensibilidad para el ELISA [32, 35, 36].

1.7.3. Diagnéstico molecular

A partir de la hibridacién de 4cidos nucleicos, que permite la deteccién directa del material
genético, ha surgido una nueva generacién de métodos de diagnoéstico de las enfermedades infec-
ciosas. El fundamento de la hibridacién consiste en que la molécula de DNA esta formada por
dos cadenas complementarias, unidas entre si por uniones tipo puente de hidrégeno. Estas dos
cadenas pueden disociarse por temperatura o pH elevados (desnaturalizacién). En condiciones
apropiadas, las cadenas pueden ser reasociadas para formar un duplex estable. Esta reasociacion
es altamente especifica® y, por lo tanto, puede servir para la deteccién e identificacién de muestras
de DNA o RNA si se utilizan sondas* adecuadas [38, 79].

La hibridacién se puede realizar en fase liquida o utilizando un soporte sélido, siendo esta
ultima la forma maés utilizada. En este ultimo caso caso, las moléculas de DNA de simple cade-

na se encuentran inmovilizadas sobre el soporte s6lido, utilizindose en general membranas de

3Es decir que una hebra simple de DNA puede hibridarse exclusivamente con su cadena complementaria
“Fragmento de acido nucleico complementario a DNA/RNA que se desea detectar.
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nitrocelulosa o de nylon.

La HIS se realiza sobre cortes histolégicos o células intactas [38]. Esta técnica presenta baja
sensibilidad diagnéstica, dado que requiere de la presencia de 10* — 105 copias de la secuencia
blanco®. La cantidad de 4cido nucleico en las muestras clinicas es en general mas baja. Por esta
razén no ha sido mayormente utilizada en los laboratorios de diagnoéstico [79].

Durante los anos 1985 y 1987, aparecieron los primeros reportes de la utilizacién de la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) [80, 81]. La PCR es un método enzimatico que se utiliza para
la amplificacién in vitro de una secuencia especifica de DNA, mediante la extensién simultinea
de oligonucleétidos complementarios a las dos cadenas de DNA. De esta manera, en pocas horas
se obtienen varios millones de copias de la secuencia blanco, si la misma estd presente en la
muestra.

Los oligonucleétidos, o cebadores®, se hibridan al DNA, constituyendo este paso de la téc-
nica una hibridaciéon en fase liquida. Los productos de la PCR pueden después ser rapidamente

detectados e identificados mediante electroforesis en geles de agarosa [38].

1.8. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

1.8.1. Principios de la PCR

La PCR consiste en sintetizar repetidamente una parte seleccionada de una secuencia de
DNA. El namero de los fragmentos sintetizados directamente a partir de la muestra de DNA
aumenta linealmente con cada ciclo de multiplicacién. Ademas, los fragmentos que ya han sido
sintetizados acttian a su vez como molde en los ciclos siguientes, lo cual resulta en un aumento
exponencial en el nimero de copias.

Cada ciclo de amplificacién consiste en tres pasos:
» Desnaturalizacién de la doble cadena de DNA por accién de la temperatura,

s Pegado de los cebadores (primers) a la cadena simple de DNA”. El annealing es, en esencia,

5Denominada comiinmente secuencia target.
5Demominados més comtinmente con la palabra inglesa primers.
"Este paso se denomina como ennealing.
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una hibridacién en fase liquida. La temperatura utilizada se relaciona con la temperatura
de melting® (Tm) de los cebadores, siendo su determinacién crucial para que la especificidad

de la técnica sea adecuada;
» Sintesis del DNA, mediante el uso de una enzima polimerasa termorresistente.

Si el niimero de ciclos es n, como resultado de la amplificacién se obtendran un incremento
exponencial del fragmento elegido de 2™ (si la cantidad de ciclos es de 30, la cantidad de frag-
mentos en el producto de amplificacién podria ser de 1.073 millones). Sin embargo, debido a la
disminucién de la actividad de la enzima u otros componentes de la reaccién, la amplificacion se
representa mejor mediante la formula (1+a)™ , donde a representa la eficiencia de amplificacion.
El valor de a varia entre 0 y 1, dependiendo de las condiciones de la reaccién, de la secuencia
molde y de la enzima [38].

El producto de amplificacion de la PCR puede: i- visualizarse en un gel de agarosa, ii- hibri-
darse con una sonda especifica marcada (Southern blot del producto de PCR) o iii- amplificarse
nuevamente (PCR anidada o nested PCR) [78].

La sensibilidad analitica de la PCR puede ser tan alta como para detectar 1-10 copias de la
secuencia blanco [79].

Debido a su simplicidad, alta especificidad y sensibilidad, y a la posibilidad de automati-
zacion, esta técnica ha sido incorporada como herramienta en el diagnéstico de rutina en los

laboratorios de virologia [79].

1.8.2. Variantes de la PCR mas aplicadas en el diagnéstico virolégico

PCR anidada (nested PCR). El producto de amplificacién de una PCR puede ser utilizado
como molde en una segunda amplificacién con el uso de un nuevo par de cebadores, los cuales
hibridan internamente con respecto a los extremos 5’ y 3’ del producto amplificado por el primer
par de primers. Esta estrategia permite incrementar la especificidad y, en especial, la sensibilidad

de la técnica [78, 82].

8Tm: es una medida de estabilidad de los hibridos definida como la temperatura a la cual el 50 % de los mismos
se encuentran formados y el 50 % permanecen disociados.
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RT-PCR. Debido a que la enzima Taq DNA Polimerasa usa s6lo DNA como molde, la deteccién
de secuencias de RNA viral requiere de la inclusién de un paso previo de transcripcion reversa
(RT) antes de la PCR. Para ello se utilizan enzimas que poseen actividad de transcriptasa reversa,

[79].

PCR cuantitativas. La cantidad de DNA amplificado puede ser cuantificado mediante la co-
amplificacién de cantidades definidas de un DNA estandar. Si los primers utilizados son los
mismos para el DNA blanco y el contro!l interno, y sus secuencias similares, estos pueden ser co-
amplificados con la misma eficiencia. La razon entre la cantidad conocida del control interno y la
cantidad de producto amplificado de ese control representa la eficiencia de la PCR, la cual permite
calcular la cantidad de DNA blanco mediante la cuantificacién del producto de amplificacién del

mismo [82, 79].

PCR Multiplex. Varias secuencias diana pueden ser simultaneamente amplificadas utilizando
mas de un par de primers en una misma reacciéon. Los productos de amplificacién pueden ser
diferenciados mediante el analisis del tamano de los mismos. La PCR-M puede ser utilizada en el
diagndstico de agentes que producen un mismo tipo de sintomatologfa clinica, o para identificar
diferentes tipos de agentes que no pueden ser diferenciados mediante técnicas de diagnoéstico

tradicionales, como ocurre con BHV-1 y BHV-5 [79].

PCR en tiempo real. Esta PCR se basa en la amplificacién y deteccién simultdnea de los
productos amplificados. Para ello se utilizan termocicladores que tienen incorporado un lector
de fluorescencia. Las quimicas de fluoresencia que pueden utilizarse son: sondas de hidrolisis,
sondas de hibridacién o agentes que se unen a DNA. Este método es sumamente atractivo por
su rapidez (puede obtenerse el resultado en pocas horas), sensibilidad y por permitir la cuantifi-
cacién absoluta o relativa de un agente o porcién genémica determinada (permite determinar la

carga viral en una muestra).
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1.9. Hipédtesis y Objetivos

Hipé6tesis

El método de PCR-Multiplex puede ser utilizado como herramienta diagnoéstica y diferencial

entre BHV-1 y BHV-5.

Objetivo general

Desarrollar una técnica de diagnoéstico rapido que permita detectar BHV-1 y BHV-5. Que el

método ademds, permita diferenciar BHV-1 de BHV-5.

Objetivos particulares

Reproducir de cuadros clinicos por BHV-1 y BHV-5 y obtener especimenes para diagnostico

bajo condiciones controladas.

Disefiar de una PCR-Multiplex utilizando secuencias conocidas de BHV-1 y BHV-5.

» Caracterizar la PCR-Multiplex: analisis de sensibilidad y especificidad.

Evaluar la técnica en distintas muestras clinicas.

UNLP 25 M. Alegre



Capitulo 2

Materiales y Métodos

2.1. Obtencién de material biol6gico

2.1.1. Inoculaciones experimentales en bovinos
Preparacion de los inoculos

Se utilizaron las siguientes semillas: cepa Los Angeles (LA) de BHV-1, cepa A663 de BHV-5
(ambas pertenecientes al cepario del Instituto de Virologia, CICVyA-INTA-Castelar) y el aislamien-
to 97/613, proveniente del INTA-Balcarce, previamente caracterizado como BHV-5 por IP con
anticuerpos monoclonales [75]. Estos virus se multiplicaron en frascos rotantes de cuatro litros
con monocapa de MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) libres de BVDV (Bovine viral diarrhea
virus), controladas por IF y RT-PCR!. En cada caso, se inoculé 1 ml del virus semilla, se adsorbié
una hora a 37°C y se agregé medio de mantenimiento: MEM-E (Medio Esencial Minimo-Eagle,
Gibco, cat. N°41500—083) suplementado con 2% de suero fetal bovino (SFB) irradiado (Interne-
gocios), 10.000 UI/ml de penicilina, 6,6 mg/ml de estreptomicina y 50 ug/ml de gentamicina.
Este material fue incubado durante 24 — 48 horas a 37°C, dejando progresar la infeccién hasta
que ¢l 80 % de la monocapa, fue afectada por la aparicion de efecto citopatico ECP. El material se
congelé a —80°C inmediatamente. Posteriormente se descongeld y se centrifugé a 3.000 g durante

20 minutos a 4° C para eliminar los restos celulares. Del sobrenadante se separé una alicuota

!RT-PCR: Transcripcion reversa seguida por amplificacién mediante PCR.
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para su titulacién por infectividad en cultivo de tejidos por el método del punto final 50 % [83].

