Facultad de Ciencias Veterinarias
Universidad de Buenos Aires

Instituto de Virologia - CICVyA
INTA Castelar

“Estudio /n vitro e in vivo de una cepa
recombinante de Herpesvirus bovino 1
(BoHV-1AgEpgal)”

Trabajo de Tesis presentado para optar por el grado de

Doctor de la Universidad de Buenos Aires

Autora: Fiorella Kotsias

Directora: Dra. Sonia Alejandra Romera




A mis padres y mi hermana, quienes me cuidan en un lugar calido y de amor.
A mis amigos, quienes me ayudan a ver mas alla de todo esto.

A Francisco, quien me lleva lejos.



Agradecimientos

A la Dra. Alejandra Romera, directora de esta Tesis, por darme una oportunidad en un momento
en el que las estadisticas estaban en contra; por la confianza y el entusiasmo y la profunda
conviccion de que las cosas de alguna manera iban a salir bien. Por todo lo que aprendi muchas
gracias.

A la Dra. Gabriela Calamante, por ayudarme a terminar este trabajo con una gran dedicacién
desinteresada. Por su alegria, contencion y por su optimismo, especialmente los viernes.

Al Dr. Fernando Fernandez, director del Instituto de Virologia, por permitirme formar parte del
Instituto durante el tiempo en el que se desarroll6 esta Tesis.

Al Dr. Andrés Wigdorovitz, coordinador de Area de Vacunas, por todo el apoyo brindado al
laboratorio donde se realizd este trabajo.

Al Dr. Mariano Pérez Filgueira, por la atenta lectura de este manuscrito y por todas las
coincidencias.

A los Dres. Patricia Zamorano, Maria José Dus Santos, Modnica Jacobsen, Maria Barrandeguy,
Norberto Fondevila, por la presencia cotidiana y los consejos cada vez que fueron necesarios.

A Osvaldo Zabal, Teresa Moran y Estela Fernandez, de la Seccion de Cultivos de Tejidos del
Instituto de Virologia, por sacar pilas de células de la galera cada vez que las necesité.

Al Dr. Javier Blanco Viera, Fernando Delgado y Félix Capellino, del Instituto de Patobiologia, por su
invalorable ayuda en la tarea agotadora del trabajo en los boxes.

A Gladys Francinelli y Maria del Carmen Tagle, del sector de Histotecnia del Instituto de
Patobiologia, y a Julian Diodati, Blanca y Catalina la Unidad de Microscopia Electronica y
Bioguimica Aplicada, por recibirme con tanta calidez en un lugar donde aprendi cosas raras y
distintas.

A las Dras. Daniela Tosto, Carolina Martinez y Susana Marcucci, del Instituto de Biotecnologia, por
la ayuda hacia el final de este trabajo.

A los Dres. Etienne Thiry y Benoit Muylkens de la Universidad de Liege, Bélgica, por las discusiones
enriquecedoras salpicadas a lo largo del desarrollo de este trabajo.

A Marta Radolci y Pamela Angeletti, de la sala de lavado, por su carrito milagroso.
A Diego Soraire y Javier Rosende, por ser tan buenos companeros y cuidar de nosotras.
Al CONICET y a INTA, por financiar este trabajo.

A Beatriz Garcia Peixoto, Soledad Escudero y Claudia Géngora por su permanente ayuda desde la
Secretaria del Instituto de Virologia, a Ramén Escobar por llevarnos por el buen camino y a
Leonardo Birgy, por estar dispuesto a enfrentar los fantasmas de los pasillos a altas horas de la
noche.

A Maria de los Angeles Palacios, Dario Malacari, Silvina Maidana, Daniela Cianfrini, Analia Radl y
Carlos Palacios, mis companeros del Lab F, por la ayuda de todos los dias, el trabajo en equipo, el
carifio y los intensos momentos compartidos.

A Sebastian Pappalardo, Verdnica Bianco, Matias Ostrowski, Valeria Olivera, Valeria Quattrocchi,
Cecilia Langellotti, Sebastian Digiacomo e Ignacio Cebrian, mis companeros del gran Lab D, por
cdmo nos divertimos y lo bien que la pasamos.

