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RESUMEN

La infeccién natural de bovinos por Herpesvirus 1.1 (BHV-1.1) se manifiesta
por signos oculares (conjuntivitis), respiratorios (rinotraqueitis), digestivos, nerviosos
y genitales (vulvovaginitis pustular infecciosa, balanopostitis). La infeccién en
hembras prefiadas puede resultar en aborto que suele ocurrir entre el 4° y 7° mes de
gestacion; las lesiones fetales estan usualmente enmascaradas por el estado
autolitico del feto. EI modelo conejo fue utilizado en varias oportunidades para
reproducir infeccion neurolégica por BHV-5. Este trabajo se desarroll6é con el objetivo
de estudiar las respuestas en conejas gestantes, ante la infeccién experimental con
BHV-1.1 en diferentes periodos de la gestacién para que los datos resultantes
puedan ser utilizados para la mejor comprensiéon de la infecciéon en el bovino. Se
describe un nuevo método de infeccidbn experimental que desencadena
manifestaciones clinicas, patolégicas y respuesta inmune como resultado de la
infeccién. Se inocularon conejas en diferentes periodos de gestacion, se recuperé
virus a partir de hisopados nasales de los animales que desarrollaron signos clinicos,
se observaron lesiones histopatolégicas en las muestras analizadas, se demostro la
respuesta inmune humoral inducida y se detectd6 ADN viral a partir de placentas de
los animales gestante infectados. Los resultados obtenidos valorizan el modelo
experimental conejo para estudiar la infeccion abortigénica por BHV-1.1.

Palabras claves
Herpesvirus bovino 1.1
Infecciéon abortigénica

Modelo experimental conejo
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EXPERIMENTAL INFECTION BY BOVINE HERPESVIRUS 1.1 IN PREGNANT
RABBITS.
SUMMARY
Natural infection with Bovine herpesvirus 1.1 (BHV-1.1) is accompanied by
several clinical manifestations in cattle including conjunctivitis, respiratory and genital
diseases, and occasionally abortion between 4-7 month of gestation. Fetal lesions
are generally not well visualized due to autolysis present in the fetus. The rabbit
model has been used widely for the establishment of BHV-5 neurological acute
infection. This study was conducted in order to analyze the response to experimental
infection with BHV 1.1 in pregnant rabbits during different periods of gestation. The
data obtained could be useful for a mayor understanding of the infection in cattle. We
describe a new method of experimental infection which reproduces clinical and
pathological manifestations as well as immune response resulting from the infection.
Rabbit were inoculated in different periods of gestation. Virus was recovered from
nasal swabs from those animals which developed clinical signs. Histophatological
lesions were found in the analyzed samples. The induced humoral immunoresponse
was demonstrated and viral DNA was detected from the placenta of infected animals.
These results highlight the experimental rabbit model for the study of abortigenic

infection by BHV-1.1

Key words
Bovine herpesvirus 1-1
Abortigenic infection

Rabbit experimental model
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1. INTRODUCCION



1.1. CARACTERISTICAS DE LA FAMILIA VIRAL

La familia Herpesviridae esta constituida por un grupo de virus muy difundido
en el reino animal, todos ellos morfologicamente similares y la mayoria capaces de
inducir infecciones latentes, es decir que pueden reactivar luego de meses o anos de
producida la infeccion primaria. La reactivacion es generalmente intermitente y se
encuentra asociada a condiciones de estrés e inmunodepresion. (1)

De acuerdo al Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (2, 3,4)y
teniendo en cuenta sus propiedades biolégicas, los herpesvirus pueden ser
clasificados dentro de tres subfamilias, denominadas Alpha, Beta vy
Gammaherpesvirinae que incluyen a sus respectivos géneros. Esta clasificacion esta
basada en el tropismo celular, crecimiento en cultivos celulares, tipo de efecto
citopatico (ECP) y sitio de latencia. En general se demostrdé que estas propiedades
se correlacionan con sus propiedades moleculares, sin embargo se encontraron
excepciones que han hecho que muchos herpesvirus hayan sido actualmente
reclasificados.

Los Alphaherpesvirus poseen un amplio rango de hospedadores naturales,
producen rapido ECP litico y establecen latencia principalmente en las neuronas y
ganglios sensoriales. Comprende los generos Simplexvirus (ej: Herpes simples
humano 1 [HSV-1]), Varicellovirus (ej: virus de la Varicela Zoster, Herpesvirus bovino
1 y 5, Herpesvirus equino 1), lltovirus (ej: Herpesvirus del gallo 1 o virus de la
Laringotraqueitis aviar) y Mardivirus (ej: Herpesvirus del gallo 2 y 3 o virus de la

enfermedad de Marek).



Los Betaherpesvirus poseen rango de hospedadores restringido, replican
lentamente en cultivos celulares con baja patogenicidad aunque inducen al
agrandamiento de las células infectadas (citomegalia) y establecen latencia
preferentemente en las células linforreticulares y otros 6érganos. La integran los
géneros Citomegalovirus (ej: Citomegalovirus humano), Muromegalovirus (ej:
Citomegalovirus murino) y Roseolovirus (ej: Herpesvirus humano 6).

Los Gammaherpesvirus son caracterizados por su estrecho rango de
hospedadores. Replican in vifro en células linfoblasticas y fibroblasticas en donde
también establecen latencia. La adaptacion en linfocitos LB y LT los hace
potencialmente oncogénicos. Comprende los géneros Linfocriptovirus (ej: Virus

Epstein Barr) y Rhadinovirus (ej: Herpesvirus saimiri). (3, 5, 6)

1.2. MORFOLOGIA Y PROPIEDADES FiSICO QUIMICAS

Las propiedades de las particulas de herpesvirus estan determinadas por:
a) ADN lineal de doble cadena capaz de codificar entre 30-35 proteinas estructurales
y mas de 70 proteinas en la célula infectada. EI mismo se presenta enroliado
alrededor de una estructura proteica toroidal central.
b) Capside icosaédrica, simetria cubica constituida por 162 capsdmeros (12
pentaméricos y 150 hexaméricos).
c) Capa amorfa fibrosa y asimétrica (“tegumento”), rodeando la nucleocapside,
compuesta de lipoproteinas, glicoproteinas (gp) y proteinas con actividad
enzimatica.
d) Envoltura externa, lipoproteica, trilaminar, con proyecciones glicoproteicas hacia

el exterior (espiculas o peplémeros).



e) Virion de un diametro total entre 150-250 nm debido a la variabilidad del espesor
del tegumento y a la pleomorficidad de la envoltura.

f) Tamano de genoma variable, entre 124 y 235 pares de kilobases (kbp).

g) Composicion de bases de 32 a 75 G+C moles%.

h) Relativa inestabilidad a la temperatura ambiente (Ta) y pH <de 3y > de 9.

i) Rapida inactivacion por los solventes organicos. (3, 7, 8) (Figura l)
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Figura I: representacion esquematica de un herpesvirus. Se observa la capside de simetria
icosaédrica y las proteinas y glicoproteinas de la envoltura graficadas como proyecciones (9)



1.3. ORGANIZACION DEL GENOMA

En relacién a la estructura gendmica de los herpesvirus el ADN es lineal de
doble cadena de tamano variable entre 124 y 235 kpb, cuenta con secuencias
terminales e internas repetidas por lo que los pesos moleculares (PM) varian entre
80 y 150 X 10° Daltons (Da). De acuerdo a la localizacion y presencia de estas
secuencias se describen seis tipos gendmicos designados de “A” a “F".

En el tipo “A” ambos extremos gendmicos poseen la misma secuencia
repetitiva de aproximadamente 1000 pares de bases (pb) que se denominan
‘repeticiones terminales derecha e izquierda “, el herpesvirus humano 6 vy
herpesvirus equino 2 pertenecen a este grupo.

El tipo “B” posee en los dos extremos una regidn con repeticiones directas
que pueden variar en numero en alguno de ellos. En este grupo se puede citar al
herpesvirus ovino 2 como ejemplo.

En el tipo “C” (ej: virus Epstein Barr) en la denominada regién uUnica del
genoma, existen secuencias repetidas en tramos especificos y el niamero de
repeticiones terminales es pequeno.

El tipo genémico “D” posee una region terminal derecha y una interna de
orientacion invertida respecto a la anterior, que flanquean una regién Unica corta
(US) y esta zona puede invertirse con respecto a la regiéon unica larga (UL)
obteniéndose dos tipos isoméricos en la progenie de una célula infectada. El
herpesvirus bovino 1y 5 (BHV-1 y BHV-5) poseen este tipo genémico (10, 11)

En los herpesvirus de tipo genoémico “E” las secuencias de ambos extremos

estan repetidas en orientacién invertida y dividen al genoma en dos partes: UL y US



cada una de las cuales consiste en Unica secuencia flanqueada por repeticiones
invertidas. A su vez, UL y US pueden invertirse una respecto a la otra de manera
que a partir de una célula infectada pueden obtenerse cuatro poblaciones isoméricas
denominadas: prototipo, isbmero L, isbmero S e isbmero LS. En este grupo se
encuentra en herpesvirus bovino 2.

En los genomas de tipo “F” las secuencias de los extremos no son idénticas y
no se repiten. Un representante del grupo es el Tupai herpesvirus (Tu HV) (1, 3).

(Figura II)
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Figura Il: esquema de los diferentes tipos genémicos que presenta la familia Herpesviridae. Los
genomas son ejemplificados por: herpesvirus 1 de los ictaltridos (A), herpesvirus saimiri (B),
herpesvirus humano 4-Epstein Barr- , 6, 7 y 8 (C), herpesvirus humano 3 y herpesvirus bovino 1 (D),
herpes simplex humano 1 y 2 (E) y tupai herpesvirus (F). Las lineas horizontales representan las
regiones unicas o casi Unicas. Ul: region Unica larga; Us: region uUnica corta. Los dominios repetitivos
se esquematizan como rectangulos y se designan como LTR: repeticiones terminales izquierdas y
RTR: repeticiones terminales derechas para el grupo A; repeticiones internas R1 a R4 en el grupo C;
repeticiones internas (IR) y terminales (TR) para el grupo D. Las terminaciones del genoma del grupo
E consisten en dos elementos, uno contiene "n” copias se la secuencia “a” (an) proxima a la
proxima a la secuencia

secuencia denominada “b”; el otro extremo posee una secuencia repetida “a”
denominada “c”. Las terminaciones del grupo F no han sido descriptas. En el grupo B el numero de
terminaciones en ambos extremos puede variar. (3)



1.4. REPLICACION

El ciclo de multiplicacién de los herpesvirus es comun a todos los integrantes
de la familia. De acuerdo a la subfamilia a la que pertenezcan el ciclo varia de 18 a
70 horas post infeccion (Pl) en donde se suceden las diferentes etapas.

La primera etapa, “adsorcién”, se produce en receptores especificos de la
membrana de la célula huésped con intervencion de las gp virales. La “penetracién”
puede darse por fagocitosis o mas frecuentemente por fusién de la membrana
plasmatica con la envoltura viral. Continta la “decapsidacion” con liberacion del
ADN viral en el nucleo celular. Por la accién de la ARN polimerasa Il de la célula
huésped se inicia la transcripcion del ADN viral. Se producen tres clases de ARNm,
de manera secuencial y en “cascada” y estos se traducen en la biosintesis de tres
tipos de proteinas. Las primeras denominadas “o” o inmediatamente tempranas se
caracterizan por ser fosforiladas y capaces de asociarse al ADN, son no
estructurales y acttan como reguladoras. Las“B” o tempranas son sintetizadas “de
novo” y requieren de la presencia de algunas “a”; son no estructurales, algunas

actuan regulando la sintesis de las “a” y de macromoléculas celulares y ademas

({3}

activan la sintesis del tercer tipo de proteinas (“y”). Las proteinas “y” o tardias son
estructurales y ademas actuan como reguladoras inhibiendo la sintesis de las

¢

proteinas “o” del ciclo siguiente de replicacion.
La replicacion del ADN es semiconservativa bajo el modelo de circulo rodante y
se produce con intervencidon de polimerasas especificas codificadas por el virus. Las

capsides preformadas incorporan el ADN gendémico (“armado”), se asocian con



areas alteradas de la zona interna de la membrana nuclear de la célula huésped, y
salen del nucleo por brotacién a través de la membrana nuclear modificada, de
donde adquieren la envoltura.

La “maduracion” se produce durante el paso a través del reticulo
endoplasmico rugoso y aparto de Golgi.