Diseno experimental

Las inoculaciones experimentales con BHV-1 y BHV-5 se realizaron en boxes de aislamiento
de nivel de seguridad biolégica 2 (NSB 2) con aire filtrado y presi6n negativa. En la Figura 2.1
de la péagina 29 se observa una imagen de estas instalaciones.

Los animales seleccionados para estas experiencias pertenecian al plantel del INTA y eran
serologicamente negativos a BHV-1 por la técnica de ELISA [76] y por seroneutralizacién (SN).

En cada caso se utilizaron 6 bovinos de las razas Holando y Angus x Hereford; 4 de ellos
fueron sometidos a la inoculacién viral y los otros 2 se introdujeron en los dias posteriores para
que actuaran como controles de la transmisién por contacto (animales centinela).

Las edades de los bovinos en cada experiencia fueron diferentes. En la inoculacién experimen-
tal de BHV-1 se utilizaron animales de 12 a 14 meses, mientras que en la inoculacién realizada
con BHV-5 los terneros tenian entre 5 y 7 meses.

Los in6culos se administraron individualmente, 2 ml en cada narina utilizando un nebulizador
ultrasénico Electrolab AP 300 (ver las Figuras 2.2 y 2.3 en la pagina 29 y 30).

Una vez comprobada la finalizacién de la excrecién viral, los animales fueron trasladados a

un corral de aislamiento hasta los 40 dias posteriores a la experiencia.

Inoculacién experimental de BHV-1. Cuatro animales denominados 1, 2, 3, 4 fueron ino-
culados con la cepa LA de BHV-1 (titulo 1073 DICTs o, /ml). Dos dias después de la inoculacion,
se introdujeron dos animales, denominados 5 y 6, como centinela. La Tabla 2.1 resume las ca-
racteristicas del disefio experimental. Las muestras de secrecién nasal se tomaron a los 0, 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14 y 17 dias post-inoculacién (DPI). En los casos en que se observo conjuntivitis,
se tomaron muestras de secreciones oculares mediante hisopado conjuntival. Las muestras de

sangre fueron obtenidas los dias 0, 7, 14, 21 y 40 DPIL.

Inoculacién experimental de BHV-5. Dos animales (15 y 16) fueron inoculados con la

cepa A663 (titulo 107DICTs5p5/ml) y otros dos (17 y 18) con el aislamiento 97/613 (titulo
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Tabla 2.1: Diseiio experimental: inoculacién con BHV-1.

Grupo Animales Tratamiento
Inoculados 1,2,3,4 Dia 1: inoculacién
Centinela 5,6 Dia 3: ingreso al box

Tabla 2.2: Disefio experimental: inoculacién con BHV-5.

Grupo Animales Tratamiento
Inoculados con cepa 663 15,16 Dia 1: inoculacién
Inoculados con aislamiento Balcarce 2000 17,18 Dia 1: inoculacién
Centinela 19,20 Dia 3: ingreso al box

10’ DIC Ty, 9 /ml). Dos dias después de la inoculacién, se introdujeron dos bovinos seronegativos
(19 y 20) como contactos. En la Tabla 2.2 se muestran las caracteristicas del disefio experimental.
Los hisopados nasales se tomaron diariamente durante quince dias. Se obtuvieron muestras de
suero los dias 0, 6, 9, 12, 15, 22 y 43 DPI. Se practicaron necropsias en los animales que presen-
taron signos nerviosos severos obteniéndose muestras en fresco de diferentes 6rganos (cerebro,

ganglio trigémino, cerebelo, nasofaringe, traquea, pulmén y bazo) para AV.

Evaluacion clinica

Durante el desarrollo de las experiencias, los animales fueron evaluados clinicamente por un
veterinario que no conocia el tratamiento. Los parametros evaluados fueron anorexia, decaimien-
to, conjuntivitis, rinitis, vulvovaginitis, y aparicién de sintomas nerviosos (marcha en circulos,
bruxismo, opist6tonos, pedaleo, convulsiones, etc.).

Se registré la temperatura corporal y se tomaron muestras de sangre y secreciones nasales
antes de cada experiencia (para establecer los valores basales) y durante el transcurso de las

mismas (para evaluar la respuesta inmune y la eliminacién viral).
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Figura 2.1: Imagen de los boxes de aislamiento: las instalaciones donde se mantuvieron los animales du-
rante la experiencias cuentan con los elementos necesarios para la prictica de estas inoculaciones:
pisos antideslizantes, luz natural, bebederos, comederos, un cepo para la sujecién de los animales,
mesadas y lavatorios para las buenas préicticas de manejo.

o

Figura 2.2: Inoculacién viral: 1a inoculacién se realizé de forma intranasal mediante la administracién de 2 ml
de inéculo en cada fosa nasal mediante la utilizacién de un nebulizador ultrasénico.
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Figura 2.3: Inoculacion viral: aerosolizacién de la suspensién viral.

Toma de muestras

Hisopados nasales. Las muestras de hisopados nasales se obtuvieron insertando hisopos en
el meato ventral de la cavidad nasal. El medio de transporte utilizado para estas muestras fue
MEM-E con antibiéticos (5.000 UI/ml de penicilina, 2.500 ug/ml de streptomicina y 10 ug/ml
de anfotericina B) y 2% se suero fetal bovino (SFB) irradiado (Internegocios). Los hisopos se
agitaron vigorosamente al ser introducidos en el medio de transporte contenido en tubos conicos
de 50 ml. Posteriormente se centrifugaron a 1.500 g durante 10 minutos a 4°C, a efectos de
clarificar el material. Parte del sobrenadante fue inoculado inmediatamente en monocapas de

células MDBK y el resto fue guardado a —80°C.

Muestras de suero. El suero fue separado de la sangre mediante centrifugacion a 125 g
durante 20 minutos a 4°C, se fraccioné y se conservdé a —20°C hasta su uso. La respuesta

inmune se evalu6 por SN y por la técnica de ELISA.

Evaluacién de la excrecion viral

Las secreciones se procesaron el mismo dia de su recoleccion para realizar AV. Para ello, se
inoculé 0,1 ml del fluido nasal sobre monocapas de MDBK (libres de BVDV, controladas por

IF y RT-PCR) en placas de 24 pocillos (Corning Incorporated, cat. N°3524). Las monocapas
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inoculadas se controlaron durante 3 dias para observar la aparicién de ECP caracteristico de
herpesvirus. Las muestras con ECP positivo fueron tituladas por el método del punto final 50 %
segun lo descripto anteriormente en esta seccién. Las muestras con ECP negativo fueron sometidas
a dos pasajes ciegos en monocapas de MDBK, en el altimo pasaje las células fueron crecidas sobre

laminillas y analizadas mediante la técnica de inmunofluorescencia directa (IFD).

Titulacién viral: método del punto final 50 %

Para realizar esta titulacion se utilizaron placas de 96 pocillos (Corning incorporated, cat.N°3599)
con cultivos de células MDBK. Se efectuaron diluciones en base 10 del virus para calcular la dosis
infectiva en cultivo de tejidos 50 % (DICT5q9), que representa la dilucién que produce efecto
citopético en el 50 % de los cultivos celulares infectados [84, 83, interpolandose el punto final de
acuerdo al método de infectividad de Reed y Muench modificado [83]. Las placas se incubaron

durante 72 horas a 37°C.

Inmunofluorescencia directa. Las monocapas infectadas se fijaron con metanol absoluto
durante 15 minutos a —20°C. Luego de tres lavados con buffer fosfato salino (PBS)?, se agregé
un suero policlonal de cabra anti-BHV-1 conjugado con fluoresceina (American Bioresearch Lab-
oratories, cat. N°210—61) en una concentracién 1 : 50 en PBS. Se incub6 durante 1 hora a 37°C
en camara himeda. Posteriormente las laminillas se lavaron y se tifieron con Azul de Evans. El

material se mont6 con glicerina tamponada y se observé en microscopio de fluorescencia.