A Diego Compaired, Selene Julia, Bessie Craig, Mariana Dominguez, Lucas Ferrari, Gustavo Asenzo,
Anabel Rodriguez, Gabriel Pinto, Gabriel De Stéfano, Marina Lomodnaco, Marina Mozgovoj, Diego
Gonzélez, Fernanda Gonzalez, Andrea Pécora, Ayelén Sammarruco, Demian Bellido, Sol Pérez
Aguirreburualde, Sebastian Chiavenna, Agustina Rimondi, Juan Pablo Jaworski, Danilo Bucafusco,
Myrian Trotta, Gisela Marcoppido, Sabrina Rodriguez, Diego Franco, Aldana Vissani, Silvia Tordoya,
Cecilia Olguin, Juan Pega, Guillermina Stafforini, Ariel Pereda, por el beso-pasillo, el radio-pasillo, el
mate-pasillo, la terapia-pasillo.



A Florencia Ferrer y Flavia Zanetti, del Instituto de Biotecnologia, por prestarme un espacio desde
donde mirar distinto las cosas.

A la Catedra de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciecias Veterinaria de la Universidad
de Buenos Aires, su profesor titular el Dr. Eduardo V. Moras y las profesoras Dra. Nora Guida,
Marcela Martinez Vivot y Ana Maria Barboni, por dejarme ir, y a su vez conservarme a su lado
permitiéndome ver que el mundo es mas grande.

A Maria del Carmen Martinez, por cuidarme con tanto afecto; y a todos mis companeros de la
Catedra de Enfermedades Infecciosas, por compartir la tarea de ensefiar y aprender.

A Vanina Petrelli, Silvio D. Marchetti y Julian E. Pifeyro, por acompafiarme desde aquellas épocas
de decisiones, inocencia e incertidumbres.

A Florencia Luci, Julieta Pesce, Ariel del Mastro, Leonardo Figueroa, Martin Oteiza, Carlos Pallordet,
Richard Reiss, Juan San Miguel, Pablo Schlesinger, Pablo Traversa y Demian Zayat, mis amigos con
guienes entiendo quién soy.

A Mirta Navaz y Carlos D'Alessio, y sus hijos Josefina, Agustin, Ignacio y Mariana, por acompanar
mis elecciones durante estos anos.

A Hilda C. Bax y Maria Dimopulos, mis abuelas, por ser grandes cocineras y ni imaginarse de qué
se trata esta Tesis.

A la Dra. Silvia Burlando y al Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari, y a la Lic. Cristina
Vila, quienes me consiguieron otra oportunidad.

A Paula Del Médico Zajac, Fatima Ladelfa y Ana Laura Zamit, por las incontables ayudas a lo largo
de estos afios, pero especialmente por ser las amigas que aparecieron sin querer, y para quedarse.

A Maria Mesplet, por ser amiga, aca y alla, siempre, por la contencion y las palabras en el
momento justo, y por la dindmica loca y rica que nos une.

A Matias Pandolfi y Javier Aguirre, por sus gritos y canciones y toda la intensidad.
A Carlos Diuk y Alejo Flah, por ser unos capos.

A Camila Charvay, Mariana Daicz, Magali Karasik, Ana Florencia Silbering y Maria José Subiela, por
ser las amigas con las que crezco y hacerme sentir parte de algo sagrado.

A Sophia Kotsias, mi hermana, por las risas contagiosas y las charlas desordenadas, las desveladas
de cafés tibios y palabras justas.

A Stella M. Diamanti y Basilio A. Kotsias, mis padres, por la riqueza de sus ejemplos contrapuestos,
por encontrar en mi lo mejor de cada uno, y por ser incondicionales en su amor.

A Amelia, Trece, Yusufakis, Manuel y Hannah, por dormir sobre los papers y estar ahi cada vez que
levantaba la vista.

A Francisco D’Alessio, por ensefiarme a compartir todo esto y hacerlo parte de los dos.