La liberacion de los viriones al medio extracelular es producida por exocitosis
(descarga de virus desde la célula) o por citolisis (destruccion celular). (1, 7, 12,13)

(Figura Ill)
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Figura Ill: mecanismo de replicacion de un herpesvirus. Glicoproteinas de la membrana viral (1).
Interaccion con receptores celulares (2) Fusion (3). Proteinas del tegumento y de la nucleocapside
ingresan al citoplasma celular (4). Transporte de la nucleocapside (5a) y de proteinas activadoras de
la transcripcion (5b) hacia el nucleo. Proteinas del tegumento que permanecen en el nicleo (6).
Entrada de la nucleocapside por el poro nuclear (7). Proteinas del tegumento activadoras de la
trascripcion (8). aARNm son transportados hacia el citoplasma (9) donde se sintetizan las aproteinas
(10) reguladoras de la sintesis del BARNm (11) para la sintesis de las Bproteinas (12). Inicio de la
sintesis del ADN viral (13). Sintesis de YARNm (14) y de yproteinas (15) estructurales. Algunas
yproteinas precursoras quedan en el reticulo endoplésmico rugoso (16a), otras se localizan sobre la
membrana nuclear del lado interno del mismo (16b) o son trasladadas al Aparto de Golgi para su
posterior procesamiento (16¢) y una vez maduradas se depositan en la membrana plasmatica de la
célula infectada (16d). Algunas yproteinas son trasportadas hacia el nlcleo para formar las capsides y
otras permanecen en el citoplasma (17). EIl ADN formado se empaqueta en las capsides formadas
(18) e inicia su paso a través de la membrana nuclear (19) en donde adquiere envoltura (20). Esta
estructura es transportada hacia el aparato de Golgi en donde se encuentran las proteinas de
envoltura maduras (21) y se completa la envoltura viral (22). La particula viral completa (23) es

transportada hacia la membrana plasmatica y es liberada por exocitosis (24) (9)
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1.5. HERPEVIRUS BOVINO 1
1.5.1- Antecedentes

Existen cinco tipos de herpesvirus que poseen como hospedador natural al
bovino, designados como herpesvirus bovino (BHV) 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente.
Dentro de los Alphaherpesvirus, genero Varicellovirus, se halla el BHV-1 que posee
2 subtipos: BHV-1. 1 y BHV-1. 2 diferenciables entre ellos por fragmentos en los
patrones de restriccion de ADN. (14, 15, 16, 17) El BHV-1.2 puede a su vez
subdividirse en BHV-1.2ay BHV-1.2b. (18, 19, 20, 21, 22, 23)

El BHV-1 y BHV-5 afectan naturalmente al bovino, especie en la que segun el
tipo viral, provocan un amplio espectro de manifestaciones clinicas. Puede
observarse rinotraqueitis (IBR), conjuntivitis, aborto y enteritis, principalmente
cuando actua el BHV-1.1. En caso de que la infeccidon sea causada por el BHV-1.2 la
manifestacién clinica principal es la vulvovaginitis pustular infecciosa (IPV) o la
balanopostitis (IPB). EI BHV-5 (anteriormente denominado BHV-1.3) es el mayor
responsable de encefalitis. (24, 25, 26, 27)

La IBR es una enfermedad de distribucion mundial, conocida en Estados
Unidos desde 1954 (28, 29, 30) y se atribuyo su etiologia a un agente viral. (31) La
primera publicaciéon sobre IBR se remonta al afo 1954 (32) y el aislamiento del
agente etioldgico data del ano 1956. (33) Mc Kercher (1973) sugiere que el virus
ingres6 a Norteamérica en 1930, anos mas tarde se reconocidé la enfermedad
respiratoria por BHV-1 en Europa. (34) La IPV se remonta a la mitad del siglo
pasado y la informacién indica que existi6 antes que la IBR aunque el agente se
aislo recién en 1958. (23, 25, 35, 36) En 1961 se clasifico al agente etiologico dentro

de la familia Herpesviridae. (34, 36) Paralelamente se observaron a nivel mundial
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brotes epizodticos de meningoencefalitis y se designo al agente causal como BHV-1
subtipo 3 el que posteriormente fue reclasificado y designado como BHV-5. (3, 27,
28)

La primera vez en que se observo sintomatologia compatible con IBR en
Argentina fue en 1959. En 1971 se realizd el primer aislamiento del virus. (37) En la
década del 80 se observaron brotes compatibles con meningoencefalitis y existen
datos de hasta 100% de mortalidad en animales jovenes. (38, 39, 40) En 1995 se
caracterizaron las cepas argentinas por sus patrones de restriccion de ADN. (16,17)
Diferentes estudios serologicos realizados indican una alta proporcién de animales
reactores a esta virosis. (41, 42, 43) La prevalencia en Argentina es del 97,68 %,
siendo en cada establecimiento del 455 %. (44) Los indices de prevalencia
aumentan progresivamente con la edad de los animales. (41) Relevamientos
realizados por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) determinan
seroprevalencias de 21- 56 % para la provincia de Corrientes, 17-65% para la La
Riojay 80y 70-82% para las localidades de Pergamino y Olavarria en la provincia
de Buenos Aires, respectivamente. (43)

Las manifestaciones clinicas observadas son: oculares, IBR, digestivas,
nerviosas, IPV e IPB y abortos. (45, 46) El sindrome neurolégico, que es observado
principalmente en bovinos jovenes (47, 48) fue informado en varias oportunidades
en Argentina (38, 42, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55). Actualmente se conoce que esta

relacionado con el neurotropismo de la cepa de BHV-5 actuante. (56, 57, 58)



1.5.2- Composicion y propiedades fisico-quimicas

La molécula de ADN lineal de doble cadena es de aproximadamente 135-140
kpb y presenta un contenido de G+C del 72%. Las pequehas variaciones
observadas por estudios realizados con enzimas de restriccibn obedecen a
particularidades propias de cada cepa. No se ha observado una estricta correlacién
entre el patron de restriccion enzimatica y las manifestaciones clinicas. (26, 59, 60,
61, 62) Las longitudes de las repeticiones invertidas y de US son cepa especifica y
explican en parte las variaciones del PM de los ADN. (60, 63, 64)

La organizacion del genoma corresponde al grupo “D” de herpesvirus y se
divide en una seccién UL de 102-104 kpb y una US de 10.5 a 11 kpb flanqueadas
ambas por repeticiones invertidas internas y terminales. Como resultado de la
habilidad del segmento US de invertir respecto a la regién UL, se presentan dos
isdbmeros de ADN. Wyler (1989) determin6 que en el extremo terminal derecho de
aproximadamente el 10% de ADN viral transporta una “cola” de ADN celular
indicando la frecuente recombinacién entre el ADN viral y celular. (3, 36, 63, 65, 66)

La capside icosaédrica de 162 capsémeros de 12 nm de largo le confiere a la
nucleocapside un diametro variable entre 95-110 nm.

El tegumento y la envoltura lipoproteica hacen que el viribn sea pleomoérfico y
de 120-300 nm de diametro. (3, 63)

La densidad de flotacién del virus es de 1.21 g/ml en gradiente de sacarosa 20-
65 %, 1.22 g/ml en tartrato de potasio y 1.730g/ml en cloruro de cesio y se
correlaciona con el contenido de G+C. El coeficiente de sedimentacion es de 1680-

1830 Sy el PM es ~ 96 x 10° Da. (36, 60, 63, 66)
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Las particulas virales permanecen viables cuando son conservadas a -
70°C y suele observarse pérdida de titulo viral a 4°C luego de 30 dias. El virus se
inactiva a Ta en 50 dias y a 56 °C lo hace en 20 min. Pierde infectividad luego de 24
h de exposicion al éter, acetona, alcohol etilico, requiriéndose mayor tiempo para la
inactivacion por formalina. Pierde actividad a pH < 6 y permanece estable entre pH 6
y 9.

Como todos los herpesvirus el genoma del BHV-1, codifica para
aproximadamente 70 proteinas de las cuales solo 33 son estructurales (13
asociadas a la envoltura, 14 a la nucleocapside y 6 aun no caracterizadas). Dentro
de las proteinas de envoltura se encuentran las gp que también aparecen en la
superficie de las células infectadas. (67, 68) Estas gp revisten importancia en la
union del virus a los receptores celulares, como blanco de los anticuerpos (Ac)
neutralizantes y de los LT citotoxicos (69, 70, 71); asi también se le reconocen
propiedades hemaglutinantes in vitro. (72)

Actualmente esta aceptado que el genoma de BHV-1 codifica para 11 gp
denominadas gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gK, gL, gM y gN. (13, 59, 69, 73, 74) Las
diferentes gp son diferenciadas por Ac monoclonales. (13, 75, 76) Las tres gp
denominadas mayores (gB, gC y gD) se consideran importantes en la union del virus
con los receptores celulares y desencadenan la respuesta inmune en el organismo
huésped. (77, 78).

La gB juega un rol muy importante en la propagacion del virus, interviene en la
penetracion celular e interfiere con proteinas celulares responsables del ECP

ocasionado por la infeccién con el BHV-1. (79)



La gC actuaria como responsable de la unién del virus a receptores similares a
la heparina sobre la superficie de las células permisivas aunque no seria esencial en
el ciclo de replicacién, lo que indicaria la existencia de mecanismos alternativos
intervinientes en la unioén virus-célula. (79)

La gD es la responsable de la adsorcion viral y fusién celular (80), penetracion
del virus en la célula huésped (81, 82) y se considera que es la mas importante
involucrada en la neutralizacién. (83)

Tanto la gC como la gD estan fuertemente relacionadas a la citélisis mediada
por Ac dependientes del complemento. (59, 77, 81, 84, 85, 86)

La gE se encuentra estrechamente relacionada a la virulencia ya sea en el
huésped natural como en el experimental (87) demostrandose que en el caso del
BHV-5 juega un rol importante en la neurovirulencia en el sistema nervioso central
(SNC) aunque no es requerida para la entrada del mismo por la mucosa olfativa. (88)

La gH, muy conservada entre los alphaherpesvirus, es esencial para la
penetracion a la célula huésped y para la diseminacién aunque no juega papel

preponderante en la fusion de la membrana celular con la envoltura viral. (81, 82)

1.5.3- Ciclo de replicacion

En una primera etapa se produce la “adsorcion” de la particula viral seguida de
la fusion de la envoltura viral con la membrana plasmatica gracias a la mediacion de
algunas gp. Sin embargo el virus no penetra la membrana celular sino que accede al
interior de la célula a través de una invaginacién que se desarrolla cerca del area de

fusion y que posteriormente se abre hacia el citoplasma.
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Se desencadenan entonces cuatro eventos sucesivos: 1) adhesion a la
membrana célula, 2) fusion, 3) perforaciéon y penetracion, 4) difusion y transporte
intracelular de la capside y el tegqumento hacia la membrana nuclear. (13, 89, 90)

Posteriormente, en los poros nucleares ocurre la decapsidacion y el ADN que
es liberado en el interior del nlcleo se circulariza. (4)

Una vez en el nucleo comienza la transcripcion de genes de manera secuencial
y en cascada por accion de la ARN polimerasa Il de la célula hospedadora y a varias
proteinas del tegumento que inhiben la sintesis de macromoléculas celulares. (61)

Primeramente se transcriben y traducen genes virales que codifican para las
proteinas inmediatamente tempranas (a) denominadas BICPO, BICP4 y BICP22,
quienes inducen la trascripcion y traduccion de proteinas tempranas (8) como DNA
polimerasa y timidina quinasa (TK). Estas ultimas intervienen en la replicacion del
genoma y en la induccion de la sintesis de las proteinas estructurales del virién
(proteinas tardias o v).

En el nucleo sucede el ensamble entre el genoma (sintetizado a través del
sistema de circulo rodante) y la nucleocapside. Esta ultima adquiere envoltura
cuando pasa a través de la membrana nuclear y termina su maduracion al
trasladarse dentro del aparato de Golgi.

Los nuevos viriones son liberados por exocitosis, por lisis celular o por fusiéon
con células no infectadas (contigtiidad directa).

El proceso desde la unién del virus al receptor celular, hasta la liberacién de las
nuevas particulas virales maduras abarca un lapso de 18-20 h aproximadamente.