Evaluacion de la respuesta inmune

Seroneutralizacién. Se utilizo el método de cantidades variables de suero frente a cantidad
constante de virus en microplacas de 96 pocillos de fondo plano (TPP Zellkultur Testplate 96 F,
cat. N° 92096). Los sueros fueron inactivados a 56°C durante 30 minutos; a partir de los mismos,
se realizaron diluciones en base 4 y se mezclaron con 100 DICTsgo, de virus segn titulacion

previa. La mezcla suero-virus se incub6 una hora a 37°C. Posteriormente, a la mezcla suero-virus

2PBS: fosfato de sodio 66 mM, NaCl 0,85 %, pH 7.
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se le agregd una suspension de células MDBK conteniendo 200.000 cél./ml. La lectura del efecto
citopatico (ECP) se realiz6 después de 72 horas de incubacién a 37°C en atmoésfera de COs. El
titulo fue calculado por el método de Reed y Muench considerando como titulo neutralizante
(TN) el logaritmo en base 10 de la inversa de la dilucién mas alta del suero que neutralizé el

ECP especifico producido por el virus.

ELISA

Obtencién del antigeno El antigeno (Ag) viral se obtuvo mediante propagaciéon de BHV-1
en frascos rotantes de 4 litros con monocapas de células MDBK (libres de BVDV, controladas por
IF y RT-PCR), a una multiplicidad de infeccién (m.i.) de 0,1. Luego de 45 minutos de adsorcién
se le agreg6 medio de mantenimiento: MEM-E (Gibco, cat. N°41500 — 083) suplementado con
2% de SFB irradiado (Internegocios), 10.000 UI/ml de penicilina, 6,6 mg/ml de estreptomicina
y 50 ug/ml de gentamicina. Se incub6 durante 24 — 48 horas hasta que el ECP fue confluente.
Para obtener células no infectadas, como control de Ag negativo, se incubaron frascos rotantes
con monocapas de MDBK s6lo con medio de mantenimiento. El material obtenido se congeld
y descongel6é 3 veces, para romper las células y liberar el antigeno. Esta suspension viral fue
clarificada a 3.000 g por 20 minutos a 4°C y, finalmente, el sobrenadante fue ultracentrifugado a
23.400 g durante 180 minutos. El pellet obtenido se resuspendi6, en un volumen 100 veces menor
que el material de partida, en buffer NET? y se clarificé durante 2 minutos a 8.000 g. El mismo
procedimiento se siguié para las células no infectadas. El material obtenido fue fraccionado en

alicuotas para ser conservado a —80°C hasta su titulacién y posterior utilizacion.

Titulacién del antigeno. El Ag fue titulado mediante ELISA. Para ello, se efectuaron una
serie de diluciones en base 2 del Ag viral y del control de Ag negativo. Las placas de 96 poci-
llos I'mmulon I (Dynatech Laboratories Inc., cat. N°011 — 010 — 3350) sensibilizadas con estas
diluciones, fueron bloqueadas con buffer de bloqueo (BB)*. Luego, se incubaron en presencia de

diluciones de un suero positivo y de un suero negativo. Posteriormente, fueron incubadas con

3Buffer NET: CINa 0,1 M, TrisCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH:8.
4BB: (PBST-O 1%): Tween 20 0,01 %, ovoalbimina 1%, PBS 1 X.
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un suero policlonal anti-Ig de bovino producido en cabra y conjugado con la enzima peroxi-
dasa (KPL). Se anadié una solucion reveladora de 2, 2‘-Azino-bis 3 etilenbenzo-tiazolina-6-acido
sulfénico (ABTS) en buffer citrato®. La absorbancia resultante fue leida a los 20 minutos a 410
nm de longitud de onda en un lector Dynatech MR 5000 Microplate Reader (Dynatech Labo-
ratorios, Inglaterra). La concentracién 6ptima de antigeno a utilizar fue aquella que ofreci6 la
mayor diferencia entre el Ag control y el Ag viral para el suero positivo y en donde las diferencias

fueron nulas para el suero negativo.

ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos totales contra BHV-1. Basicamente
se us6 el método descripto por Bratanich y col. [35]. Se sensibilizaron placas de 96 pocillos
Immulon I (Dynatech Laboratories Inc., cat. N°011 —010—3350), en las filas pares con antigeno
viral y en las filas impares con antigeno control (células no infectadas), diluidos en buffer de
pegado (BP)S. Luego de una incubacién de 12 horas a 4°C, las placas se lavaron 3 veces con
PBST (buffer de lavado, BL)” y se incubaron con BB durante 30 minutos en agitacién constante
a 37°C. Posteriormente, se agregaron los sueros a testear en diluciones en base 4 en PBST-0 1%,
y ademaés, los sueros control (positivo y negativo). Se incubé 30 minutos en agitacion constante a
37°C y se repitieron los lavados. Luego se realiz6 una incubacién con un suero policlonal anti-Ig
de bovino producido en cabra y conjugado con la enzima peroxidasa (KPL), bajo las mismas
condiciones que la incubacién anterior. Finalmente las placas se lavaron 5 veces con BL, y se les
afiadi6 una solucién reveladora de ABTS en buffer citrato®. La absorbancia resultante fue leida a
los 20 minutos, luego del agregado de una solucién de SDS® 5%, a una longitud de onda de 410
nanémetros (nm), en un lector Dynatech MR 5000 Microplate Reader (Dynatech Laboratories,
Inglaterra). Para cada suero se calcul6 la densidad éptica (DO) corregida (DO de las filas con el
antigeno viral menos la DO de las filas con células no infectadas). Una muestra fue considerada

positiva cuando su DO corregida superé en un 40 % la DO del control positivo; y fue negativa

SABTS 1 mM, per6xido de hidrégeno (H202) 0,015 %, 4cido citrico 0,055 M.
®BP: CO3Na: 15 mM, CO; HNa 35 mM, pH 9,6.

"BL (PBST): Tween 20 0,01 %, PBS 1X, pH 7,4.

8ABTS 1 mM, peréxido de hidrégeno (H202) 0,015 %, 4cido citrico 0,055 M.
9SDS: Sulfato dodecyl de sodio
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cuando su DO corregida fue menor al 20% de la DO del mismo control. Las muestras fueron
dudosas cuando la absorbancia corregida fue 20-40 % superior al control positivo. Los titulos se
expresaron como el logaritmo de la inversa de la méaxima dilucién del suero cuya lectura fue

considerada positiva.

2.1.2. Preparacién de cantidades estandar de virus
Propagaciéon de las semillas de virus

Se prepar6 un batch de cada especie viral para ser utilizados como material estandar (MaE)
en la puesta a punto de la PCR Multiplex y como controles positivos de la obtenciéon de DNA
viral. Las semillas utilizadas fueron dos aislamientos obtenidos a partir de secreciones nasales
de los animales inoculados experimentalmente. Para la preparaciéon del MaE correspondiente a
BHV-1 se us6 el aislamiento obtenido a partir de la muestra del animal 6, 10 DPI y para el de
BHV-5 la muestra del bovino 15, 4 DPI (ver en Resultados las Tablas 3.2 y 3.3 en pag. 52 y 54,
respectivamente). Estos virus se multiplicaron en frascos rotantes de cuatro litros con monocapa
de MDBK como se describe en el apartado 2.1.1. Se separaron alicuotas del sobrenadante de
estos pasajes para ser titulados y caracterizados por técnicas moleculares. El resto se guardé a

—80°C hasta su utilizacién.

Titulacién viral. Los sobrenadantes fueron titulados por DICT5q ¢ (ver protocolo en apartado
2.1.1, pag. 31), y por conteo de unidades formadoras de placas (UFP). La estimacion de los titulos

virales obtenidos en cada caso se muestra en la Tabla 2.3.

Caracterizacién molecular. El material correspondiente a cada pasaje fue caracterizado
mediante PCR y secuenciacién de los productos de amplificacion (ver apartados 2.2.4 y 2.2.7 en

las paginas 42 y 44, respectivamente).
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Tabla 2.3: Estandares de BHV-1 y BHV-5: titulo viral.

Material Estandar | DICTsq0,/ml | UFP/ml
BHV-1 10574 6,5 x 10°
BHV-5 - 10%8 2,5 x 10

DICT5q o /ml: dosis infectivas en cultivos de tejidos 50 %

por ml, UFP/ml: unidad formadora de placas por ml.

Titulacién por plaqueo

Se utilizaron placas de 24 pocillos (Corning Incorporated, cat. N°3524) con células MDBK
(libres de BVDV, controladas por IF y RT-PCR) (200.000 cél/ml). Estas monocapas se infectaron
con diluciones en base 10 del material a titular. Se incubé a 37°C durante 1 hora, para permitir
la adsorcién del virus a la célula. Se retir6 el indculo y se agregd 1 ml de MEM-E suplementado
con 5,000 UI/ml de penicilina, 2.500 ug/ml de streptomicina y 10 ug/ml de anfotericina By 2%
de SFB irradiado (Internegocios) y 2,5 % de metilcelulosa (Fluka cat. N°64625). Este material
fue incubado durante 48 horas a 37°C. Posteriormente las monocapas fueron fijadas con una
solucién de formaldehido al 10 % durante 1 hora a temperatura ambiente. El medio de cultivo
fue retirado y las células se tifieron con solucién de cristal violeta (cristal violeta 1% en etanol
10%). El titulo de la preparacion viral se calculé contando el nimero de placas de lisis (entre
20 y 100) que se produjeron en una determinada dilucién, y multiplicando la cantidad de placas
por la inversa de esta ultima. El titulo se expresé en unidades formadoras de placas por mililitro

(UFP/ml)1°.