Indice

ADreVIaturas ¥ SIgIas. ...cuuu i 7
S]] =] o PP 10
Y oL = PP 12
g o [ ol o o I 14
I 1= 0T VT B 201V T o o N 15
I N = o= Lo S 15

B = R =01 T <Y 11T [o o =TS 21
1.C. Ciclo de replicacion Viral ........ceuuruiiiiirrreeiirniisieeesesersnssns s ssseessssnn e sssseesssnssnneeees 24
1.D. PatOgeNIa. .. icvuiiii i 28
1.E. Cuadro clinico y lesiones inducidas luego de la infeccion.........ccevvveeeeeererereeereeeeeeeeeene. 37
L =T | T = ol YA 40

I T = T B[ g = LR 40

2. La GlicOProteina E (GE) wuveeeeeiiiiiisiirinieiiisssssssisssseee s s s s s sssssnsseeee s e s s s s sssssnnseeesssssssnssnssnnens 45
B W =1 1 ot B = PP 45
2.B. FUNCIONES /17 VIEIO.....ieeeiieeeii it st seee e etae s et s s e s s ea s s s rn s s ra s e nn s e se s s e ran s snnnennnsannnnns 46
2.C. FUNCIONES /11 VIVO c.cvvieitiieetie st s et s ettt eetas st s st s e et s e s s s e s e na s e e r e s e ra s e en s e enasaennnnes 49

[ [T0Te Ut VA o) (<)Y 52
Materiales Yy MELOAOS........cccvv e 54
IO = Lol (= g2 T o) o I /7 N [ o N 55
1AL VIFUS Y CEIUIAS .vvvvviiiiiiiiiieiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeesesssesssesssesssssssassssssasssssssssssnssnsnsrnnsrnnes 55
2 TR 1 4= SR 55
1.C. DisefNo exXperimental I ........ccciiiiiiiiiiii it s 55
1.D. Disefio @XPeriMeENtal I1.......ceueeeeereemmmeemeeeeeeeeneeereerreerreererernseresersssssssssssssssmsssnmmmmmmmnnes 56
1.E. Ensayo de infeccion Viral de DOVINOS .......cvvviiviiieiirieeieeieeeeeeeeeeeeeessesssssssssssessssmmrsmmsm. 57
1.F. Evaluacion de Signos ClINICOS ....uuuruuiiiiireeriererriiieerresresssssnsessessessssnnnseessesersssnnnneenes 58
1.G. EULaNASIia Y NECIOPSIAS ..vuuuiierunriiiirnsiriesnsisresss s s rrss s ssrss s s s srsn s s srann s sasnsnassasnsnnssanns 58

B o O o 0= e [ 0 T 0= = PPN 59
1.1. Andlisis de las SECreciones NASAIES .......cceeeeeeerreireeereereeerereereerererrrrenrrrrrrrrrrrerrnrrrnnrnnnes 59
1.1.1. Titulacién viral de secreciones NAsales............ccceeeeeee e, 59
1.1.2. Amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) .........ccccuvveeeeeeiiinnnns 60

1.J. Evaluacion respuesta inmMuNe NUMOFAl.......ceevveereeereeereereeeeeeeererereereesrrrrsressrsrsrm.. 63
1.].1. Ensayo de ELISA para determinacién de anticuerpos totales en suero................... 63
1.].2. Ensayo de ELISA para evaluacion de IgA e IgG1 en secreciones nasales ............... 64
1.].3. Ensayo de SEroneULIraliZaciOn.........ccccceeeeeeieeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeene e e ee e e e ae e e s e eeaaeeaaeees 65

I Y =TTy [ o T3 ) [T oL 65
1.K.1. AISIamiento Viral ..c.u.oiiieriii i s rr s rnan 65
1.K.2. INMUNONISEOQUIMICA. 111 teeeiiieiiiirieieee e e e e s ssbirre e e e s e s e s b e e e e e s s s e ssnr e e e e e e e e s e enann 66

1.L. Amplificacion por PCR a partir de teJid0OS ....uuvruiiirrrririrrrriiirireerrersrnnnnr e esreesssnnns 67
1.L.1. Extraccion de ADN a partir de tejidos congelados..........cccuvrerreiiiiiisiiinnneneneenennnnns 67
1.L.2. AmMPlificacion POr PCR.........ciiiiuiiirieiesesessiiirseeess s s s s ssssrres e s s e e s s s ssssnneseeesssssnnsnnns 67