(59, 64, 91)
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1.5.4- Latencia

La latencia es una propiedad comun a todos los Herpesvirus. Se la define
como “la persistencia silenciosa del virus en el organismo huésped, no detectable
por los procedimientos virologicos convencionales y caracterizada por liberacidén
intermitente de particulas activas”. (63)

Una vez producida la primoinfeccién, el virus despojado de su envoltura se
desplaza a través de las prolongaciones nerviosas (via centripeta) a su sitio de
latencia, generalmente los ganglios trigémino y sacro en donde permanece en
estado de “acantonamiento”. (92)

En el estado latente la expresién del genoma viral esta restringida y disminuye
la expresion de los genes virales. Solo una regién del genoma viral se mantienen
transcripcionalmente activa en la latencia, la denominada regién LAT (Latency-
Associated Trascript) en el HSV-1 o regién LR (Latency-Related) en el BHV-1 cuyos
transcriptos se acumulan en el nucleo de la célula neuronal infectada. (36, 66, 93,
94)

El ADN del virus en estado latente se encuentra en forma episébmica en las
neuronas de los ganglios sensoriales. (36, 66) No se conocen exactamente los
mecanismos involucrados en el estado de latencia. Tampoco se encuentra
determinada totalmente la importancia del sistema inmune, sin embargo se observa
que animales con niveles bajos de inmunidad especifica muestran signos clinicos
mas severos y mayor excrecion de virus en la reactivacion. (63)

En las neuronas infectadas en forma latente no hay produccién viral continua

excepto cuando sucede el proceso de reactivacion.
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El estado de latencia hace que el virus se perpetue entre la poblacién bovina y
bajo determinadas condiciones o por la accién de diversos factores como la
inmunodepresioén por corticoides, el estrés por parto, el transporte, etc, el virus
latente reactiva, produciendo o no nueva signologia clinica. El virus llega a las
células epiteliales por via centrifuga y comienza su multiplicacién y reexcreciéon
seguida por neutralizacion por Ac humorales o destruccion celular por accién de los
LT citotoxicos. (3, 61, 95, 96)

El fendbmeno de latencia reviste gran importancia epidemiolégica para la
poblacion bovina ya que el virus permanece en los rodeos infectados de manera
indefinida y se continta transmitiendo a la poblacién no expuesta al virus que se va

incorporando al plantel.

1.5.5- Propiedades biologicas

Los bovinos de todas las edades son hospedadores naturales del virus.
También se observaron signos respiratorios en cabras y rumiantes salvajes vy
vaginitis y balanitis en cerdos infectados naturalmente.

El virus fue aislado de bufalos, visones, hurones y antilopes. La infeccion
experimental ademas fue demostrada en cabras, cerdos, animales salvajes
(cérvidos) y, en especial, ovinos y conejos. No son susceptibles las ratas y ratones,
cobayos ni embriones de pollo. (25, 28, 57, 87, 97, 98, 99, 100, 101)

Existe un amplio rango de células susceptibles in vitro. El virus crece en
cultivos primarios de origen bovino y en lineas MDBK (Madin Darby Bovine Kidney),

BT (cornetes nasales), RK13 (riidn de conejo) y PK15 (rindn de cerdo). Se le
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adjudica ademas cierto potencial oncogénico e induccion de apoptosis en células

linfoides in vivo y en lineas celulares epiteliales. (34, 63, 94)

1.5.6- Signos clinicos

El BHV-1 esta relacionado con los casos mas severos de IBRy con IPV/IPB
sin embargo, los dos subtipos pueden ser aislados desde ambas localizaciones.
También ocurren infecciones subclinicas con BHV-1. Las infecciones genitales son
locales y no dejan secuelas, la infeccidn respiratoria se asocia con conjuntivitis,
abortos, enteritis y casos de meningoencefalitis. (34, 35, 63)

Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR): es una enfermedad aguda
caracterizada por un cuadro de depresiéon general, signos respiratorios, fiebre de
hasta 42°C y se acompana ademas de pérdida del apetito que lleva a disminucioén
del peso y de la produccién lactea.

Luego de un periodo de incubacion (Pin) de aproximadamente una semana
se observa intensa descarga nasal seropurulenta y conjuntivitis que puede ser
confundida con la queratoconjuntivitis producida por Moraxella Bovis. (102) Las
lesiones mas comunes son rinitis necrética, faringitis y laringotraqueobronquitis que
por complicaciones bacterianas secundarias pueden desencadenar en neumonia
generalizada.

Los estudios histoldgicos pueden revelar la presencia de cuerpos de inclusion
(Cl) intranucleares tipicos, aunque este hallazgo no es constante. (63) En los casos
severos puede sobrevenir la muerte. En el caso de enfermedad leve sin
complicaciones bacterianas los signos consisten en rinitis con descarga muco_

serosa.
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Vulvovaginitis pustular infecciosa (IPV) y Balanopostitis (IPB): el curso es
aproximadamente de 4 dias y el animal presenta fiebre, pérdida de apetito y
depresion general. La signologia clinica se caracteriza por la edematizacion de la
vulva que ademas se presenta hiperémica, con vesiculas, pustulas y ulceras. Se
acompana de descarga seropurulenta consecuencia de la infeccidn bacteriana. Si
bien las lesiones desaparecen aproximadamente a los 10 dias la descarga vaginal
puede persistir varias semanas.

Los machos presentan inflamacién del pene y prepucio con la formacion de
pustulas y ulceras. Debido a las cicatrices producidas por la recomposicion de las
erosiones que se producen, si continua el apareamiento de los animales, pueden
observarse secuelas como la distorsién del pene o fallas en la ereccion. En general
este tipo de sintomatologia es producida por el BHV-1.2 y raramente se acompafna
de infeccién respiratoria. (25, 28, 63, 103, 104, 105)

Meningoencefalitis: el curso de la enfermedad es de 4-5 dias. Los animales
presentan periodos alternados de depresidon e hiperexcitacion, anorexia,
rechinamiento de dientes, incoordinacién, ataxia, ceguera y puede llegar a
producirse la muerte. (25, 38, 47, 63) Las lesiones histolégicas consisten en areas
de malasia y meningitis no purulenta y la observacion no siempre confirmada de Cl
intranucleares. En el caso de los animales que mueren las lesiones son mas severas
en cerebelo, tdlamo y ganglios basales. (36, 38, 39)

Algunos autores citan la apariciéon de signos nerviosos sin que se noten signos
respiratorios previos, sin embargo otros informan casos en los que la IBR precede a
la manifestacion nerviosa. (106, 107) Actualmente se sabe que la manifestacion

nerviosa es producida por el BHV-5 sin embargo muchos episodios de
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meningoencefalitis producidos en América del Norte fueron producidos por cepas
que una vez comparadas por sus patrones de restriccion de ADN confirmaron ser
BHV-1. (26, 108, 109)

Abortos: la infeccion en hembras gestantes con cepas de BHV-1. 1 pueden
resultar en aborto, que suele ocurrir entre el 4° y 7° mes de gestacibn como
consecuencia de la muerte fetal, luego de un periodo variable Pl que oscila entre 3 a
6 semanas. En general los abortos suceden luego de hacerse evidente los signos
respiratorios y pueden producirse hasta los 100 dias posteriores a la manifestacion
IBR, sin embargo es comun que también ocurra en animales que escapan a la
infeccion respiratoria. No es posible el pronéstico del aborto; en algunos casos soélo
se produce relajamiento de la vulva y vagina lo que requiere la remocién manual del
feto. Puede ocurrir retencién placentaria. Los cotiledones presentan lesiones
degenerativas aunque no son patognomonicas. (25) La lenta propagacion del virus
hacia los cotiledones materno fetales dificulta la ruta de acceso del virus hacia el
feto, lo que determina diferencias temporales entre la viremia materna y la infeccion
fetal. Aunque la via de acceso del BHV-1. 1 al feto no esta del todo esclarecida, las
lesiones hepaticas indican la ruta hematégena umbilical como la mas frecuente. La
muerte suele ocurrir 24-48 horas después de la infeccion fetal y la expulsion a partir
del 7° dia, momento en que los titulos virales en el feto decrecen. El virus puede ser
aislado con altos titulos a partir de placenta, desde el 8° dia Pl (dPIl) en bovinos
inoculados experimentalmente, aun en ausencia de lesiones. (25, 110, 111) La
mayoria de las lesiones fetales producidas por BHV-1.1 son usualmente

enmascaradas por el estado autolitico del feto, sin embargo pueden observarse
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focos blanquecinos de 1 a 3 mm de didmetro en higado y pulmén, edema
serosanguinolento perirrenal y necrosis hemorragica de la corteza renal. La vasculitis
necrosante, el edema y las hemorragias suelen ser hallazgos frecuentes en las
placentas. (63, 111)

Otros signos clinicos: se han observado ademas mastitis, enteritis, metritis,
dermatitis y tonsilitis como asi también infecciones sistémicas en animales jévenes

con manifestaciones respiratorias y digestivas. (63, 102, 112, 113)

1.5.7- Patogenia

El virus penetra por la mucosa nasal, realiza su primer ciclo de replicacion en
las células epiteliales y se extiende por los conductos lacrimales a los tejidos
oculares donde establece infeccidbn secundaria. Posteriormente se produce infeccion
generalizada consecuencia de la viremia transitoria y diseminacion neural y/o por
puentes intercelulares que permite que el virus llegue al érgano blanco. (34, 47, 63)

En relacion a la viremia, Fuchs y col. (1999) determinaron por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) que el virus es transportado por los leucocitos de los
animales infectados en forma aguda y subclinica. (114) Romera (2001) cita a Nyaga
(1980) quien demuestra que los LT de sangre periférica unen muy pocas particulas
virales marcadas radiactivamente y que no hay replicacion viral en los linfocitos. Sin
embargo otros autores demuestran que el BHV-1 no infecta LT CD8" pero infecta LT
CD4" que conducen a la apoptosis de la célula contribuyendo de esta manera a la
inmunodepresion del animal y a favorecer el establecimiento de la latencia. (64,

115)
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A nivel respiratorio se comprob6 que el BHV-1 inhibe la migraciéon de los
polimorfonucleares neutréfilos (pmn), la citotoxicidad mediada por células y la
actividad de los macrofagos alveolares favoreciendo de esta manera la colonizacion
por bacterias. (116, 117)

En el caso de las infecciones genitales el virus accede directamente al 6rgano
blanco (mucosa de la vulva, pene y prepucio).

El transporte a través del sistema nervioso periférico (SNP) y/o por puentes
intercelulares estaria dado exciusivamente en el caso de las infecciones localizadas.
(63)

Con relacion a la manifestaciéon abortigénica, el virus llega al feto por via
hematégena, infecta al feto y produce la muerte del mismo (111, 118) aunque
algunos trabajos mencionan que en la placenta el virus puede permanecer latente

hasta 90 dias sin transmitirse al feto. (51)

1.5-8- Epizootiologia

El virus se elimina y es transmitido principalmente a través de secreciones
respiratorias, oculares y genitales de los animales infectados o bien por medio de
personas o equipos contaminados. (63) Los animales se infectan por medio de
aerosoles o por contacto directo con secreciones nasales. La infeccion genital ocurre
por contacto directo o por semen infectado. Esta ultima via de infeccién ha hecho
que muchos paises posean algun tipo de legislacién para la utilizacion de machos
en inseminacion artificial. (61)

El PIn es de 2-6 dias dependiendo directamente de la dosis infectante y de la

via de infeccidon. En caso de inoculaciones experimentales este tiempo es menor y
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por el contrario puede llegar hasta una semana en los casos de campo. (34, 119,
120)

En casos de IBR se recupera virus de las secreciones nasales por
aproximadamente 2 semanas, sin embargo se han demostrado casos de
recuperacion de virus de manera intermitente por 578 dias. (119)

Si bien el bovino es el principal reservorio del BHV-1, deben ser consideradas
ademas muchas especies de rumiantes salvajes, caprinos y cerdos que han
demostrado seropositividad. El papel del ovino no esta del todo claro y el del conejo

ha sido minimizado. (63, 102)

1.5.9- Respuesta inmune

En todas las infecciones virales el hospedador que debe impedir o resolver una
infeccion desarrolla mecanismos de respuesta especificos e inespecificos.