2.1.3. Cepas virales para la evaluaciéon de la especificidad

Con el fin de evaluar la especificidad de la PCR-M, se utilizaron 4 cepas de virus pertenecientes
a la familia Herpesviridae y 3 de virus no relacionados. En la Tabla 2.4 se muestran los virus

utilizados en este analisis.

10(UFP/ml)= n/v x d; donde n es el niimero de placas contadas, v es el volumen del inéculo, y d la dilucién
donde se realiz6 el conteo de las placas de lisis.
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Tabla 2.4: Virus utilizados para analisis de especificidad

Virus relacionados Virus no relacionados

Equine herpesvirus 2 | Bouine viral diarrhea virus
Equine herpesvirus 4 | Bouvine respiratory syncytial virus
Bovine herpesvirus 4 | Bovine adenovirus 1

Porcine herpesvirus 1

2.1.4. Muestras clinicas
Hisopados nasales

Los hisopados nasales utilizados en la evaluacién de la PCR-M, fueron aquellos obtenidos
durante las inoculaciones experimentales de BHV-1 y BHV-5. Las mismas fueron tituladas (DICT
50%/ml) con el fin de determinar la curva de excrecién viral para cada experiencia. Los detalles

acerca de la obtencién y la titulacion de este material se indican en el apartado 2.1.1.

Muestras de 6rganos

Cerebros. Se utilizaron 21 muestras de cerebros provenientes de animales con sintomatologia

nerviosa que fueron enviados a nuestro laboratorio con fines diagnésticos.

Mouestras obtenidas en la inoculacién de BHV-5. A partir de las necropsias realizadas a
los animales que murieron durante la inoculacién experimental de BHV-5 se obtuvieron diferentes
especimenes (pag. 28). Los tejidos obtenidos a partir de estos animales fueron: muestras de
cerebro, ganglio trigémino, cerebelo, bazo, pulmoén y traquea del animal 16, y muestras de cerebro,

ganglio trigémino, nasofaringe, traquea y pulmén del animal 18.

Procesamiento de las muestras de 6rganos. A partir de este material se prepararon ho-
mogenatos que fueron utilizados en el diagnéstico. Se tomé una porciéon del érgano, de aproxi-
madamente 1 gramo, que fue disgregada en un mortero con el agregado de arena estéril y 4 ml de
MEM-E suplementado con 10.000 Ul/ml de penicilina, 6,6 mg/ml de estreptomicina y 50 ug/ml

de gentamicina. Posteriormente este material fue clarificado mediante centrifugaciéon a 10.000 g
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durante 30 minutos.

Las muestras asi tratadas, fueron sometidas a dos pasajes ciegos en células MDBK (libres de
BVDV, controladas por IF y RT-PCR), en placas de 24 pocillos. Cada determinacién se llevé a
cabo por duplicado. Luego se realizé6 un tercer pasaje en monocapas de células crecidas sobre
laminillas. Al sexto dia las laminillas fueron fijadas en acetona fria y guardadas a —20°C para
ser caracterizadas posteriormente por IP con anticuerpos monoclonales [75]. Para ello se utiliz6
el protocolo de IP descripto por Suarez Heinlein et al. B4asicamente, las laminillas se incubaron
durante 20 minutos a 37°C, con los anticuerpos monoclonales 60 y 2915, especificos contra BHV-1
y BHV-5 respectivamente. Luego de 3 lavados con PBS, se realiz6 una segunda incubacién durante
30 minutos a 37°C con un suero policlonal anti-Ig G de ratén conjugado con la enzima peroxidasa.
Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS y se realiz6 el revelado. El sustrato utilizado fue
3-amino carbazole (Sigma, cat. N°A4254). Una solucién madre conteniendo este compuesto (3-
amino carbazole, 0,08 M; n,n-dimetil-formamida, 5,6 %), fue utilizada para preparar la soluci6n
reveladora; para ello se disolvi6 al 6 % en buffer acetato (acetato de sodio, 0,035 M, pH 5) y se
agreg6 peréxido de hidrégeno a una concentracion final de 0,0034 %. Luego del agregado de la
solucién reveladora, se realiz6 una incubacién a 37°C durante 15 — 20 minutos. Finalmente se

lavé con PBS y el material fue analizado mediante su observacién al microscopio 6ptico.

Muestras de semen

De acuerdo a la calidad del semen, las pajuelas de inseminacioén artificial provenientes de
diferentes saltos de un animal, o de diferentes animales, presentan variaciones en la cantidad
de crioprotector agregado. Por este motivo, se prepard una mezcla de 20 pajuelas con el objeto
de estandarizar la cantidad de crioprotector presente en las muestras analizadas. Los criopro-
tectores son soluciones preparadas en base a proteina de origen animal, como yema de huevo,
ovoalbimina, leche, etc. Estas proteinas pueden actuar como inhibidores de la PCR.

Por otro lado, se utilizé6 una mezcla de semen fresco (sin agregado de crioprotectores) prove-
niente de dos animales seronegativos a BHV-1.

Tanto la mezcla de semen proveniente de pajuelas, como la de semen fresco, fueron analizadas

UNLP 37 M. Alegre



CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

mediante tres pasajes ciegos de seis dias de duracion en cultivo de células MDBK e IFD, con el
objeto de determinar su negatividad a la infeccién por BHV-1 (las determinaciones por IFD se
realizaron segun lo detallado en la pag 31). También fue evaluado por PCR no diferencial para
BHV (apartado 2.2.4, pag. 42).

Posteriormente, a este material se le agregaron diferentes cantidades de BHV-1, para evaluar

la capacidad de la PCR-M de detectar DNA viral en este tipo de muestras.

2.1.5. Aislamientos de campo

Para la evaluacion de la PCR-M como herramienta diagnéstica, también fueron utilizados
18 aislamientos virales previamente identificados y caracterizados mediante la técnica de IP con
anticuerpos monoclonales detallada anteriormente en la pag. 37, y por PCR no diferencial (ver

apartado 2.2.4 en pag. 42).

2.1.6. Muestras para determinaciones estadisticas

Se utilizaron muestras de hisopados nasales correspondientes a las inoculaciones experimen-
tales detalladas en la seccion 2.1.1 (pag. 30) y muestras obtenidas a partir de experiencias

controladas de inoculacién o desafio viral con BHV-1 en bovinos [85].

2.2. Desarrollo de la PCR Multiplex

2.2.1. Seleccién de cebadores

Los cebadores (o primers) destinados a amplificar fragmentos de DNA especificos de BHV-5
(Tabla 3.4, pag. 56) se diseharon a partir del analisis de secuencias disponibles en la base de
datos GenBank (Bovine herpesvirus type 5 glycoprotein D gene: U14656, Bovine herpesvirus 5
glycoprotein C gene: U35883). El anélisis termodinamico de los mismos se realizé con la ayuda
del programa Oligo 4,0.

Se utilizaron ademaés dos pares de primers previamente descriptos: TK-1/TK-2 [39] y O-1/0-2

[64], cuyas secuencias se detallan en la Tabla 2.5.
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Tabla 2.5: Caracteristicas de los primers obtenidos de bibliografia [39, 54]. Tm (50mM de CINa); US:
upstream; DS: downstream. E/ primer upstream o sense corresponde a la cadena codificante, y el
downstream o antisense a la cadena complementaria.

Primer Secuencia Posicion % GC Tm

TK -1 5-AGACCCCAGTTGTGATGAATGC-3 US 50% 55,30° C

TK —2 5-ACACGTCCAGCACGAACACC-3 DS 60% 55,63° C
0-1 5GCATGCGCGAGCAGTTACTTT-3’ US 52,4% 57,04° C
0-2 5-CGAGAGCTCGGCGCAGAAGA-3 DS 65%  60,36° C

Las secuencias de los oligonucleotidos fueron comparadas con todas las secuencias disponibles
en GenBank, EMBL Nucleotide Sequense Database (EMBL) y DNA Bank in Japan (DDBJ)

mediante la implementacién Blast (Blast Local Alignment Search Tool) [86].

2.2.2. Obtencion de DNA molde
Extraccion con fenol cloroformo

El primer paso en la extraccion de DNA con fenol-cloroformo, consistié en el agregado de
250 ul de buffer de extraccién!! a 250 ul de muestra. Esta mezcla se incub6 durante 1 hora
a 56°C. Posteriormente se agregaron 250 ul de fenol pH 7.9 y 250 ul de cloroformo: alcohol
isoamilico (24 : 1). Se homogeneiz6 con vortex y se centrifugé a 12.000 g durante dos minutos
para separar la fase acuosa de la organica. Se recupero6 la fase acuosa y se agregd un volumen de
cloroformo-alcohol isoamilico (24 : 1), se homogeneiz6 y centrifugbé nuevamente para realizar una
segunda separacion. Se recuper6 nuevamente la fase acuosa, y se agregd 0,1 volumen de NaAc 3
M (pH 5,8) y 2,5 volumenes de etanol 100 %. Posteriormente el DNA fue precipitado mediante
centrifugacion a 12.000 g por 30 minutos. El pellet obtenido fue lavado con 1 ml de etanol 70 %
y centrifugado a 12.000 g por 10 minutos. El sobrenadante fue retirado, el pellet fue secado al
vacio a 40°C y resuspendido en 10 ul de agua bidestilada. Las muestras fueron conservadas a

—20°C hasta su utilizacién.