2. CaraCterizaCiOn M1 VIEIO.....uuuuiiiiie e e e sttt s e s s e e e e e e s s s snanrraees 69
2.A. VIFUS Y CEIUIAS ... e e e e e e e e e e 69
28 = TR 101 = ol Y/ 69
2.C. Cinética de PENELIACION .......cc.uuriieiiiee i i iiiirrrr e e e e e s s e e e e s s r e e e e e e e s e arrreeees 69
P2 OF B I o oo g ol ) W g = IR o] =1 = PR 70

P28 D I 013 1<' otz W S £=) o] [{or=To o TR/ T 70
2.E. Ensayo de tamanio de placa de infeCCION ......ccceeeieeiieiiieirr e 71
2.F. Ensayo de tamafio de placa de liSiS.........uuiiiiiiiic s 71

2 I [T {o 1Yol ] o F= =) [Tt (o) 1 {or- TR 71
A I I TV To I 4T = 11 1Y PPN 71

2 C 30 13 Vol (31 T o PP 72



2.G.3. Microscopio electronico de tranSmiISiON ..........eeeeeeeereereeeeeerrrerererreerrerrrrrrnerre. 72

CI @ = Lol =172 Lol o) g Te 1<) 0 o) 1] o= 73
30 VA @ o o) T8 Tl /<Y T o 13 73
0= T W T iTor=ToTo g I e <IN ] {3 73
3.C. Extracciéon de ADN a partir de virus purificado .........ccccurrereeenniiiiiiinnneeese e ssssseeeens 74
3.D. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) .....c.uuuuieiiierrerreeniinsieesseeerssnsnsseessseresnnnes 74
3.E Electroforesis en geles de agarosa Nativos.........ceueeueiiririiiimmeiiie e eeeeee e e e eeeeens 74
3.F. Purificacién de ADN a partir de geles de agarosa.........cccueeeereeiiiniinnnneeennessessssssseeens 74
3.G. Secuenciacion aUtOMATICA. ... ...uurrrreiieeeiiriiirr e s e e s e e e e e sarrreeees 75
3.H. Digestion con endonucleasas de reStriCCiON ........uvvureiirererereeriiesreereeerrssnn e eereeesnnne 75
3.1. Herramientas bioinformatiCas.........cccocerrrrriiiriicc s 75

R ETSW] = T [0 PR 76

1. Estudio de la infeccidn aguda por BoHV-1AgEBgal €n bovinos...........eeeevieeiiiicvvrneeeeennennnnns 77
1.A. Infeccién experimental de bovinos con el virus BOHV-1 LA........cccciviiiirrrreeerennnnnnenenens 77

1.A.1. Excrecion viral y signologia CliNICA .......coecvvvrreeeieee e essirire e e e sssserre e e e e e e snnes 77
1.A.2. RESPUESTA INMUINE ....iiiiieiiiiris e eri e s e e s e s rr s s s er s e s rra s s s rr s s erna s s nenas 79
1.B. Infeccién experimental de bovinos con el virus BoHV-1AgEBgal......ccccvvvvvevveeevceeeeenneen. 80
1.B.1. Excrecion viral y signologia CliNICA .....vvviveeeeereiiiiierrereerssnin e rseeerssssn s eeseseessnnnns 81
1.B.2. RESPUESEA INMUNE ....uiieeiiiei i s e e e e s s e e s e e s e s ns s e ra s e ra e s rn s ennsernnss 82
1.C. Estudio de la distribucidn viral €n tejid0S..........curriurrrrriiiiiiiiiriirirree e 83
1.C.1. AISIamiento VIFal ......oviieeeiiiiiiisseeri e s s e rr e renas 84
1.C.2. Deteccidn de antigenos VIralES ......uuuiieirerreerriuiiiieereereerssnsn e e ssseesssssnnseessreeessnnns 85