En el caso de las infecciones por BHV-1 el organismo huésped no escapa a
esta regla y se desencadenan varios tipos de respuesta; a) inespecifica: mediada
por interferon (ITF), complemento y poblaciones celulares tales como pmn,
macrofagos y células natural killer (NK); b) especifica: (mediada por los LT y LB), es
la respuesta humoral que interviene en la prevencién y recuperacién de una
infeccién como asi también de la reactivacion viral. La respuesta celular también
actta en la recuperacion. (61, 121)

Los virus son parasitos intracelulares obligados por lo tanto necesitan de tejidos
susceptibles en el huésped para que la infeccion suceda, aunque si el huésped

posee suficiente factores inespecificos, puede combatir al agente infeccioso. Dentro
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de estas defensas inespecificas podemos citar. superficies epiteliales, membranas
mucosas, lisozimas y cambios de pH en las mucosas, movimientos ciliares del
epitelio respiratorio, etc. También existen diferentes sustancias capaces de
neutralizar al virus en el suero de los animales infectados. (64) El ITFa cuyos niveles
mas altos de excrecion se observan entre las 36 y 72 h PIn, interviene en la
modulacién de la respuesta inmune, sin embargo, a pesar de que el BHV-1 es un
inductor de ITF muy eficaz no es tan susceptible a él como otros virus. Los
macrofagos y las células NK son también muy importantes como mecanismos de
defensa debido a su capacidad de organizar la respuesta inmune especifica y de
producir citoquinas tempranas que inician el mecanismo inflamatorio. Las
interleuquinas 1 y 6 y el factor de necrosis tumoral activan a los LT y a la llegada
masiva de macrofagos. Ademas los macréfagos producen ITF, por la tanto poseen
actividad citostatica participando del fendmeno de citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC). Esta actividad citostatica aparece a la semana de iniciada la
infeccion, momento en que disminuyen los sintomas y antes de que los Ac sean
detectables. Por otro lado, las proteinas tempranas producidas durante una infeccion
viral son blanco de las células NK por lo tanto este hecho es importante para eliminar
células infectadas antes de que ocurra la diseminacién del virus. (121)

En relacion a la respuesta inmune especifica existen dos mecanismos
efectores: a) mediados por productos celulares de tejidos linfoideos (Ac, inmunidad
humoral) y b) los mediados por linfocitos y otros tipos celulares a lo que se
denomina inmunidad mediada por celulas (IMC). La respuesta humoral genera Ac

neutralizantes a partir de la primera semana Pln y entre las 2-6 semanas se detecta
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la ADCC. La respuesta de Ac es importante si se tiene en cuenta que previene la
diseminacion del virus de célula a célula in vitro y comienzan a ser detectables
cuando se produce la recuperacion de la infeccidn. Los Ac neutralizantes protegen
de los signos clinicos, acortan el tiempo de excrecion viral pero no impiden la
reactivacion de virus latente. Los Ac persisten durante aproximadamente 5 afos
aunque esta persistencia requiere de reestimulaciones. Las inmunoglobulinas (Ig) M
son las primeras que aparecen seguidas de las IgG. Los neonatos reciben Ac via
calostral en las primeras 12 h pos parto y persisten hasta 6 meses en algunos casos.
En relacién a la IMC es muy importante en la resistencia del hospedador a
determinados virus, especialmente a BHV-1. Sin embargo, a pesar de todos los
mecanismos intervinientes en la defensa del huésped contra la infecciéon del BHV-1,
las caracteristicas propias de este tipo viral impide que el sistema inmune lo elimine
por completo del organismo, factor de suma importancia para comprender la

epizootiologia de la enfermedad. (64)

1.5.10- Profilaxis y control

La prevalencia y severidad de la infeccién con BHV-1 en los distintos paises
tienen un impacto directo en los programas de control y erradicacion. (63) A pesar de
ello, la propiedad de este virus de permanecer en estado latente y de hacer que el
animal se convierta en un intermitente eliminador del mismo hace que en muchos
casos se replantee si se desea controlar la enfermedad clinica o eliminar la
infeccion. (105) Asimismo si se plantea como objetivo la erradicacion del virus, es
necesario contar con vacunas que ademas de proteger permitan diferenciar

animales infectados de vacunados. (122) A esto se suma que con el uso de vacunas
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los animales dejan de ser seronenegativos, condicidn que se exige en muchos
paises para poder exportar e importar. (123)

Se debe tener en cuenta ademas que con la vacunaciéon no se previene la
reinfeccion con cepas de campo, no se puede excluir la posibilidad de
recombinacién de cepa vacunal y de campo (124) y la reversion a cepa virulenta y
sobre todo (salvo en casos de que existan marcadores especificos) no se pueden
diferenciar Ac vacunales de aquellos inducidos por infeccién natural. (125)

En general, en el mundo se vacuna en la mayoria de los paises, excepto
Suecia y Dinamarca que erradicaron la infeccién sin vacunacion. (126)

En Argentina las vacunas se utilizan masivamente ya que es fundamental
evitar la infeccién para minimizar las pérdidas econémicas que ello ocasionaria.
Vacunas

Existen diferentes tipos de vacunas que se utilizan mundialmente: a virus vivo
modificado o atenuado, a virus inactivado (mono y polivalente), y las producidas por
ingenieria genética, cada una con sus ventajas y desventajas.

Vacunas atenuadas: en general se realizan con cepas de baja virulencia que

son atenuadas por diferentes métodos, como por ejemplo los pasajes en cultivos
celulares y el tratamiento con acido nitroso mediante el que se obtienen cepas
vacunales termosensibles. (127) Este tipo de vacunas pueden administrase por via
parenteral o intranasal. Tienen la propiedad de inducir inmunidad similar a aquella
producida en una infeccién natural sin embargo no se excluye la posibilidad de la
produccion del aborto (63, 102, 120), de que el virus se establezca en forma latente
(128), de que pueda ser transmitido a la poblacion de riesgo (129) y de que se

sucedan recombinaciones entre cepas vacunales y salvajes. (127, 128, 130)
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Tikoo y col (1995) afirman que las inmunizaciones con vacunas multiples que
contienen virus atenuados podrian no inducir una buena respuesta hacia los
microorganismos restantes. (61) La ventaja de las vacunas atenuadas aplicadas por
via intranasal son su rapida induccién de respuesta inmune y su escaso riesgo de
produccién de abortos. Sin embargo las mismas cuentan con la desventaja del
riesgo de reversion de la cepa vacunal a cepa salvaje (131, 132) y de la produccién
de reacciones adversas como por ejemplo la reducciéon de la produccidn lactea.
(133)

Vacunas inactivadas: en general se producen con cepas virales inactivadas con

diferentes tratamientos como por ejemplo con formalina, etilenamina, calor, luz
ultravioleta. Para una buena eficiencia exigen la combinacién con adyuvantes
(saponinas, hidroxido de aluminio). (63, 134) Son inocuas, el virus no se establece
en forma latente, no reactiva ni replica. Son seguras para su aplicacion en hembras
prefadas y no interfieren en la respuesta inmune de otras vacunas cuando son
utilizadas en inmunizaciones multiples. Poseen la desventaja de ser pobremente
inmunogénicas, inducen inmunidad de muy corta duracidbn y son necesarias
repeticiones de vacunacién para mantener un buen nivel de Ac en los animales ya
que ciertos determinantes antigénicos son destruidos durante el proceso de
inactivacion. (42, 120, 135)

Vacunas producidas por ingenieria genética. a raiz de los problemas hallados

tanto con el uso de vacunas atenuadas como inactivadas, surgen las denominadas
vacunas de Ultima generaciéon. Dentro de este grupo se encuentran aquellas

basadas en subunidades virales puras como también aquellas desarrolladas con
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vectores bacterianos y viricos. (135) Poseen la ventaja de no contener virus activo y
por lo tanto se evitan los efectos indeseados de las otras vacunas. Asi también
pueden ser utilizadas como marcadores de infeccion natural y/o vacunacion.
Constituyen una excelente alternativa para la erradicacion de la infeccidon. (68, 122,

136, 137)

1.5.11- El conejo como modelo experimental en el estudio del BHV-1

Como se expres6 en parrafos anteriores, en estudios experimentales sobre
BHV-1, la infeccién pudo ser demostrada en cabras, cerdos y ovinos. Dentro de los
denominados pequefios animales de experimentacién, no se ha demostrado
infeccién en embriones de pollo y en pequefios roedores (ratones, ratas, cobayos).
(28, 97, 100, 101)

El conejo, sin embargo, hasta el momento ha sido el mejor modelo
experimental para el estudio de diferentes lesiones producidas por la infeccion con
BHV (enfermedad respiratoria, abortos, conjuntivitis y meningoecefalitis). (34, 57, 87,
99, 100) Se ha utilizado para estudiar el fenomeno de latencia de BHV-1 (138, 139),
las caracteristicas de neuropatogenicidad de BHV-5 y para estudios comparativos de
neuropatogenicidad entre cepas de BHV-1y 5, entre otros. (140, 141, 142, 143, 144,
145, 146)

Osorio y col. (1982) utilizaron al conejo como modelo experimental para los
estudios sobre BHV-4. (147)

Posteriormente Naeem y col. realizaron inoculaciones experimentales por via
intravaginal con BHV-4 para comprobar la utilidad del conejo en estudios de

patogenicidad de diferentes cepas (148). En otras experiencias obtuvieron
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resultados positivos de infeccidn en fetos abortados posteriormente a la inoculaciéon
intrauterina de las madres, sin embargo los cambios histolégicos no pudieron ser
evaluados por el estado autolitico de los fetos (149)

El modelo conejo fue utilizado ademas para estudios de latencia vy
reactivacion con HSV-1. (150).

Algunos estudios, por ejemplo, en los que se pretendio dilucidar aspectos
patogénicos aun no del todo claro en la infeccién por BHV-1 y BHV-5, utilizaron
conejos inoculandolos por instilacion intranasal, otros utilizaron la via intratecal como
asi también la via intravaginal para el caso de estudios en BHV-1.2. (87).

Honda y col. en 1989 evaluaron la respuesta serologica de conejos ante la
infeccion intrataqueal e intravenosa con BHV-1 sin embargo no lograron reproducir
los signos clinicos (151)

Rock y Reed (1982) reprodujeron la infeccién con la cepa Cooper de BHV-1
inoculada por instilacién del saco conjuntival de conejos adultos y posteriormente
lograron la reactivacion viral por el tratamiento con corticoides hasta 15 meses P,
sugiriendo al conejo como modelo experimental para el estudio de la patogenia de la
infeccion. (144)

Recién en 1990 y con la aplicacion de un método de inoculaciéon por
trepanacion del seno paranasal, Brown y Field reprodujeron la infeccion y evaluaron
la respuesta inmune humoral y celular. Sefalan en su trabajo que primeramente
realizaron inoculaciones por instilacion intranasal pero los animales a través de
estornudos eliminaban rapidamente el indéculo o bien cerraban sus fosas nasales
(nostriles) de manera de impedir la entrada de la suspensién inoculada. Los autores

ensayaron posteriormente con previa inyeccion de anestesia intramuscular y
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obtuvieron similares resultados de eliminacién del in6culo por mecanismo reflejo de
la mucosa por lo que estandarizaron el sistema de inoculacion por inyeccién directa
(trepanacidén) en senos paranasales. Sin embargo los autores consideran en su
discusidén que esta ruta escapa a la via natural de infeccion y el virus no realiza su
etapa de replicacion primaria en la mucosa nasal. (152) Chowdhury y col. (1997)
utilizando este método de inoculacién confirmaron la neuroinvasividad del BHV-5
mientras que no detectaron lesiones con BHV-1 (87)

Para el caso de estudios con BHV-1.1 en el modelo conejo el aborto sélo se
menciona en la bibliografia como resultado de la infeccibn en conejas gestantes,
pero este hecho sélo es referido como un hallazgo complementario. Kelly y col.
(1977) iniciaron las primeras experiencias inoculando la cepa LA por via intravenosa,
intraconjuntival e intraperitoneal en conejas adultas. Los autores reprodujeron los
signos clinicos (conjuntivitis seguida de queratitis) y hallaron lesiones
histopatologicas compatibles con la infeccion viral. En una segunda experiencia
inocularon intraperitonealmente a gazapos recién nacidos que murieron como
resultado de la infeccidn sugiriendo con estos datos la aparente susceptibilidad de
los neonatos al virus. (153) Lupton y col. (1979) evaluaron también este modelo
experimental reproduciendo la infecciébn en conejas adultas inoculadas por via
intradérmica y en el saco conjuntival. Asimismo observaron que conejas gestantes
inoculadas por via intramuscular, a las 40 h Pl manifiestaron abortos incompletos
(expulsion de fetos vivos) y completos (expulsion de fetos muertos) aunque no se
registraron lesiones en los tejidos fetales. (100)

Similares experiencias realizaron otros autores con otros Herpesvirus también

abortigénicos utilizando por ejemplo al raton Balb/C. Asi es que varios trabajos
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realizados sobre EHV-1 usando hembras prefadas en diferentes periodos de
gestaciéon e inoculadas por la via natural de infeccion (intranasal) demostraron ser
muy utiles para evaluar la patogenicidad, la virulencia y el endoteliotropismo de
diferentes cepas. (154, 155, 156, 157, 158)

Debido a que existen pocos datos sobre cual seria la respuesta en el conejo
durante distintas etapas de la gestacion, ante una infecciéon experimental con BHV-

1.1 se plante6 este trabajo de tesis.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 HIPOTESIS DE TRABAJO
La infeccion experimental con BHV-1.1 en conejas gestantes desencadenara
manifestaciones clinicas y respuesta inmune humoral, como resultado de la

infeccion.