UBuffer de extraccion: Tris 10 mM, EDTA disédico 1 mM, SDS 0,5 %, proteinasa K 50 ug/ml pH 7.8.
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Utilizacion de resinas de intercambio iénico

La resina Chelez 100 permite someter a las muestras a un procedimiento que involucra un
tratamiento a temperaturas superiores a los 100°C 2. El Chelez actua quelando iones metalicos
polivalentes. Esto podria impedir la accién de ciertas nucleasas. Ademéas permite obtener solu-
ciones de DNA libres de iones, de manera tal que la concentraciéon de los mismos en la reaccién
de PCR puede ser controlada eficientemente (por ejemplo, la concentracion efectiva de Mg++
ser4 proporcional a la cantidad de CloMg incluida en el buffer de PCR).

Para el procesamiento con la resina Chelez 100 (Bio Rad cat. N°143 — 2832), se trataron
25 ul de muestra en una solucién de la resina al 5 %. Ademaés se agrego proteinasa K (Promega
cat. N°V302B) hasta una concentracién de 1 mg/ml y DTT (dithiothreitol) (Promega cat.
N°V31519) hasta una concentracién de 0,05 M. Esta mezcla se incubé a 56°C durante 45
minutos y se homogeneiz6 en vortex durante 10 segundos. Posteriormente se coloc6 en bano de
agua hirviendo durante 8 minutos, luego de lo cual se aplicé una centrifugacién de 30 segundos a
maéxima velocidad en microcentrifuga. El material se guard6 a —20°C hasta su utilizacién. Este

protocolo se desarroll6 en base a modificaciones del trabajo publicado por Walsh y col. [87].

Pretratamiento de las muestras de semen

La obtencién de DNA a partir de muestras de semen requirié de tratamientos diferentes con
respecto a los especimenes utilizados para el diagnostico por PCR.

Separadamente, se utiliz6 semen fresco y de pajuelas previamente caracterizados como nega-
tivos a la infeccién por BHV-1 y BHV-5 (para mas detalles ver apartado 2.1.4), a los que se les

agregd una cantidad conocida de virus.

Tratamiento previo a la extraccién con fenol cloroformo. Un volumen de muestra
fue clarificado a 13.000 g durante 3 minutos para obtener el plasma seminal, libre de células

espermaticas. Luego se agregaron dos volumenes de buffer de lisis'® y se incubé durante 1 hora

121, muestra se somete a un hervor de 8 minutos, a estas temperaturas el DNA normalmente se desnaturaliza.
13CINa 0,15 M, Sodio Lauryl Sarcosine 0,75 %, Proteinasa K 1,5 mg/ml, esperma de salmén, SIGMA N°S —
3126, 10 ug/ml.
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a 56° C. Luego, se agregd un volumen de solucién de Nal 6 M [88]. Posteriormente se realizo la
extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y la precipitacién con etanol como se detalla

en el apartado 2.2.2, (pag. 39).

Tratamiento previo a la utilizacién de resinas de intercambio iénico El semen fue
clarificado a 13.000 g durante 3 minutos. L.os componentes del plasma seminal fueron separados
mediante el uso de una columna cromatografica de Sephacryl S — 400 (Amersham Pharmacia
cat. N°17 — 0609 — 10), preparada segin Sambrook y col. (1989) [89]: en una jeringa de 1 ml de
capacidad, se colocé lana de vidrio estéril con el fin de tapar el fondo de la misma, y se rellend
con la resina Sephacryl S — 400 equilibrada con buffer NET!4, este material fue compactado
cuidadosamente para evitar la presencia burbujas de aire en su interior, que pudieran interferir
en la separacién de los componentes de la muestra. En el extremo de la columna se agregd un
tubo de microcentrifuga como recipiente recolector y la columna asi preparada fue colocada en
un tubo coénico de 15 ml de capacidad. Posteriormente, se agregaron 100 ul de plasma seminal
a la columna, y se centrifugé a 1.000 g durante 2 minutos a temperatura ambiente [90]. Luego,

el material obtenido fue tratado con la resina Chelez 100 segun fue descripto en este apartado

(pag. 40).

2.2.3. Reactivos y soluciones estandar

De todos los componentes de la PCR (primers, deoxirribonucleétidos, buffer de reaccién, Tag
DNA Polimerasa, cloruro de magnesio, agua y aditivos), s6lo los primers debieron ser solubiliza-
dos; el resto de los componentes fueron adquiridos en solucién. A continuacién se detallan las

caracteristicas de los reactivos utilizados.

» Primers: se prepararon soluciones 10X (1 g/ml) que fueron separadas en alicuotas y

guardadas a —80°C hasta su utilizacién;

s Deoxirribonucle6tidos (dNTPs): a partir de soluciones 100 mM de cada deoxirribonucle-

6tido se preparé una solucién 25 mM de cada dNTP (Amersham Biosciences cat. N°27 —

14CINa 0,1 M, Tris.Cl 10 mM, EDTA 1 mM, pH:8.
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2035 — 01) y otra 1,25 mM de cada uno (Perkin Elmer cat. N°N808 — 0007);

» Enzima Taq DNA Polimerasa: se utilizaron enzimas de diferentes marcas (Gibco BRL/
Invitrogen, Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA, cat. N°10342 — 020; Perkin Elmer,
cat. N°N808 — 0161);

» Buffer de PCR(10X): 500 mM KCl, 200 mM Tris-HCl, pH 8 (Gibco / Invitrogen); 500 mM
KCl, 100 mM Tris-HCl, pH 8,3 (Perkin Elmer);

= Solucién de cloruro de magnesio: 50 mM M gCls (Gibco BRL/ Invitrogen); 25 mM MgCls
(Perkin Elmer, Norwalk CT, USA);

» Agua tridestilada y esterilizada en autoclave;

s Aditivos de la reaccion: dimetilsulf6xido (DMSO) (Merk cat. N°2931—1000), glicerol (Merk
cat. N°4094).

2.2.4. PCR no diferencial: protocolo base

En el desarrollo de este trabajo de tesis se cont6 con una PCR no diferencial que fue utilizada
como herramienta de control de los métodos de obtencién de DNA realizados a partir de los
diferentes especimenes que se utilizaron para evaluar el desempeiio de la PCR Multiplex. También
se utiliz6 en la caracterizacion de los MaE (2.1.2, pag. 34).

Para ello se ajustaron las condiciones de reaccién para la amplificacién de un producto de
336 pb mediante la utilizacién de los primers O-1/0-2 [54] dirigidos hacia una regién del LR.
Se utilizé un protocolo de partide. En base a este protocolo se realizaron modificaciones para
opmimizar la amplificacién del DNA molde.

El protocolo de partida consisti6 de un precalientamiento (Hot Start) de 98°C durante 3
minutos de una preparacion conteniendo el DNA molde, primers, DMSO, y agua bidestilada. El
resto de los componentes de la reaccién fueron agregados luego del Hot Start a una temperatura
de 80°C. Las condiciones de la reaccién fueron las siguientes: 1,5 mM MgCls, 0,5 uM de cada

primer, 20 mM Tris-HCl pH 8,4; 50 mM KCl, 0,2 mM dNTPs, 10% DMSO, 2,5 U de Tag DNA
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Polimerasa en un volumen final de 30 ul. Estos componentes se sometieron a un tratamiento
térmico de 1 minuto a 50°C, 1 minuto a 72°C; y luego 35 ciclos con las siguientes condiciones: 30
segundos a 94°C (desnaturalizaciéon), 1 minuto a 50°C (annealing), 1 minuto a 72° C (extension).
La extension final se realizé durante 10 minutos a 72° C. El proceso se realiz6 en un termociclador

Perkin Elmer 2400.

2.2.5. PCR Multiplex: protocolo base

Se utiliz6 un protocolo comun para amplificar por separado los productos correspondientes
a ambos tipos virales. Por un lado se utilizaron todas las combinaciones posibles de los primers
disefiados especificamente para BHV-5 (Tabla 3.4, pag. 56), y por otro, se utilizaron los primers
TK-1/TK-2 (Tabla 2.5, pag. 39) para obtener un producto de 183 pb especifico de BHV-1.