2. Estudio de la latencia de BoHV-1AgEBRgal €N bOVINOS .......ccevvvieiiiniiiiiieerice e 88

2.A. Reactivacion de los animales infectados con la cepa BoHV-1 LA .......ccccceeeeeeieiiiivnnnnnn. 88
2.A.1. Excrecion viral y Signologia CliNICa ....eevveeereereeeerrererrrereeereserreeererrersrerrerrsrers. 88
2.A.2. RESPUESLA INMUNE ...uiieeieeiieiier s e s e e e s s s e s e s e e e e e e e erasennsenns 89

2.B. Reactivacion de los animales infectados con la cepa BoHV-1AgERgal ......cvvveeeviiivvnnnee. 90
2.B.1. Excrecion viral y signologia CliNiCa .......ceeeeeeeeeeisiiiiirereeee e eessirreree e e e s sssneeeeeas 90
2.B.2. RESPUESEA INMUNE .. .ciiiiiii e e e e e e e s e e e e enanaes 90

2.C. Evaluacion de los sitios de establecimiento de latencia ........cccccceeeivvviiicicccennnnnns 91
2.C.1. Deteccidn de antigenos ViralES..........uurrrreeieiiisisirirereeeeesssssssnrrereessessssssssnnneees 91
2.C.2. DetecCion de ADN Vir@l.........uuuuerreerrruerrersrerirnerrenereeernrernnrrnsrmns ... 94

3. Estudio del comportamiento /n vitro de la cepa BoHV-1AgERgal......ccccovivvvviiiiinininieeennnnn, 96
I WO =11 W e [To N [< I =Tt o Il 0] o [T/ o 96
3.B. Estudio del ingreso viral @ 1as CEIUIAS ...........uuuuiiiiiiir s 97
3.C. Estudio del pasaje célula @ CElUIa...........ooiiiiiiiiiei e 98

3.C.1 Cinética de crecimiento de mUItipleS Pasos...........uuuuerummrmmnrmnmninnnnennaan.. 98
3.C.2. Ensayo de tamanio de placas de iNfECCION .......uuuvuervmmriumeienriineinnnrnneennernnnrnnnennne 101
3.D. Estudio del greso Viral .......cciiieuiiiiiiiiiiie i s 103
3.D.1. Ensayo de tamafios de placas de liSiS ........uuurururirurimumrmmiiiniiisiiinnninrrnseinnn. 103
3.D.2. Cinética de crecimiento d€ UN PASO .........ueuueruumrremrmmmemmnssnnnmmnssnnssmnssnnsssnssnnnsnnnes 105
3.D.3. Ensayos UraeStruCtUrales. .......ooovveieriniiei e 109

4. caracterizacion gendmica del virus BOHV-1AGEBGal....cceveiiiiiiiuriiiiiiiii e icsiiirneee e e 111
4.A. Andlisis de la zona de recombinacion del genoma de BoHV-1AgEBgal....................... 111
4.B. Mapeo del genoma de BoHV-1AGEBGal .....ccovvmmmnniiiiiiiiieeeee e 113
4.C. Analisis de los patrones de restriccion del genoma de BoHV-1AgERgal..........ccvvuuveee. 116

DT ol T ) o TP 121

(@0 3T [0y o] o 1= PO PP 145

5] ) 1o | = T 147



Abreviaturas y siglas



Abreviaturas y siglas

A
ABTS
AcM
ADN
AlIHV-1
ARN
ARNmM
ATCC
BLHV
BHV-1, -2, -4, -5
BuHV-1
CICVyA
cm
CMH
CNIA
CpHV-1
CRB
CvHV-1, -2
°C
D.O.
DICT
50

DIVA
dNTPs
dpi

dpt

E

EBV
ECP
EDTA
EHV-1, -2, -3, -4
ELISA
ElkHV-1
FeHV-1
g
gapdh
GFP

GT

h

H/E
HCMV
Hpi
HSV-1, -2
ICTV
IE

IEtu
IFNa/B-y
Ig

IHQ

IL
INTA
IBR
IPB
IPV

IR

kpb

L

LA

absorbancia

acido sulfénico 2-2'-azino-bis-3-etilbenceno-6-tiazolin
anticuerpo monoclonal

acido desoxirribonucleico

herpesvirus alcefalino 1

acido ribonucleico

acido ribonucleico mensajero

American Type Culture Collection

herpesvirus linfotrépico bovino

herpesvirus bovino 1, 2, 4, 5

herpesvirus bubalino 1

Centro de Investigaciones en Ciencias Veterinarias y Agrondmicas
centimetros

Complejo Mayor de Histocompatibilidad

Centro Nacional de Investigaciones Agrondmicas
herpesvirus caprino 1

Complejo Respiratorio Bovino

herpesvirus cérvido 1y 2

grados Celsius

densidad optica

dosis infecciosa en cultivo de tejidos 50%

differentiating infected from vaccinated animals
desoxirribonucledsidos trifosfato