2.2 OBJETIVO GENERAL.

Estudiar, con un enfoque multidisciplinario, las diferentes respuestas en
conejas gestantes, ante la infeccion experimental con BHV-1.1 en distintos periodos
de la gestacion, para ser utilizado como modelo experimental en estudios

comparativos con el bovino.

2.3 Objetivos parciales.
Los objetivos particulares del trabajo experimental son:
2.3.1. Evaluar las manifestaciones clinicas y las lesiones en conejas
gestantes.
2.3.2. Evaluar la respuesta inmune humoral.

2.3.3. Confirmar al BHV-1. 1 como agente etiolégico de las manifestaciones

clinicas y lesiones observadas.



3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 Animales de experimentacion:

Se emplearon conejas de raza neozelandesa, de 5-6 meses de edad,
provenientes de un criadero de la zona suburbana de la ciudad de La Plata. Los
animales fueron tratados de acuerdo a la “Guia para el cuidado y uso de animales
de laboratorio” (Nacional Research Council, Nacional Academy Press, Washington
DC, USA 1996) y se alojaron en un bioterio para animales convencionales.

Se conformaron tres Bloques de estudio de n =8 cada uno. (159, 160)
Bloques:

1: Conejas inoculadas a ~ 10 a 15 dias previos al servicio.

2: Conejas inoculadas a ~ 15 dias (2do tercio) de prefiez.

3: Conejas inoculadas a ~ 22 dias (3er tercio) de prefiez.

Cada Bloque estuvo compuesto por tres grupos:

Grupos

a- gestantes inoculadas (n= 4).

b- gestantes no inoculadas (control negativo de infeccion) (n=2).

c- no gestante inoculada (control positivo de infeccion) (n=2).

Disefio experimental general: inoculacion con BHV-1.

Bloque 1: conejas inoculadas a ~ 10 a 15 dias previo al servicio.

Grupo Animales
a (gestantes inoculadas): al- a2- a3- a4
b (gestante no inoculada): b1- b2

¢ (no gestantes inoculadas): c1-c2
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Bloque 2: conejas inoculadas a ~ 15 dias (2do tercio) de prenez.

Grupo Animales
a (gestantes inoculadas): al-a2-a3-a4
b (gestante no inoculada): b1-b2
¢ (no gestantes inoculadas): c1-c2

Bloque 3: conejas inoculadas a ~ 22 dias (3er tercio) de prefiez

Grupo: Animales
a (gestantes inoculadas): al- a2- a3- a4
b (gestante no inoculada): b1-b2
¢ (no gestantes inoculadas): c1-c2

3.2 Virus y células.

Se utilizé la cepa Los Angeles (LA) de BHV 1.1 obtenida del Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria de Castelar (INTA), mantenida mediante pasajes en
celulas MDBK.

Para el crecimiento de las células se utilizé Medio Minimo Esencial (MEM,
Gibco Cat. 41500-018) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) irradiado
(Gen S.A. Cat. A15-346), glutamina (0.03 g/ml) antibiéticos (penicilina 20000 Ul/ml y
estreptomicina 10 mg/ml) y antimicéticos (Nistatina Sigma C.N4014-50MG, 50

ug/ml). Se cultivaron a 37°C en una atmésfera himeda con 5 % de COx.
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La cepa viral se inoculdé con una multiplicidad de infeccion de 0,1 y luego de
60 min de adsorcidn a 37°C las células fueron incubadas con MEM suplementado
con 2 % de SFB (MEM-M). Cuando se obtuvo un pasaje con ECP del 80% entre las
primeras 24 h PI, los sobrenadantes fueron levantados y centrifugados a 3000 xg
durante 15 min. para descartar los restos celulares, se fraccionaron y se conservaron
a -70°C para su titulacion.

Cinco muestras representativas de este pasaje viral fueron tituladas por el
Método de Reed y Muench utilizando diluciones en base 10 de la suspension viral.
La lectura final de los resultados se realizé a los 72 h Pl, se determind la dosis

infectante cultivo de tejido 50% por cada 50 pl (DICT 50%/50 pl). (161)

3.3 Infecciéon experimental
3.3.1 Método por trepanacion (T) de seno paranasal. (Método de Brown)
(Figura V)
Bloque 1 (T-1): inoculacién ~ 12 dias antes del servicio
e dos animales del Grupo a (T-1-a1 y a2), uno del Grupo b (T-1-b1) y uno del
Grupo ¢ (T-1-c1)
Blogue 2 (T-2): inoculacién ~ 12 dias posteriores al servicio
e dos animales del Grupo a (T-2-a1 y a2), uno del Grupo b (T-2-b1) y uno del
Grupo ¢ (T-2-c1)
Se inocularon 500 pl de suspension viral de titulo 10%° DICT50%/504l,
directamente en el seno paranasal, por trepanacion, de acuerdo al método descripto
en la bibliografia (152). Una alicuota del material infeccioso fue titulado

posteriormente a la inoculacién para corroborar el titulo viral.
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Para los animales control negativo de infeccién (T-1-b1y T-2-b1) se utilizé
como inéculo idéntico volumen de sobrenadante de cultivo celular no infectado.
Bloque 3 (T-3): inoculacién ~ 22 dias posteriores al servicio.

No se llevo a cabo la experiencia al comprobarse la ausencia de resultados

en los Bloques anteriores. Se discute en la seccion correspondiente.

Figura IV: método de inoculacion por trepanacion del seno paranasal. Metodo de Brown (152)
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3.3.2 Método de inoculacién directa de narinas por instilacion nasal (IN).

(Figuras Vy VI)

Para los tres Bloques de estudio se modifico el método de inoculacién. Se
realizo en reemplazo del método anterior (3.3.1) por las razones que se discuten en
la seccion correspondiente.

Bloque 1 (IN-1): cuatro animales del Grupo a (IN-1-a1, a2, a3 y a4), dos del Grupo b
(IN-1-b1 y b2) y dos del Grupo ¢ (IN-1-c1 y c2)
Blogue 2 (IN-2): cuatro animales del Grupo a (IN-2-a1, a2, a3 y a4), dos del Grupo b
(IN-2-b1 y b2) y dos del Grupo c (IN-2-c1y c2)
Blogue 3 (IN-3): cuatro animales del Grupo a (IN-3-a1, a2, a3 y a4), dos del Grupo b
(IN-3-b1y b2) y dos del Grupo ¢ (IN-3-c1 y c2)

Se procedid a realizar la infeccién experimental previa anestesia local de las

narinas con Lidocaina al 10% aplicada por aspersién. Comprobada la insensibilidad

de la zona, se introdujo el indculo (250 pl de suspensién viral de 10%° DICT50 %/50

pl por cada narina) utilizando una pipeta descartable.

SO PRRTINIRAR 1%, on ot R L o'y - g, - Szensid

Figura V: procedimiento de anestesia de conejas con lidocaina al 10% por aspersion.



(b)

Figura VI: (a y b) procedimiento de inoculacién de conejas con pipeta descartable
(instilacion nasal de 250 pl de suspension viral de 10%° DICT50 %/50ul por cada narina).
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3.4 Observacion clinica.

Los animales inoculados fueron observados diariamente alas 9 hyalas 17 h
para constatar la aparicion de signos clinicos. Se lievaron registros diarios de
temperatura y de palpacion gestacional a los 10-12 dias post servicio. (Figura VII)

Los animales del grupo “b” (control negativo de infeccién) se alojaron en un

ambiente separado para evitar una posible infeccidon aerégena.

————. B J i

J&-wulhéglaléap

S § N

Figura VII: cajas de crianza y observacion durante el experimento.
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3.5 Muestreo de los animales
3.5.1 Muestras para serologia
Grupos a, by ¢ de Bloques T-1y 2 y Bloques IN-1,2y 3
Se tomaron muestras de sangre entera por puncién de la vena marginal de la
oreja para la obtencidon de suero, previamente a la infeccion experimental y

aproximadamente cada 10 dias durante un periodo de 90 dias Pl (dPI).

3.5.2 Muestras para aislamiento viral (AV)

Grupos a, by c de Bloques T-1y 2 y Bloques IN-1,2y 3

Sangre: por puncion de la vena marginal de la oreja a las 48 y 72 h Pl con
heparina (20Ul/ml), para detectar viremia.

Hisopados nasales: durante 7 dPl para el caso de los animales de los
Bloques T-1y 2 y a todos los animales con signos respiratorios hasta la desaparicion
de los mismos en el caso de los Bloque IN-1, 2 y 3. Los hisopos se trasportaron en
MEM-M inmediatamente.

Grupos a,byc de BloquesIN-1,2y 3

Fetos y natimortos: se necropsiaron, se tomaron muestras de pulmoén,
higado, rifidn y bazo que se procesaron de acuerdo a los métodos convencionales
para AV. En los casos posibles se tomaron muestras de placenta.

Conejas: Utero, pulmon, rifién y bazo en caso de muerte o necesidad de

necropsia de las conejas gestantes o pos parto.
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3.5.3 Muestras para reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las mismas muestras recogidas para AV fueron procesadas para PCR.

3.5.4 Muestras para estudios histopatologicos

Se tomaron idénticas muestras que las tomadas para AV de fetos, natimortos
y conejas. Se fijaron en formol neutro al 10% para ser procesadas de acuerdo a las
técnicas convencionales para tincién con hematoxilina y eosina (HE) y estudios

inmuhistoquimicos (IHQ). (162)

3.6 Estudios serolégicos
3.6.1 Técnica de virus neutralizacion (VN)

Se utilizdé el método virus fijo-suero variable. Se usaron diluciones en base
dos de cada uno de los sueros previamente descomplementados a 56°C durante 30
min. Las diluciones fueron enfrentadas a 100 particulas infectivas de la suspension
viral titulada y conservada a -70°C. Las mezclas suero-virus se incubaron durante 1h
a 37°C para favorecer la union antigeno (Ag)-Ac y se inocularon sobre monocapas
preformadas de células MDBK crecidas en microplacas (Greiner Bio-One cat.
655180). Luego de una hora de adsorcion a 37°C se completaron los pocillos con
MEM-M y se incubaron en idénticas condiciones bajo atmésfera controlada de CO,
hasta 72 h Pl en que se realizé la lectura final. Se consider6 como titulo
neutralizante a la mayor dilucion del suero que protegié a las células del efecto viral.

(161)
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3.6.2 Técnica de ELISA.

Se utilizd un ELISA indirecto previamente estandarizado Se emple6é un
antigeno (Ag) soluble producido con células MDBK infectadas con la cepa LA de
BHV-1. La solucion de Bloqueo consistié en solucién tamponada de fosfatos 0.141
M (PBS) con 0,05% de Tween 20 vy la diluciéon de uso de los sueros problemas se
estandariz6 a partir de la dilucidn inicial de 1/50 y en diluciones sucesivas en base 2.
Como Ac secundario se utilizé suero de cabra anticonejo conjugado con peroxidasa
(Sigma-Aldrich Cat n°® A-9169). El sustrato consintié en acido citrico 0,1M, fosfato
disddico 0,2M, 0,3 mg/ml de azinodietilbenzotiazol-sulfonato (ABTS, Sigma-Aldrich) y
H,0, al 0,01%. Los valores de densidad 6ptica (DO) fueron leidos utilizando un filtro
de 405 nm en un espectrofotdmetro para microplacas (Titertek Multiskan Flow
Laboratory, Reino Unido). Se consideraron positivos aquellos valores de la DO

superiores a 2 valores promedios de DO de los sueros negativos. (163)

3.7 Aislamiento viral.
Las muestras se procesaron inmediatamente de tomadas de acuerdo a los
meétodos convencionales para aislamiento viral. (164)
e Los hisopados se centrifugaron a 8000 xg por 20 minutos y se conservaron
los sobrenadantes a -70°C hasta su utilizacion.
e La sangre entera recolectada con heparina fue centrifugada a 1000 xg
durante 15 min. El paquete celular se mezcld con solucién de lisis de glébulos
rojos (0,85 % de NH4Cl en 0,017M de buffer Tris pH 7,4) durante 5 min. y

posteriormente centrifugada. Se conservé el paquete celular que luego fue
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resuspendido con el sobrenadante recogido en la primera centrifugacion. Este
plasma rico en leucocitos se usé inmediatamente para AV.

e Las muestras de tejidos fueron lavadas en PBS y maceradas al 10% en MEM-
M. Se realizé una primera centrifugacién a 3000 xg por 10 min. para eliminar
restos de tejidos groseros y una segunda centrifugacion a 8000 xg durante 20
min. El sobrenadante obtenido fue conservado a -70 °C y posteriormente

utilizado como in6culo.