En este protocolo se utilizé una mezcla conteniendo: 0,3 uM de cada primer, 0,2 mM dNTPs,
1,5 mM MgCl,, 20 mM Tris-HCI, 50 mM KCI; 10% glicerol y 2,5 U de Taq DNA Polimerasa
en un volumen final de 50 ul. El ciclado consisti6 en un precalentamiento (Hot Start) a 98°C
durante 8 minutos de algunos de estos componentes (primers y DNA molde); luego de un descenso
a 80°C se agregaron el resto de los reactantes. Posteriormente, se continué con 30 ciclos que
consistieron en: 1 minuto a 94°C (desnaturalizacién), 1 minuto a 61°C (annealing) y 1 minuto a
72°C (extensién). Finalmente, se realiz6 una extension final de 4 minutos a 72°C. El proceso se
realizé en un termociclador Perkin Elmer 2400. La temperatura de annealing de los cebadores
fue la misma que la utilizada por Kibenge, et al [39]. En base a los resultados obtenidos a partir
de estas PCR, se seleccionaron los primers de BHV-5 que fueron utilizados para el desarrollo de

la PCR Multiplex.

2.2.6. Analisis de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis (30 minutos a 100 V) en

geles de agarosa al 1,8 % en buffer TBE 1X!° o buffer TAE 1X!6. La deteccién de los mismos se

15Buffer TBE: Tris-borato 0,09 M, EDTA 0,002 M, pH 8.
16Buffer TAE: Tris-acetato 0,04, EDTA 0,001, pH 8,2.
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realiz6 por tinciéon con Bromuro de Etidio, incorporado en una concentraciéon de 5 ug/ml en los
geles.
El tamafio de los fragmentos amplificados se verificé por comparacién con un marcador de

peso molecular (100 pb ladder, Promega).

2.2.7. Secuenciacion

Los productos de amplificacién fueron purificados mediante el uso de un kit comercial (QI-
Aquik, Qiagen cat. N°28104), y posteriormente analizados mediante electroforesis en gel de
agarosa en presencia de patrones de masa (Mass Ruller, Promega) y marcador de peso mo-
lecular (100 bp ladder, Promega). Los productos purificados fueron secuenciados mediante el
secuenciador ABI-373 del Servicio de Biologia Molecular de Alta Complejidad del Instituto
de Microbiologia y Zoologia Agricola del Centro de Investigaciéon en Ciencias Veterinarias y
Agronémicas, INTA-Castelar.

Las secuencias fueron analizadas mediante el programa Blast [86].

2.3. Detecciéon de BHV-1 en semen

2.3.1. Aislamiento viral

Diagnéstico virolégico clasico para muestras de semen (protocolo sugerido por la Organi-
zacion Internacional de Epizootias, OIE [32]): se realizaron tres pasajes ciegos de seis dias de
duracion. Para ello se utilizaron monocapas de células MDBK (libres de BVDV, controladas por
IF y RT-PCR) (200.000 cél/ml) crecidas en placas de 24 pocillos (Corning Incorporated, cat.
N°3524). El altimo pasaje fue realizado en monocapas crecidas sobre laminillas. Al sexto dia las
laminillas fueron fijadas y posteriormente analizadas por IFD siguiendo el protocolo descripto

anteriormente en este capitulo (pag. 31).
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2.3.2. PCR-M

El DNA molde se obtuvo mediante extraccién con fenol-cloroformo y por tratamiento con
Chelez 100. El material fue sometido a los pre-tratamientos correspondientes para cada caso

(pag. 40). Posteriormente se realiz6 la deteccion de DNA viral por PCR Multiplex.

2.4. Analisis estadisticos

2.4.1. Diseno experimental

En el analisis estadistico de este trabajo se utilizaron dos grupos de datos (Data set 1 y
Data set 2) correspondientes a BHV-1 y BHV-5, respectivamente. Los mismos fueron obtenidos
mediante la caracterizacién por AV y PCR-M de muestras provenientes de bovinos inoculados en
experiencias controladas (apartado 2.1.6, pag. 38).

Los datos fueron agrupados en base a dos criterios: segin el momento de la toma de la
muestra durante la experiencia (dia post-inoculacién o dia post-desafio: DPI/DPD), o bien segiin
el individuo tratado (Animal) (Tablas 2.6 y 2.7).

Los animales centinela de las inoculaciones experimentales no fueron incluidos como datos

en estos analisis.

2.4.2. Analisis no paramétricos
Concordancia: indice de Kappa

El test «kappa» es un método que permite estudiar el grado de concordancia que existe entre
la caracterizacion o clasificacién de unidades experimentales realizada en base a dos metodologias

alternativas [91].

Las observaciones son clasificadas en un nimero determinado de clases, C. El estadistico de

prueba, k, se define como:
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Tabla 2.6: Inoculacién experimental con BHV-1: Analisis mediante PCR-M y AV (Dataset-1).

DPI/DPD

ANIMAL | 0 4 6 8 10 12 14 17
M E|M E|/M E|M E(M E{M E|M E|M E

1 N NP P|P P|P P|P P|P P|P P|P N
2 N N|p P|P P|P P|P P|P P|P P|P N
3 N N|P P|P P|P P|P P|P N|P N|P N
4 N N|P N|P P|P P|P P|P N{P N|P N
7 N N|P P|{P P|P P|P PN N|N N|N N
8 N N|P PP P|P P|P P|N N|N N|N N
9 N N{N N|N N[N N|N N[N N|P P|N N
10 N N|/N N|N N|N N|N N[N N|N N|N N
11 N N|P N|P P|P P|/P P|P N|P N|N N
12 N N|/N N|N N[N N|/N N[N N|N N|N N
13 N N|/N N|N N[N N|N N[N N|N N|N N
14 N N|/N N|N N[N N|N N[N N[N N N

M: PCR Multiplex; E: efecto citopatico; P: positivo; N: negativo; DPI/DPD: dias post-infeccién
/ dias post-desafio.

Tabla 2.7: Inoculacion experimental con BHV-5: Anaélisis mediante PCR-M y AV (Dataset-2).
ANIMAL

DPI 15 16 17 18
PCR-M ECP | PCR-M ECP | PCR-M ECP | PCR-M ECP

© 00 1O UL WWINH+HO

ZZzzZdUYvzwOowYouYYuu=Zz=Z
ZzZZWZz9'dwowooddZ
Zz2zzZ2d7vzZzWTOowoYUYYTd =2
ZZZvwWHWvyvYWoYtutt Yy o2
Z2Z2Z2Z2Z22z2vYvYYYudYdZ
ZZZ2vZz2YvUYYodd Z T2
ZzdUuvwzddZvUOuOoYYTZZ2
z2Z2v0zZdYv0ZUOUYYuddY Z 2

PCR-M: PCR Multiplex; ECP: efecto citopatico; P: positivo; N: negativo; DPI: dias post-infeccion.
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b Concordancia observada — Concordancia esperada

1 — Concordancia esperada

En términos formales:

c c c
D=1 — Q=1 i D=1 T
C C

k=

Para el caso de dos métodos diagnésticos (i.e. PCR y AV) usados para clasificar muestras como

positivas o negativas, C = 2. Los resultados pueden categorizarse segin el siguiente esquema:

AV (+)| a | b
() c|d

Donde a es el nimero de animales positivos por ambos métodos, b es el namero de positivos por
AV pero negativos por PCR, c es el namero de muestras positivas por PCR y negativas por AV y
d es el namero de resultados negativos por ambos métodos. A partir de esta tabla, el estadistico

k se obtiene de la siguiente forma:

at+d _ [adtb a+tc ct+d b+d
P (NXN+NXN)
- _f(atb , etc 4 ctd , b+d

1 (NXN+NXN)
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La maxima concordancia corresponde a k£ = 1. El valor £ = 0 se obtiene cuando P, = P, =
P, = Py, es decir que la concordancia ocurre al azar. Cuando & = —1 los datos son completamente

discordantes (i.e. a = d = 0).

2.4.3. Analisis de agrupamiento

Se utilizaron las rutinas implementadas en el paquete de programas R (http: //www.r-
project.org/). La matriz que se muestra en la Tabla 3.12 fue recodificada como 0 (discordancia)
y 1 (concordancia) para luego calcular distancias de Manhattan. A partir de estas distancias se

utiliz6 la rutina hclust (con los parametros por defecto) para obtener un dendrograma.

EJEMPLO:

A continuacién se brinda un ejemplo utilizando una matriz simplificada. También se utiliza una
medida de distancia y un algoritmo de agrupamiento més sencillo, con el objeto de facilitar la

comprension de la metodologia:

= Supongamos que se tienen las siguientes observaciones:

Animal
1 2 3 4 5
Dial|C D C C D
Dia2| C D D C D
Dia3|D D D D D

s Definamos una medida de similitud sencilla:

# coincidencias

Similitud = 5 = N

, donde # coincidencias corresponde al nimero de animales en los que se observa el mismo

resultado (sea este C 0 D) y N es el numero de animales.
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» Las similitudes entre cada par de dias serian:

4
S1-2 = 5
2
Si_3 = R
3
S2-3= ¢

, lo cual implica que

S1—9 > 823> 51-3
= Entonces, el arbol que reflejaria dichas relaciones es:

g 1 2

L5
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Capitulo 3

Resultados

3.1. Inoculaciones experimentales

Las inoculaciones experimentales realizadas en esta tesis sirvieron para dos propoésitos: i)
reproducir los sintomas clinicos (especialmente para BHV-5), y ii) obtencién de material biol6gico
para la evaluacién de la PCR-M.