dias post infeccion

dias post tratamiento inmunosupresor

temprano (early)

virus de Epstein Barr

efecto citopatico

acido etilendiaminotetracético

herpesvirus equino 1, 2, 3y 4

Enzime-Linked Immunosorbent Assay

herpesvirus del alce 1

herpesvirus felino 1

glicoproteina

gliceraldehido - 3 - fosfato dehidrogenasa

green fluorescent protein

ganglio trigémino

hora/s

hematoxilina/eosina

citomegalovirus humano

horas post infeccion

virus herpes simple 1y 2

International Committeé on the Taxonomy of Viruses
inmediato temprano (immediate early)

unidad transcripcional inmediato temprana

interferon alfa/beta, gama

inmunoglobulina

inmunohistoquimica

interleuquina

Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
rinotraqueitis infecciosa bovina (Infectious Bovine Rhinotracheitis)
balanopostitis pustular infecciosa (Infectious Pustular Balanopostitis)
vulvovaginitis pustular infecciosa (Infectious Pustular Vulvovaginitis)
repeticion interna

kilo pares de bases

tardio (/ate)

Los Angeles



Abreviaturas y siglas

LN
log

LR

M
MDBK
moi
MF
min
ml
mM
NCBI
NO
ng
nm
nt
ORF
OvHV-2
pb
PBS
PCR
pi
Prv
PTA
RFLP

10

rpm
SDS
seg
SFB
SN
SNC
SNP
T
Taq ADN pol
TBS
TK
TLRs
TR
UE
UFP
UL
us
uv
v
vol
VT
vzv

Bgal
Hg
i
um

linfonddulo
logaritmo en base 10

asociado a la latencia (/atency relateq)

molar

linea celular de rindn bovino Mardin Darby
multiplicidad de infeccion (multiplicity of infection)
microscopio de fluorescencia

minuto/s

mililitros

milimolar

National Center for Biotechnology Information
ndmero/s

nanogramos

nanometro

nucleotido

marco de lectura abierto (open reading frame)
herpesvirus ovino 2

pares de bases

buffer fosfato salino

reaccion en cadena de la polimerasa (polimerase chain reaction)
post infeccién

virus de la pseudorrabia (pseudorabies virus)
acido fosfo tungstico

polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (Restriction
Fragments Length Polymorphism)
revoluciones por minuto

dodecil sulfato de sodio

segundo/s

suero fetal bovino

seroneutralizacion

sistema nervioso central

sistema nervioso periférico

tonsila

ADN polimerasa de 7hermophilus aquaticus
buffer tris salino

timidina quinasa

receptores tipo tol/ (toll like receptors)
repeticion terminal

Union Europea

unidad formadora de placa

region Unica larga

region Unica corta

ultravioleta

volts

volumen

vector de transferencia

virus varicela zoster

beta galactosidasa

microgramos

microlitros

micrometros



Resumen

10



Resumen

Estudio /n vitro e in vivo de una cepa recombinante de
Herpesvirus bovino 1 (BoHV-1AgEpgal)

El herpesvirus bovino 1 es un alfaherpesvirus que infecta al ganado bovino produciendo
cuadros clinicos respiratorios, genitales y/o reproductivos. Es un virus neurotrdpico que establece
latencia en ganglios sensoriales, y la reexcrecion viral luego de la reactivacion de la infeccion
latente es responsable de la perpetuacion del agente en los rodeos. En nuestro pais la
seroprevalencia puede alcanzar el 80% y la vacunacion es la estrategia utilizada para el control de
la enfermedad. En nuestro laboratorio se desarrolld, a partir de la cepa BoHV-1.1 Los Angeles
(LA), un virus recombinante mediante el reemplazo alélico del gen que codifica para la
glicoproteina E por el gen /ac z denominada BoHV-1AgERgal, para su utilizacién como vacuna

marcadora.