Todas las muestras procesadas se inocularon diluidas en base 10 desde 10
a 10 sobre células crecidas en microplacas de 6 pocillos (Greiner Bio-One cat.
657160). Se dejaron en adsorcion por 2 horas a 37°C y se incubaron en estufa con
5% de CO, con MEM-M. Se realizaron tres pasajes ciegos antes de dar por negativa

la muestra.

3.8 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Las muestras de sangre entera y de tejidos fueron procesadas para
extraccion de acido nucleico viral utilizando un equipo comercial (Promega Cat
A1120).

Se realizé la técnica de PCR mediante la metodologia descripta por Alegre y
col. (2006) (165) Se utiliz6 un par de cebadores que amplifican una region de 183 pb

correspondiente al gen que codifica para TK:

TK1: 5’AGACCCCAGTTGTGAATGC-3°

TK2: ACACGTCCAGCACGAACACC-3
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La mezcla para la reaccion se prepard con: 1 pl (100 ng) de cada uno de los
cebadores, 5 pl de buffer de PCR 10X, 1,5 pyl de Cl,Mg 50 mM, 0,5 pyl de Taq
polimerasa (Fermentas Cat EP 0402), 2 yl de mezcla de dNTP (Promega Cat C
114F), 29 pyl de agua destilada y 5 yl de ADN molde. El ciclado se realizdé en un
Ciclador Eppendorf (Mastercycler Gradient Eppendorf AG, Alemania) y consistié en
un precalentamiento de 5 minutos a 99°C seguido de 1 min. a 95°C y 35 ciclos de
95°C 1min., 61,4°C 1 min. y 72°C 1 min., con una extension final de 5 min. a 72°C.

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1,8% en buffer TBE (50 mM Tris pH 8, 50 mM acido bérico y 1 mM de
EDTA) durante 30 min. a 100 V. Los geles fueron visualizados con luz UV
posteriormente a la tincibn con bromuro de etidio. El tamafio de los fragmentos
amplificados fue comparado con un marcador de peso molecular (100 pb ladder,

Promega Cat G2101).

3.9 Estudios histopatolégicos

Las muestras fijadas en formol fueron preparadas usando técnicas estandar
para estudios histoldgicos. Las secciones de 6rganos incluidas en parafina fueron
tenidas con H-E. Algunas muestras fueron procesadas para IHQ utilizando un
anticuerpo monoclonal cedido por el Centro de Virologia Animal Buenos Aires
(CEVAN). Para el revelado de la reaccion se utilizd un reactivo comercial

(DakoCytomation LSAB 2 Systems, DakoCytomation, Carpinteria, CA 93013 USA).
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3.10 Analisis de los datos.

Los resultados de ELISA vy los aislamientos virales se analizaron por analisis
de varianza (Anova) vy por el test de diferencia minima significativa DMS en el caso
de p< 0.05. Se utilizé la prueba Q de Cochran para el analisis de los signos clinicos
producto de la inoculacién experimental. El paquete estadistico utilizado fue Epi Info

2000. (WWW.cdc.gov/epiinfo. actualizacion 27/06/2007).



http://WWW.cdc.qov/epiinfo

4. RESULTADOS
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4.1 Infecciéon experimental.
4.1.1 Método por trepanacion (T) de seno paranasal. (Método de Brown)

El procedimiento se realiz6 de acuerdo a lo previsto y con éxito en todos los
casos. El titulo viral de la suspensién utilizada como inéculo coincidié con la DICT50

%/50 ul determinada previamente.

4.1.2 Observacion clinica

Ninguno de los animales inoculados de los dos Bloques en estudio: gestantes
(T-1-a1 y a2 y T-2-a1 y a2) y no gestantes (T-1-c1 y T-2-c1), presentd signos
clinicos.

La temperatura en todos los casos, registrada en los 7 dias posteriores a la
infeccion varié dentro de los parametros normales (38,6 - 40°C).

Uno de los animales del Bloque T-1 (T-1-a1) fue negativo a la palpacion
gestacional a los 10-12 dias post servicio (dps).

La hembra registrada T-1-a2 y las dos conejas gestantes del Bloque T-2 (T-2-
al y T-2-a2) resultaron positivas a la palpaciéon gestacional llegando a término al
parto y sin particularidades, obteniéndose 7, 8 y 5 gazapos vivos respectivamente
que se desarrollaron normalmente.

Los animales T-1-b1 y T-2-b1 (controles negativos de infeccidon) no
presentaron signos clinicos y llegaron al parto a término obteniéndose 6 y 4 gazapos

vivos respectivamente.
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4.1.3 Analisis serolégico por VN y ELISA

Las muestras de los animales de los Bloques T-1 y T-2 analizadas por la
técnica de VN en algunos casos resultaron dudosas y con visible efecto toxico hasta
la dilucion 1/64. La técnica de ELISA utilizada en 2do término para el analisis de los
sueros permitié detectar Ac contra el BHV-1 con mayor claridad.

Los resultados obtenidos por ELISA a partir de suero de los animales
inoculados se detallan en las Tablas 1y 2.
Los sueros de los animales T-1-b1 y T-2-b1 resultaron también téxicos para VN vy

negativos por ELISA.

Animal | Inocu- | Servicio 10dps | 20dps 30dps 40dps 50dps 60dps 70dps 80dps
lacion (~20dPl) | (~30dPl) | (~40dPl1) | (~50dPl) | (~60dPl) | (~70dPl) | (~80dPl) | (~90dPI)
T-1-at* O] 1/100 1/1600 1/3200 ND 1/1600 1/400 1/100 1/100 -)
T-1-a2* ) 1/200 1/3200 1/6400 ND 1/1600 1/800 1/100 1/100 O]
T-1-c1 ) 1/100 1/3200 1/6400 1/6400 1/3200 1/800 1/200 ) Q)

Tabla 1: resultados obtenidos por ELISA a partir de los sueros correspondientes a los animales del
Bloque T-1 inoculados por el método de trepanacién de senos paranasales *T-1-a1 y T-1-a2 fueron
inoculadas a 12 y 11 dias pre servicio respectivamente; T-1-c1: hembra no gestante control positivo
de infeccion; dps: dias post servicio; dPI: dias post infeccién; ND: no determinado (fecha probable de
parto)
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Animal Inocu- 20dps 30dps 40dps 50dps 60dps 70dps 80dps 90dps | 100 dps
lacién | (~10dPl) | (~20dPl) | (~30dPl) | (~40dPl) | (~50dPl) | (~60dPl) | (~70dPl) | (~80dPl) | (~90dPI)
T-2-a1* ) 1/800 ND 1/12800 | 1/12800 1/1600 1/400 1/200 1/100 -)
T-2-a2* ) 1/400 ND 1/6400 1/3200 1/3200 1/200 1/100 ) )
T-2-¢1 -) 1/1600 1/6400 | 1/12800 | 1/3200 1/800 1/800 1/100 () )

Tabla 2: resultados obtenidos por ELISA de los sueros correspondientes a los animales del Bloque T-
2 inoculados por el método de trepanacién de senos paranasales *T-2-a1 y T-2-a2 fueron inoculadas
a 13 y 12 dias pos servicio (dps) respectivamente; T-2-c1. hembra no gestante control positivo de
infeccién; dPl: dias post infeccion; ND: no determinado (fecha probable de parto)

4.1.4 Aislamiento viral y PCR

Los hisopados nasales tomados en los primeros 7 dPl y la sangre con

anticoagulante tomada a las 48 y 72 h PI resultaron negativas en ambas técnicas.

4.2 Infeccion experimental.

4.2.1 Método de inoculacion directa de narinas por instilacion nasal (IN).

Se inocularon los tres Blogues de animales de acuerdo al disefio previsto. El

procedimiento se

respiratoria.

4.2.2 Observacion clinica

realizé exitosamente

lograndose

reproducir la

infeccion

A través de los registros diarios se observé que ningun animal presento

temperaturas superiores a los 40°C. En todos los casos la temperatura varié dentro

de los parametros normales (38,6 - 40°C).



El examen clinico revel6 rinitis y descarga nasal en un comienzo serosa (1-2
dPl) para luego tornarse seromucosa durante periodos variables que fluctuaron
entre los 5 y 7 dPI en los diferentes animales. En todos los casos se observaron
rales respiratorios que persistieron desde el 2do hasta los 8 dPI. (Figura VIIl) (Tablas
3,4y5)

Los animales gestantes inoculados del Bloque IN-1 (IN-1-a1, a2, a3 y a4)
fueron negativos a la palpacién gestacional a los 10 dps. Se mantuvieron en
observacion por 25 dias mas sin que se hubiera producido el parto en ninguno de
ellos.

Los animales del Blogue IN-2 denominados IN-2-a2 y IN-2-a3 murieron en el
parto y 4 dias previos al parto respectivamente. Un animal del Blogue IN-3 (IN-3-a2)
murid a los 4 dPl mostrando signos de neumonia aguda. A los gazapos de los
Bloques IN-2 e IN-3 que nacieron y sobrevivieron se les evalud el titulo de Ac por la
técnica de ELISA al mes del nacimiento.

Los resultados hallados individualmente se detallan en la (Tabla 6).

Los seis animales controles negativos de infecciébn de los tres Grupos
denominados b de los tres Bloques (IN-1-b1 y b2, IN-2-b 1 y b2, IN-3- b1 y b2) no
presentaron signos clinicos y llegaron al parto a término obteniéndose 5, 6, 9, 5,4y
5 gazapos respectivamente.

Los seis animales controles no gestantes positivos de infeccion (Grupos c) de
los tres Bloques (IN-1-c1 y c2, IN-2-c1 y c2 e IN-3-c1 yc2) mostraron signos

respiratorios y se recuperaron de la infeccién.



(a)

(b)

Figura VIII: (a y b) Animales con sintomas de rinitis y descarga nasal posinfeccion.
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Animal Inoculacién Signos clinicos | Aislamiento
(dprs) (dPI) Viral

IN-1-a1 14 1-6 +dias1a6
IN-1-a2 15 2-5 +dias1a5
IN-1-a3 12 1-5 +dias1a5
IN-1-a4 11 1-5 +dias1ab
IN-1-c1 14 1-7 +dias2a6
IN-1-c2 12 2-7 +dias2a6

Tabla 3: resultados obtenidos en los animales del Bloque IN-1 inoculados 10-15 dprs.
IN-1-c1 y c-2: hembras no gestantes controles positivo de infeccidn; dprs: dias pre
servicio; dPI: dias post infeccion.

Animal Inoculacién | Signos clinicos Aislamiento
(dps) (dP1) Viral
IN-2-a1 14 2-7 +dias2a7
IN-2-a2 13 1-6 +dias1ab
IN-2-a3 15 2-6 +dias1a6
IN-2-a4 15 2-4 + dias1 a 4
IN-2-c1 13 1-6 +dias2ab
IN-2-c2 15 1-5 +dias2ab

Tabla 4: resultados obtenidos en los animales del Bloque IN-2 inoculados 15 dps.
IN-2-c1 y ¢c-2: hembras no gestantes controles positivo de infeccion; dps: dias post
servicio; dPl: dias post infeccion.



Animal Inoculacion Signos clinicos | Aislamiento
(dps) (dP1) Viral
IN-3-a1 22 2-6 +dia2ab
IN-3-a2 21 1-4 +diata4
IN-3-a3 24 1-6 +dial1ab
IN-3-a4 22 2-5 +diat1ab
IN-3-c1 21 1-6 +dia2ab
IN-3-c2 24 2-6 +dia2ab

Tabla 5: resultados obtenidos en los animales del Bloque IN-3 inoculados 22 dps
IN-3-c1 y ¢c-2: hembras no gestantes controles positivo de infeccion; dps: dias post
servicio; dPI: dias post infeccion
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Figura IX: cinco natimortos y un gazapo nacidos muertos ( < a término.

Figura X: necropsia de un gazapo natimorto.
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Figura XI: fetos muertos, recuperados por necropsia de la coneja madre.

4.2.3 Analisis serolégico por ELISA

Las muestras recogidas en esta segunda experiencia fueron analizadas todas
por ELISA. Los resultados obtenidos se detallan en las Tablas 7, 8 y 9. Se
encontraron diferencias significativas entre los grupos, (p = 0,02). Las curvas de Ac

que ejemplifican los resultados se muestran en las Figuras XlI, Xl y XIV.
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Figura XlI: curva de anticuerpos obtenidos por ELISA correspondiente a los animales del
Blogue IN-1 (inoculacién previa al servicio). Los datos correspondientes a 30-45 dPI fueron
arreglados para la muestras ND tomando un promedio entre los valores anteriores vy
posteriores para suavizar la curva, de manera de no mostrar un dato falseado. Los titulos
fueron transformados en Log. base 10
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Figura XIlI: curva de anticuerpos obtenidos por ELISA correspondiente a los animales del
Blogue IN-2 (inoculacién en el 2° tercio de prefiez). Los titulos fueron transformados en Log.
base 10.
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Figura XIV: curva de anticuerpos obtenidos por ELISA correspondiente a los animales del
Blogue IN-3 (inoculacion en el 3° tercio de prefiez). Los titulos fueron transformados en Log.
base 10.