Las inoculaciones, el estudio de la progresién de la enfermedad y el procesamiento del material
obtenido, se realiz6 segun lo descripto en la seccién 2.1.1 (pag. 26).

A continuacidén se presentan los resultados obtenidos.

3.1.1. Inoculacién experimental de BHV-1 en bovinos

Los animales inoculados con la cepa LA de BHV-1 y los que sirvieron como animales centinela
fueron evaluados clinicamente durante el desarrollo de la experiencia.

A través de registros diarios de temperatura corporal, se observé que s6lo uno de los animales
inoculados con el virus (animal 1) present6 temperaturas superiores a 40° C. En el resto de los
animales no se registr6 un aumento considerable de la misma.

El examen clinico revel6 lesiones caracteristicas de rinitis, puntos de necrosis en la mucosa
del epitelio respiratorio y descarga nasal. La evaluacién de la secrecion nasal fue realizada sobre

la base de un criterio de clasificacion establecido al inicio de la experiencia: 0 (secreciéon nula),
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CAPITULO 3. RESULTADOS

Tabla 3.1: Inoculacién experimental con BHV-1: descarga nasal en cuatro tiempos de la experiencia
(4, 8, 12, y 14 DPI).

DPI
Secrecibn nasal |4 8 12 14
0 0 0 1 2
+ 2 2 2 4
++ 4 4 3 O

0: sec. nula, +: rinitis leve y sec. serosa,

++: rinitis, severa y sec. seromucosa.

+ (rinitis leve y secrecién serosa); y ++ (rinitis severa y secrecién seromucosa). La tabla 3.1
muestra la cantidad de animales que presentaron cada tipo de secrecién en cada momento de la
experiencia. Los animales inoculados presentaron rinitis seromucosa severa durante un periodo
de 8 dias. Los bovinos del grupo centinela desarrollaron conjuntivitis entre los dias 10 y 14 PI.
(Tabla 3.1).

A partir de muestras de secrecién nasal se realizo aislamiento y titulacién viral con el obje-
tivo de establecer una curva de excrecién viral. Los niveles de mayor excreciéon en los animales
inoculados se observaron entre los dias 6 y 8 PI, con un titulo medio de 1052 DITCsyo,/ml.
Los animales centinela presentaron titulos mayores entre los dias 10 y 14 PI, uno de ellos con un
titulo de 1087 DICTyy9/ml. Ademés, fue posible detectar virus en secreciones oculares el dia
14 PI (Tabla 3.2).

La Figura 3.1 representa la curva de excrecién viral obtenida a partir de los datos de la tabla 3.2.
En el caso de los animales centinela (animales 5 y 6) los dias 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 y 18 DPI
corresponden a los 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16 DPE.

La respuesta serologica fue evaluada mediante ELISA indirecto y SN.

Los analisis realizados mediante ELISA evidenciaron la presencia de anticuerpos a partir del
dia 6 PI. En el dia 14 PI los titulos fueron superiores a 3. Los mayores niveles de anticuerpos se
observaron al dia 40 PI. Estos valores se mantuvieron elevados durante toda la experiencia.

Los anticuerpos neutralizantes se detectaron a partir del dia 6 PI en los animales inoculados

con el virus, y en los animales centinela a partir del dia 14 PI. En todos los casos, se alcanzaron
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CAPITULO 3. RESULTADOS

Tabla 3.2: Inoculacién experimental con BHV-1: titulo viral en secreciones nasales.

Dias post-inoculacién
Animal | 0 4 6 8 10 12 14 17
1 0 103,I 105,75 105,25 103,1 102,25 101,75 0
2 0 10%! 10%0 10825 1055 1031 10%25 0
3 0 10%! 10%% 10%% 10225 0 0 0
4 0 o0 1055 1085 1080 0 0 0
5 0 0 0 0 0 1025 1065 /10%5** 10425
6 0 0 0 103,75 108,75 106,25 103/105,5** 102,25/103,1**

* DICTs50 % por ml de fluido nasal. **(datos correspondientes a secrecién ocular). En el caso de los animales
centinela (5 y 6) los dfas 4,6, 8, 10, 12, 14 y 17 DPI corresponden a los 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 15 dfas post-
exposicién (DPE)

TCIDs
(log1o) [

I
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2 4 6 8 10 12 14 16 18
Dias post-inoculacién '
Figura 3.1: Curva de excrecién viral correspondiente a BHV-1.

TN superiores a 1, 5 entre los dias 21 y 40 PI. En la Figura 3.2 se muestra la curva de anticuerpos
neutralizantes. Puede observarse que hubo seroconversién en todos los animales. Los datos de la

SN fueron congruentes con los obtenidos mediante ELISA.

3.1.2. Inoculacién experimental de BHV-5 en bovinos

Todos los animales sometidos a esta experiencia presentaron secrecién nasal seromucosa a
los 7 DPI, transformandose luego en mucopurulenta en todos los casos.
Transcurrida la primer semana post-inoculacién, los animales mostraron sintomas clinicos i-

nespecificos como anorexia, decaimiento y apatia. A partir del dia 12 PI los signos se acentuaron y

LTN: ver explicacié6n en el apartado 2.1.1.
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Figura 3.2: Titulo de anticuerpos neutralizantes contra BHV-1.

los animales presentaron sensibilidad exacerbada a los ruidos, ataxia y bruxismo, permaneciendo
apoyados con la cabeza contra los bebederos y los rincones de la habitacion.

En dos de los animales (16 y 18), el cuadro nervioso fue més evidente al finalizar la segunda
semana, observiandose aumento de la salivacion, marcha en circulos, opistétonos, caida, con-
vulsiones ténico-clonicas del tren posterior y muerte en menos de 24 horas de aparecidos estos
signos. Fue posible aislar virus a partir de las muestras de cerebro y ganglio trigémino de estos
animales.

Los registros diarios de temperatura corporal s6lo mostraron temperaturas superiores a 40°
C en los dos animales que murieron durante la experiencia. El bovino 16 registré su pico méximo
(40,5° C) el dia 13 PI, mientras que el 18 permanecié con valores superiores a esta temperatura
durante 3 dfas (12 - 14 DPI).

A partir de los hisopados nasales recogidos diariamente, se realizoé la determinacién de la
excreciéon viral mediante aislamiento y titulacién. Los animales inoculados con el virus presen-
taron mayor excrecién viral entre los dias 4 y 5 PI, siendo su titulo promedio de excrecién
méxima de 1055 DICTy, o /ml. Los animales centinela excretaron mayor cantidad de virus entre
los dias 5 y 8 PI, siendo sus titulos maximos, mayores al promedio de los animales inoculados
(108 DICTyy; /ml).

La Tabla 3.3 muestra los valores obtenidos a partir de dichas titulaciones y la Figura 3.3
representa la curva de excrecién correspondiente.

La respuesta inmune fue evaluada mediante la utilizacién de un ELISA indirecto y SN. Los
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Tabla 3.3: Titulos virales en secreciones nasales de bovinos inoculados experimentalmente con BHV-5.
En el caso de los animales centinela (19 y 20) el dia 3 DPI corresponde al primer dia post-exposicion

UNLP

(DPE) y por consiguiente, el dia 15 DPI, al 13 DPE.

Animal
DPI| 15 16 17 18 19 20
0 0 0 0 0 0 0
1 10t 10%7 1oL 0 0 0
2 | 10%5 10375 0 10239 0 0
3 |10%3% 105 10433 10430 10! 0
4 106,33 105,33 105 104,66 103,5 102
5 | 10538 1055 1055 105 10%5 1019
6 105 104,5 104,39 104,66 106,33 101,5
7 | 10433 10%% 10466 102 108 10%°
8 | 10266 108 10%5 0 10633 1055
9 0 108 105 1025 1055 10596
10 0 101,33 0 10233 10533 104
11 | 10966 10133 0 0 104% 1018
12 0 10! 1033 0 104 0
13 0 0 0 1025 10b8 0
14 0 0 0 0 101,66 0
15 0 0 0 0 0 0
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Figura 3.3: Curva de excrecion viral correspondiente a BHV-5. El dia 3 P! corresponde a 1 DPE.
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anticuerpos aparecieron a partir del dia 12 PI. Los bovinos de ambos grupos desarrollaron altos
niveles de anticuerpos totales (titulos entre 2,1 y 3,1).
Los anticuerpos neutralizantes se detectaron a partir del dia 12 PI y se mantuvieron a lo

largo del resto de la experiencia. En la Figura 3.4 se indican los TN a distintos tiempos de la

experiencia.
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Figura 3.4: Titulos de anticuerpos neutralizantes contra BHV-5.

3.2. Desarrollo de la PCR Multiplex

3.2.1. Diseno y analisis de cebadores

Para el desarrollo de la PCR Multiplex fue necesario contar con un minimo de dos pares de

cebadores, de manera que fuera posible amplificar regiones especificas para cada especie viral
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Tabla 3.4: Primers diseiiados en base a secuencias de BHV-5.