4.2.4 Aislamiento viral

Hisopados nasales: los hisopados nasales tomados de los animales

inoculados de los tres Bloques de estudio resultaron positivos por AV y fueron
titulados para determinar la curva de excreciéon viral. Los mayores niveles de
excrecion se observaron al 2do y 3er dPI (Tabla 10, 11 y 12). En la Figura XV, XVI
y XVII se observan las curvas de excrecion viral obtenidas. Existe diferencia
significativa (ps 0,5) entre los valores obtenidos en diferentes dias del mismo
animal. No se encontraron diferencias significativas (p=0,92) entre los tres
Blogues.

El AV fue confirmado por la técnica IHQ realizada en una monocapa

celular infectada con cada uno de los virus aislados. (Figura XVIll a y b).
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Las muestras de los animales controles negativos de los tres Bloques
fueron negativas para AV.

Sangre entera: las muestras tomadas de los tres Bloques de estudio

resultaron negativas.

Organos de fetos, natimortos y/o neonatos: Ninguna de las muestras

analizadas de los Bloques IN-2 y IN-3 fue positiva al AV.
Placentas: las muestras tomadas de los animales denominados IN-2-a2 y

3 y IN-3-a2 resultaron negativas al AV.

Bloque IN-1
Animal Dias post infeccion

0 1 2 3 4 5 6 .,
IN-1-a1 0 10" 10% 103 102 10" 10" 0
IN-1-a2 0 10" 102° 102% 10 ' 10 ' o0 .
IN-1-a3 0 10 25 10 3 1027 10 ' 10 M 0 0
IN-1-a4 0 10" 103 102%° 10 10 ™ 0 .
IN-1-c1 0 0 102 102 10" 10" 0 0
IN-1-c2 0 0 10 102" 101 10 Q .

Tabla 10: titulos virales obtenidos de los hisopos tomados de los animales inoculados del Bloque
IN-1. p=0.5 entre dPI por cada animal.
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Bloque IN-2
Animal Dias post infeccion

0 1 2 3 4 5 6 7
IN-2-a1 0 0 102" 103 10" 10™ 10" 10"
IN-2-a2 0o 10* 102 102%* 10" 10" 0 0
IN-2-a3 o 10™ 103% 102 10" 10" 10" 0
IN-2-a4 o 10" 102 102 10" 10" 0 0
IN-2-c1 0 0 102 102 10™ 10" 0 0
IN-2-c2 0 0 102" 10" 10™ 10" 0 0

Tabla 11: titulos virales obtenidos de los hisopos tomados de los animales inoculados del Bloque
IN-2. p<0.5 entre dias dP!I por cada animal.

Bloque IN-3
Animal Dias post infecciéon

0 1 2 3 4 5 6 7
IN-3-a1 0 o 103% 102 10™ 10" 0 0
IN-3-a2 0 10%* 103* 102" 10 ' ND ND ND
IN-3-a3 o 10" 102 102 10" 10" 0 0
IN-3-a4 o 10 ™ 103* 102 10" 10" 0 0
IN-3-c1 0 o 102> 102 10" 10" 0 0
IN-3-c2 0 o 10" 102 10™ 10" 10" 0

Tabla 12: titulos virales obtenidos de los hisopos tomados de los animales inoculados del Bloque
IN-3. p<0.5 entre dPI por cada animal, ND: no determinada por muerte del animal.



Dias pos inoculacion

Figura XV: representacion grafica de la excrecion viral correspondiente al Blogue IN-1

2,43

Dias pos inoculacion

Figura XVI: representacion gréafica de la excrecion viral correspondiente al Bloque IN-2
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Dias pos inoculacion

Figura XVII: representacion grafica de la excrecion viral correspondiente al Bloque IN-3

Figura XVIII: técnica de IHQ. Monocapa de células MDBK infectadas con virus recuperado a
partir de los hisopados nasales. Se observa ECP. (Obj.20X).
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Figura XVIIl: técnica de IHQ. Monocapa de células MDBK infectadas con virus recuperado a partir
de los hisopados nasales. Se observa el detalle del ECP con Obj. 40 X.

425 PCR

Sangre entera: las muestras tomadas de los tres Bloques de estudio

resultaron negativas.

Organos de fetos, natimortos y/o neonatos: las muestras de higado de

los animales de IN-2- y IN-3 resultaron negativas.
Placentas: tres de las 8 muestras tomadas del animal IN-2-a2
resultaron positivas. Las 2 muestras de las placentas de la coneja IN-2-a3 y las 4

muestras de la coneja IN-3-a2 resultaron positivas. (Figura XIX)
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Figura XIX: técnica de PCR para la deteccion de ADN viral a partir de muestras de
placentas. 1: Marcador de PM (Promega 100bp DNA ladder); 2,3 y 4. muestras de IN-2 -
az; 5y 6: muestras de IN-2-a3; 7, 8, 9 y 10: muestras de IN-3-a2; 11: control negativo
(agua destilada); 12: control positivo (ADN viral).

4.2.6 Estudios histopatolégicos

Se analizaron las muestras de un gazapo muerto en las primeras 24 h de
vida (muerte perinatal) y de dos natimortos de la coneja IN-2-a1. En el primer
caso se observaron zonas de atelectasia en pulmones y extensas areas de
hemorragia en higado. Los rifiones no presentaron lesiones. En los natimortos se
encontraron cambios producidos por autdlisis en pulmon, higado y rifdn. La IHQ
resultdé negativa para todas las muestras.

Respecto a la coneja IN-2-a2 muerta en el parto, la traquea no presentaba
lesiones; se observaron areas de congestidon, edema, hemorragia y areas de
enfisema y atelectasia en pulmén como asi también focos con bacterias y

abundante infiltrado de neutréfilos (abscesos). No se observaron Cl. Las lesiones
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fueron compatibles con bronconeumonia supurativa. (Figura XX, a y b) El higado
mostré grandes areas de hepatocitos con cambios grasos y células con necrosis
coagulativa, con conservacion de la integridad de los hepatocitos de la zona
periportal. Se observd la presencia predominante de macrofagos y linfocitos y
marcada dilatacion sinusoidal, edema periportal y células con pigmento biliar.
(Figura XXI) Los rifiones presentaban zonas con hemorragia glomerular e
intertubular, hialinizacién glomerular, material proteinaceo en el espacio de la
capsula de Bowman y presencia de bacteria en los glomérulos. (Figura XXII) En
utero no se observaron lesiones. La IHQ resultdé negativa en pulmon, higado,
rifon y utero. Los tres natimortos presentaron severos cambios autoliticos que no

permitieron evaluar la presencia de lesiones.

Figura XXa: pulmoén, con neumonia supurativa. Se destacan focos de infiltracion de
neutréfilos y colonias bacterianas centrales. H-E (Obj. 10X)
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Figura XX b: pulmén, con neumonia supurativa. Detalle de la imagen anterior. H-E
(Obj.20X)

Figura XXI: higado con abundante infiltrado mononuclear en los espacios porta. H-E (Obj.20X)
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Figura XXII: rindn con trombosis glomerular, cambios degenerativos y bacterias en la luz
de los tubulos H-E (Obj. 40X).

El animal IN-2-a3 (muerto 4 dias antes del parto) no presento lesiones en
traquea. En pulmoén se observaron zonas colapsadas, otras con marcada
respuesta intersticial y focos diseminados con abundante cantidad de macréfagos

y neutrofilos. (Figura XXIII)
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Figura XXIII: pulmon. Se observa trombosis vascular, hiperemia y hemorragia, y células
inflamatorias en el intersticio alveolar. H-E (Obj. 20X) ).

El higado presento retraccion y necrosis de células individuales y escasas
células inflamatorias (mononucleares y ocasionales eosinofilos) en espacio porta.
Se observaron células acidéfilas y otras necréticas. Los rifiones y el utero no
presentaron particularidades. Los dos fetos de este animal como asi también los
dos neonatos hipoquinéticos de la coneja IN-2-a4 y el natimorto de la coneja IN-3-
a1l solo presentaban cambios grasos en higado no observandose ninguna
particularidad en el resto de los 6rganos.

En las muestras de puimén tomadas del animal IN-3-a2 muerto a los 4 dP!I

(6 o 7 dias antes del parto) se observaron areas de enfisema y focos neumodnicos
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con macrofagos, neutrofilos y eosindfilos. Las muestras de cornete nasal
presentaron Cl tipicos (Figura XXIV) y la IHQ resulto positiva, confirmando la
presencia de Ag virales especificos (Figura XXV). El higado present6é regular
cantidad de células inflamatorias en el espacio porta. Los rinones se presentaron
con areas focales de hiperemia, focos de hemorragia glomerular e intersticial
cortical y cortico-medular y acumulos inflamatorios mononucleares (nefritis
intersticial no supurativa). En utero se observaron algunas glandulas
endometriales dilatadas y quisticas con moderada infiltracion de células
mononucleares en lamina propia del endometrio superficial y marcada hiperemia.

(Figura XXVI).
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Figura XXIV: a H-E (Obj.40X) cornete nasal. Se observan cuerpos de inclusion viral
intranucleares, redondos e intensamente basofilicos. En la imagen b (Obj. 100X) se observa
marginacion de la cromatina nuclear como resultado del cuerpo de inclusién.

Figura XXV: IHQ de cortes de pulmdn. Se observa inmunomarcacion positiva en las células de la
mucosa del bronquiolo, indicando la presencia de antigeno viral. Técnica de inmunoperoxidasa
(Obj. 40X).
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Figura XXVI: H-E (Obj. 20X) corte de Utero con hiperplasia endometrial, incremento de la
extension y profundidad glandular.

Los cuatro nonatos muertos estudiados del animal IN-3-a2 asi como el
neonato hipoquinético IN-3-a4 solo presentaron cambios grasos en higado.

En todas las placentas analizadas (IN-2-a2 y a3 y IN-3 a2) se
observaron focos de mineralizacion de arterias y focos de necrosis. También se
presentaron zonas de autodlisis y zonas hiperémicas. La técnica de IHQ resulto

negativa en todos los casos. (Figura XXVII)



Figura XXVII: (Obj. 20X). IHQ negativa de la placenta del animal IN-2-a2.
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Desde hace mucho tiempo por razones practicas, éticas y humanas se
han desarrollado modelos de animales para su aplicacién en investigaciones
biomédicas. Los modelos animales se definen como “organismos vivientes con
una inherente adquisicion natural a procesos patolégicos inducidos o espontaneos
que de una u otra manera semejan el mismo fenémeno ocurrido en el huésped
natural”. (166)

Los animales de laboratorio son modelos muy convenientes y
herramientas utiles para utilizar en el estudio de muchas enfermedades de origen
viral. En el caso de medicina veterinaria y sobre todo cuando se trata de grandes
animales el uso del huésped natural para estudiar aspectos patogénicos e
inmunolégicos de una infeccion, muchas veces se torna dificultoso por el manejo
laborioso de estos animales como también por el costo que ello implicaria.

Debido a estas circunstancias, se plante6 como principal objetivo de este
trabajo demostrar que el conejo es un modelo valido para estudiar la infeccién por
BHV-1.1, tanto en su manifestacion respiratoria como abortigénica, hecho no bien
documentado a la fecha.

Se describe la infeccion experimental con BHV-1.1 en el conejo y la
reproducciéon de la infeccidn respiratoria y abortigénica que contina a la via
natural de infeccidon y que desencadena manifestaciones clinicas y respuesta
inmune humoral evaluables.

En la primera etapa de esta tesis se procedid a realizar la experiencia con
¢l método de Brown (introduccion del indculo por trepanaciéon del seno paranasal)

trabajando con los dos primeros Blogues de animales. No se evidenciaron signos
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clinicos ni se detecté la presencia de virus en las muestras tomadas. Los
animales llegaron al parto normalmente y solo se detectaron Ac. Al comprobarse
la ausencia de resultados en los Bloques 1y 2 no se trabajé con los animales del
Bloque 3 y debido a que este método por trepanacién no resulté eficaz para
nuestra experiencia se procedié a modificar el método de infeccion. Es por eso
que se utilizé un método de inoculacién directa que respeta la puerta de entrada
natural del virus con el objetivo de reproducir el mecanismo de infeccién natural.
Con la utilizaciéon de anestesia local que desensibilizé a la mucosa e impidi6 la
expulsion refleja del in6culo y con la ubicacién vertical del animal se logré
introducir la suspensién viral. EI método resulté exitoso ya que a las 24 h Pl se
confirmé la infeccion con la aparicién de los sintomas respiratorios a diferencia del
bovino en donde el periodo de incubacién puede llegar hasta 1 semana. (87, 146,
147)

La manifestacién clinica respiratoria fue similar a la producida en el bovino
y se produjo en todos las conejas inoculadas en los diferentes periodos de
gestacion.

Los registros de temperatura realizados no sufrieron variaciones. Este
hecho puede deberse a que segun datos aportados por otros autores (100) la
respuesta febril es de menos de 24 h de duracién a partir de iniciados los
sintomas y no se produce en todos los casos. Por otro lado y segun cita la “Guia

de cuidado y uso de animales de laboratorio” (Nacional Research Council,
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Nacional Academy Press, Washington DC, USA 1996) para ser posible la
evaluacion de pequefas variaciones en la temperatura de los animales, deberian
estar en ambientes con temperatura y atmésfera controlada, condiciones que en
esta experiencia no fueron utilizadas.

La reproduccién clinica de la infeccion, el AV a partir de las muestras de
hisopados nasales y las curvas ascendentes de excrecidon viral registradas
demostraron una activa multiplicacion y eliminacion del virus. La presencia de Cl
en cornetes nasales y la reaccion de IHQ positiva en los animales muertos
reconfirmaron y revalidaron el método utilizado y el establecimiento de la
infeccion.

En ninguno de los casos se observaron signos nerviosos, hallazgos que
obtuvieron otros autores a pesar de haber inoculado BHV-1.1 (57, 142, 146) Esto
se debe precisamente a que en el caso de experiencias de reproduccion de
enfermedad neurolégica en conejos, la edad de los mismos es un factor
determinante y los animales no sobrepasaban los 30-45 dias de edad. En esta
experiencia todos los animales empleados fueron adultos.

Como resultado de la infeccién y la complicaciéon bacteriana secundaria se
sucedieron una serie de eventos de similares caracteristicas que las que cita
Tikoo (61) para el bovino, de manera que a partir de la sintomatologia clinica
observada a nivel de tracto respiratorio superior, en el modelo experimental, se
desencadend una severa neumonia que condujo a la muerte del animal. La

reaccion de IHQ confirma la deteccion de Ag virales y los hallazgos
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histopatologicos demuestran lesiones tipicas compatibles con infecciones
bacterianas concomitantes.

En relacién a la deteccion de virus en sangre (viremia) las experiencias de
Fuchs y col (114) en bovinos demuestran que el virus es transportado por los
leucocitos y puede ser aislado. Otros autores (64, 103), hacen referencia a que es
muy poca la cantidad de particulas virales que se unen o se transportan en los
leucocitos y no siempre el AV a partir de los mismos es posible. En esta
experiencia no fue positivo el AV ni la deteccién de ADN viral por PCR a partir de
las muestras de sangre extraidas. Esto concuerda con las afirmaciones de Tikoo
que hacen referencia al corto periodo de viremia para el bovino y a que la
recuperacion de virus a partir de leucocitos no siempre es exitosa. (61)

Probablemente en este modelo experimental y para determinar el
momento exacto de recuperacién viral y la duracion de la viremia como asi
también estudiar las variaciones de los diferentes tipos celulares involucrados en
la IMC, deberian tomarse las muestras en lapsos mas cortos en las primeras 24 h.
lo que en nuestro caso constituia un riesgo ya que podria haber llevado a los
animales a un aborto espontaneo o muerte por estrés traumatico con
modificaciones de los resultados. Consideramos que se deberia trabajar primero
con el modelo respiratorio en animales no gestantes y establecer de esa manera
los tiempos de toma de las muestras seriadas de sangre para evaluar los
parametros anteriormente mencionados.

El aborto por BHV-1 en este modelo experimental sélo se menciona en la

bibliografia como un hallazgo casual resultado de la infeccion por BHV-1.1 en
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conejas prefiadas pero en ningun caso se evallua como tal para validar el modelo
conejo en el estudio de la infeccidon abortigénica. Asi Lupton en 1980 cita al aborto
por BHV-1 como un hecho producido en algunas conejas inoculadas por via
intravenosa, sin embargo no se detallan registros de signos clinicos previos al
mismo. (100)

Si analizamos el primer Bloque de animales (inoculados 10-15 dias
anteriores al servicio), la manifestacion clinica respiratoria fue evidente y la
respuesta serologica determinada por ELISA permite confirmar la infeccion. Este
Bloque de estudio fue utilizado en reemplazo del Bloque que deberia haber sido
infectado en los primeros 10 dias del servicio. Este reemplazo se realiz
principalmente para evitar molestar a los animales recién servidos que ante el
estrés por el manejo pudieran abortar espontaneamente produciendo resultados
confusos.

Observamos que en todos los animales de este Bloque no hubo palpacion
gestacional positiva ni parto posterior. Podria suponerse que la accién del virus
impidié la concepcion y el establecimiento de la prefiez. Este hecho se ha
observado en el bovino al registrarse bajos indices de prenez consecuente con
endometritis causada por el virus presente en semen utilizado en inseminacion
artificial. Esta seria una posible explicacion a la falla de prefiez en nuestro
modelo.

De acuerdo a algunos autores, la placenta hemocorial del conejo desde la
concepcion y hasta los 3-5 dias posteriores presenta estructuras especializadas

(“pliegues”) que cumplirian funcién en la nutricion del futuro embrién. Se puede
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inferir entonces que en un nuevo disefo seria factible la deteccién de estas
estructuras con estudios histoldégicos progresivos a partir del dia del servicio lo
que permitiria esclarecer entonces si hubo concepcion y anidacién. (167).

En el segundo Bloque de animales, aquellos inoculados aproximadamente
a los 15 dps es decir en el segundo tercio de la prefiez, las manifestaciones
clinicas fueron coincidentes con aquellas del primer Bloque. Dos de los animales
murieron con evidente signos de neumonia producida por complicaciones
bacterianas secundarias. Las muestras de fetos y neonatos tomadas de todos los
animales, aquellos que murieron y los que llegaron al parto normalmente, fueron
negativas a AV y PCR y tampoco se observaron lesiones tipicas ni Cl. Estos
datos coinciden con lo expresado por algunos autores para la infeccion natural en
el bovino en donde demuestran moderadas lesiones en feto aunque no detectan
Cl ni alteraciones microscopicas que confirmen la infeccibn por BHV-1.1 (168)
Igual que sucede en el bovino la muerte fetal habria sucedido entre las 24-48 h de
la infeccion y la demora en la expulsion de los fetos hace que una vez
recuperados los mismos estén presentes severos signos de autodlisis dificultando
el estudio histolégico, el AV y probablemente la deteccidon de ADN viral por PCR.
Esta bien documentada la relacién de los efectos toxicos y/o inhibitorios que las
muestras clinicas pueden ejercer sobre la PCR como asi también la pérdida de
infectividad de la particula viral, condicién indispensable para ser aislada en
cultivos celulares. Estos datos coinciden con los expuestos por Naeem y col. en
estudios experimentales con BHV-4 en conejo (148). Para evaiuar las lesiones en

feto y recuperar virus a partir de los mismos, se deberia modificar el disefio. Un
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nuevo diseno permitiria tomar muestras seriadas y establecer los cambios
producidos antes de que ocurran los fendmenos de autdlisis.

En las conejas del Bloque 3, los sintomas manifiestos coincidieron con los
de los Bloques anteriores y uno de los animales murié6 también con signos
evidentes de neumonia. Los fetos y natimortos analizados no presentaron
cambios histolégicos patognomonicos.

El aspecto mas importante a ser considerado al evaluar al conejo como
modelo experimental es la diferente estructura de la placenta en relacién con la
del bovino. Es por ello que resulta importante destacar el porqué se plantea la
hipotesis que este modelo experimental seria util para estudiar la infeccion
abortigénica por BHV-1.1. En el utero bovino prefiado se establece un estrecho
contacto entre la placenta epiteliocorial (Sindesmocorial) y el feto a través de
estructuras denominadas placentomas de manera que esta interdigitacion entre la
madre y el feto aumenta la superficie de contacto. La bibliografia cita que la ruta
del BHV-1 hacia el feto involucra la ruta sanguinea a través del cordén umbilical
ya que en el feto las lesiones primarias se suceden en el higado. (111) En el
conejo en cambio la placenta es de tipo hematocorial sin embargo también se
sucede el mismo fenédmeno produciéndose un estrecho contacto entre la madre y
el feto lo que para algunos autores, luego de la mitad de la gestacion estaria dado
porque solo el endotelio fetal separaria a ambos (hemoendotelial). (169)

Es por eso que consideramos que los resultados mas relevantes de este
estudio, lejos de ser los definitivos y de requerir otro tipo de disefio experimental,

lo constituyen los datos aportados por los estudios de las placentas de los
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Blogues 2 y 3. Se observaron focos necréticos alternados con zonas de hiperemia
y otras de autélisis. Esto es coincidente con los datos aportados por Gibbs para el
bovino quien cita que los cotiledones pueden presentar lesiones degenerativas
aungue no son patognomonicas. (25) Las lesiones histolégicas observadas en la
placenta bovina revelan ademas marcado edema perivascular y extensiva
necrosis coagulativa en el corioalantoides lo que conduce a una severa y gradual
cese de la circulaciéon placental llevando al desprendimiento de la misma y al
aborto subsecuente, sin observacion de lesiones tipicas virales en el feto. Por otro
lado hallazgos detallados por Smith (1997) revelan evidencias de AV en placenta
a pesar de ausencia de lesiones. (111)

En el caso de otros herpesvirus como el que produce el aborto equino
también se observan abortos sin poder aislarse el virus de las placentas las que a
veces no presentan lesiones, como asi también se detectan placentas infectadas
y fetos libres de virus. (111)

En nuestro caso el AV no fue positivo, sin embargo el dato mas
significativo de este estudio es la deteccion de ADN viral a partir de las muestras
de placentas lo que confirma el pasaje del virus a través de la misma.

En relacién a la respuesta inmune humoral, trabajos realizados por Honda
y col. (151) determinaron la respuesta de Ac en conejos inoculados por via
intratraqueal e intravenosa. Los resultados hallados por los autores indican un

pico de deteccion de Ac por neutralizaciéon y por ELISA entre las 3-4 semanas



88

posteriores a la primera inoculacién a pesar de no haberse registrados signos
clinicos y los Ac decrecen a partir de las 9 semanas Pl. Estos datos son
coincidentes con la infeccién en el huésped natural. En esta experiencia y en
concordancia con los autores, en todos los Bloques de estudio el mayor pico de
Ac se detectd a los 30-35 dPI, decreciendo posteriormente para llegar a valores
indetectables entre los 80 y 90 dPI que fue el punto final de la experiencia. Por
otro lado puede observarse la deteccion de Ac, aunque en muy bajos niveles, en
los gazapos que mamaron calostro. (151) No fue posible determinar la razén de la
toxicidad de los sueros para la linea celular utilizada en la técnica de VN.

En este trabajo no se evalu6 la IMC debido a que para poder obtener
resultados relevantes deberian haberse intensificados la toma de las muestras de
sangre en las primeras 24-48 h y modificar el disefio experimental planteado
originalmente. Estos datos consideramos que son de suma importancia
obtenerlos en un futuro trabajo por que permitiran esclarecer aspectos de la
implicancia de la IMC en las infecciones por herpesvirus y que aun permanecen
sin dilucidar.

La utilizacion de este modelo experimental permitira ademas la posibilidad
de continuar con los estudios de latencia y reactivacion de virus latente y sobre
todo evaluar la patogenicidad de diferentes cepas de BHV-1.1 y la respuesta

inmune a distintos inmunogenos.
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CONCLUSIONES

Se reprodujo la infeccidon experimental recuperandose virus del tracto
respiratorio superior de los animales con signos clinicos respiratorios,
confirmandose la misma por las lesiones histopatolégicas halladas y la
inmunomarcacion positiva

No se confirmé prefiez en los animales que se inocularon previo al
servicio.

El modelo permiti6 obtener datos valorables cuando se inocularon los
animales en el 2° y 3° tercio de gestacion.

El establecimiento de la infeccion produjo una respuesta seroldgica
evaluable similar a aquella analizada en el huésped natural.

Los resultados de esta experiencia indican la habilidad del BHV-1.1 de

establecer la infeccidon en conejas gestantes
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