Primer Secuencia Posicién %CG Tm*
GC-1 5-TGCCCCCGCCTTCGCTTTC-3 181-199 US** | 68,4% | 63,87 °C
GC-2 5-GCGTCTCGTCCGTCGTCGT-3¥ 314-333 DS*** | 68,4% | 58,51 °C

GD-1 5-CCCGCAGTTTCCCCTACC-3’ 29-47 US 68,4% | 58,04 °C
GD-2 5-CGCACCCGCTCTCAATCTT-3 574-592 DS 579% | 55,18 °C
GD-3 5’-CCCGACGAGGCTATATACCC-3 180-199 DS 60 % 52,83 °C
GD-33 | 5-CAGTTTCCCCTACCCCCAACC-3 34-54 US 619% | 68°C

GD-623 | 5-AGTGCTTCTTGGGGTCGCACT-3’ 614-643 DS 57,1% 66 °C
GD-632 | 5-CAGTACCCGAAGTGCTTCTTG-3' 633-653 DS 52,4 % 64 °C

*Tm (50 mM de CINa). **US: upstream. ***DS: downstream. El primer upstream o sense es el disefiado

en base a la cadena codificante, y el primer downsiream o antisense, en base a la cadena complementaria.
De manera que el primero hibrida con la cadena complementaria y el segundo con la codificante con respecto

a las secuencia U35883 disponible en GenBank, en los primeros dos casos y a la U14656 en el resto.

(BHV-1 y BHV-5). Estos primers, ademas, debian flanquear segmentos de DNA de diferente
largo, con el fin de obtener productos de PCR que resultasen facilmente identificables mediante
electroforesis en geles de agarosa.

Para la deteccion especifica de BHV-1 y para la amplificacién indistinta de secuencias corre-
spondientes a ambas especies virales se utilizaron los pares de primers TK-1/TK-2 y 0-1/0-2,
respectivamente. Estos oligonucle6tidos fueron obtenidos de trabajos publicados con anteriori-
dad (Tabla 2.5, pag. 39). El primer par amplifica una regién de 183 pb del gen de la Timidina
Kinasa de BHV-1. Esta regién presenta un alto grado de conservacién entre BHV-1.1 y BHV-
1.2, de manera que permiten detectar indistintamente a ambos subtipos. El par 0-1/0-2 est4
dirigido a una regién de 336 pb del LR (Regidn Transcripcionalmente Activa Relacionada con la
Latencia), presente en ambos tipos virales [54]. Este par de cebadores se utiliz6 para caracterizar
genética y taxonémicamente los aislamientos correspondientes al MaE de BHV-1 y BHV-5.

Los primers especificos para BHV-5 debieron ser disenados.

Disefio de cebadores a partir de secuencias de BHV-5. Se disefiaron 8 oligonucleétidos,
2 dirigidos a la glicoproteina C (gC) y 6 a la glicoproteina D (gD) de BHV-5. En la Tabla 3.4 se

detallan las caracteristicas de cada uno de ellos.
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Tabla 3.5: Primers para detectar BHV-5: sus combinaciones.

Primers Secuencia amplificada | Largo del amplicon
GD-1/ GD-3 29 nt* -199 nt 170 pb**
GD-1 / GD-2 29 nt - 592 nt 563 pb

GD-1 / GD-623 29 nt - 643 nt 614 pb

GD-1 / GD-632 29 nt - 653 nt 624 pb
GD-33/ GD-3 34 nt - 199 nt 165 pb
GD-33/ GD-2 34 nt - 592 nt 558 pb
GD-33 / GD-623 34 nt - 643 nt 609 pb
GD-33 / GD-632 34 nt - 653 nt 629 pb
GC-1/ GC-2 181 nt - 333 nt 153 pb

*nt: nucle6tidos; **pb: pares de bases.

En la Tabla 3.5 se indican las posibles combinaciones de estos primers asi como la regién

genémica amplificada y el tamanio esperado de los amplicones.

Analisis mediante Blast. Los oligonucleotidos diseflados se compararon con todas las secuen-
cias disponibles en GenBank, EMBL y DDBJ, usando el programa Blast (Basic Local Aligment
Search Tool) [86]. Se observé que GD-33, GD-623 y GD-632 muestran similitud con secuencias
de otros virus de interés veterinario; GD-33 podria hibridar con BVDB, mientras que GD-623 y
GD-632 se alinearon significativamente con secuencias de Bubaline herpesvirus 1 (BuHV-1).

Las secuencias de los restantes oligonucledtidos detallados en la tabla 3.4 s6lo son similares
a secuencias correspondientes a BHV-5. En ningin caso los primers disefiados presentaron se-
mejanzas con secuencias correspondientes a BHV-1.

En el Anexo B.1 (pag. 103) se muestran los resultados del analisis con el programa Blast de
los primers disefiados. En todos los casos se muestra una lista de los principales alineamientos
y, mas detalladamente, algunos alineamientos con secuencias no pertenecientes a BHV-5, de
particular interés.

Los primers dirigidos a BHV-1, obtenidos a partir de bibliografia, también fueron analizados
mediante el programa Blast. Los oligonucledtidos TK-1 y TK-2 mostraron una alta similitud con
secuencias correspondientes a BHV-1 y no presentaron semejanzas con las secuencias de BHV-5

depositadas en GenBank, EMBL y DDBJ. Los primers O-1 y O-2 resultaron similares tanto a
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secuencias de BHV-1 como de BHV-5.
En el Anexo B.2 (pag. 108) se detallan los resultados obtenidos a partir del anélisis de
los pares TK-1/TK-2 y 0-1/0-2. En todos los casos se muestra sélo la lista de los principales

alineamientos.

3.3. PCR no diferencial

3.3.1. Puesta a punto de la PCR no diferencial

Utilizando los primers O-1 y O-2, se realizaron modificaciones de un protocolo base (aparta-
do 2.2.4, p4g. 42) consistentes en variar la temperatura de pegado de los primers (annealing) y
las condiciones del Hot Start.

En un principio se evaluaron las siguientes temperaturas de annealing: 46° C, 48° C, 50° C,
52° C, 54° C y 56° C. Junto con el producto de 336 pb esperado, aparecieron algunas bandas
inespecificas. Sin embargo, a 56° C, s6lo se observé el producto de 336 pb. También se evaluaron
temperaturas de 58 y 60° C, pero en estos casos no se obtuvieron productos de amplificacion. Fi-
nalmente, utilizando una temperatura de 55° C, se obtuvo una mejor amplificacién del producto
especifico, razon por la cual esta temperatura se utilizé en las experiencias siguientes.

Para en caso del precalentamiento (Hot Start) se evaluaron dos temperaturas, 93° C y 98°
C. La utilizacién de 98° C durante la determinacién de la temperatura de annealing, permitié
obtener mayor definicién del producto de 336 pb. y menor cantidad de bandas inespecificas en
los geles de agarosa. La duracién del Hot Start fue extendida a 8 minutos, de esta manera se

logré mayor repetibilidad.

3.3.2. Analisis de las secuencias de los amplicones

Los amplicones obtenidos con los primers 0-1/0-2 fueron secuenciados. El analisis de estas
secuencias permitié corroborar la identidad de la regién genémica amplificada. Las secuencias
correspondientes al aislamiento obtenido a partir de secreciones del animal 15 (inoculado con

BHV-5) presentaron una similitud del 100 % con secuencias de BHV-5 disponibles en GenBank,
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Figura 3.5: Electroforesis de las PCRs no diferenciales: obtencion de los productos esperados (335 pb)
utilizando 55° C como temperatura de annealing. Calle 1: amplificacion de DNA obtenido a partir
del MaE de BHV-1 (5ul); calle 2: amplificacién de DNA obtenido a partir del MaE de BHV-5 (5
ul); calle 3: control de corrida (producto de una reaccién anterior, 3ul); calle 4: marcador de peso
molecular (100 pb ladder, Promega).

mientras que las secuencias correspondientes al aislamiento del animal 6 (inoculado con BHV-1)
fueron iguales a secuencias correspondientes a BHV-1. La similitud entre estas secuencias es de
80 %.

Este analisis permitié corroborar la identidad taxonémica de los virus de referencia utilizados

tanto en el ajuste de las técnicas moleculares como en las inoculaciones experimentales.

3.4. Puesta a punto de la PCR Multiplex

3.4.1. Evaluaciéon de los primers

Todos los primers disehados (Tabla 3.4, pag. 56) fueron evaluados con un protocolo comtn
(apartado 2.2.5, pag. 43). En todos los casos, se utiliz6 una temperatura de annealing de 61°
C. Bajo estas condiciones, no se obtuvieron productos de amplificacién detectables en geles de
agarosa cuando se utilizaron los pares GD-1/ GD-3, GD-33/ GD-3, GD-33/ GD-2, GD-33/ GD-623
y GD-33/ GD-632. En los demés casos (GC-1/GC-2, GD-1/GD-2, GD-1/GD-623 y GD-1/GD-632),
se obtuvieron los productos de PCR esperados.

Los pares de primers correspondientes a la regién gD (GD-1/GD-2, GD-1/GD-623 y GD-1/GD-

632) fueron sometidos a un anélisis comparat