La caracterizacién genémica de la cepa BoHV-1AgERgal verificd la ausencia de cambios en
las regiones flanqueantes al gen g£'y permitié identificar especificamente los sitios donde ocurrié
el intercambio alélico. El estudio de RFLP mostrd que esta cepa posee un patron diferente al
esperado, indicando modificaciones en ciertos sitios de restriccion. El estudio del comportamiento
in vitro mostrd que esta cepa es menos eficiente en la produccion de particulas virales infectivas
asi como en la dispersion viral respecto a la cepa parental BoHV-1 LA y a otras cepas gE-, tanto en
el mecanismo de pasaje célula a célula como en el de liberacion de particulas virales infectivas al
medio extracelular. El virus BoHV-1AgEBgal se encuentra atenuado en su virulencia en el
hospedador natural, y esta atenuacién es mayor que la descripta para otras cepas gE-, ya que si
bien induce una respuesta inmune humoral sérica y de mucosas, no se excreta ni produce
enfermedad clinica luego de la infeccién intranasal, asi como tampoco establece una infeccion

latente ni se reactiva experimentalmente.

La experiencia de infeccion viral con BoHV-1 y la metodologia desarrollada en este trabajo
aplicada al analisis de muestras provenientes de animales infectados constituyen una valiosa
herramienta para el estudio de la patogenia de virus genéticamente modificados, virus
recombinantes y aislamientos de campo. Por otro lado, resulta una contribucion al conocimiento de
la cepa parental BoHV-1 LA que se utiliza en las experiencias de desafio viral. Los resultados de
este trabajo de Tesis, conjuntamente con los antecedentes de inmunogenicidad, proteccion frente
al desafio viral e inocuidad de la cepa BoHV-1AgEBgal, sumado a la creciente tendencia mundial en
el uso de vacunas marcadoras vivas en el control de la enfermedad causada por BoHV-1, indican
que la cepa BoHV-1AgEBgal podria incorporarse como inmundgeno vivo en los esquemas de
vacunacion de futuros planes de control y erradicacion de BoHV-1 en nuestro pais sin riesgos de
producir enfermedad, latencia o diseminarse a otros animales, reduciendo la incidencia de
enfermedad respiratoria bovina.

Palabras clave: herpesvirus bovino 1; infeccion viral aguda, latencia y reactivacion; vacunas
marcadoras; glicoproteina E; constitucién genémica.
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Abstract

In vitro and in vivo study of a recombinant strain of
Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1AgEBgal)

Bovine herpesvirus 1 is an alfaherpesvirus that infects cattle producing respiratory, genital
and reproductive disease. It is a neurotropic virus that establishes latency in sensory ganglia, and
viral reexcretion after reactivation of latent infections is responsible for the perpetuation of the
agent in the field. In our country, seroprevalence can reach 80% and vaccination is the strategy
used to control this disease. A recombinant virus was developed in our laboratory to be used as a
marker vaccine, from BoHV-1.1 strain Los Angeles (LA) through allelic replacement of the gene

encoding glycoprotein E by the /ac zgene, named BoHV-1AgERgal.

Genomic characterization of BoHV-1AgERgal strain verified the absence of changes in the
gE gene flanking regions, and specifically identified the sites where allelic exchange occurred. The
RFLP study showed that this strain has a different pattern than expected, indicating changes in
certain restriction sites. The study of the /n vitro behavior established that this strain is less
efficient in producing infectious viral particles as well as in viral dispersion when compared to the
parental or other g£ gene deleted strains, both in the mechanism of cell-to-cell spread and in the
release of infectious viral particles into the extracellular medium. BoHV-1AgEBgal virus is
attenuated in the natural host, and this attenuation is greater than that described for other g£
gene deleted strains, albeit immunogenic, it is not excreted nor produces clinical disease after

intranasal infection, and does not establish a latent infection or is reactivated experimentally.

The experience of BoHV-1 viral infection and the methodology developed in this work
applied to the analysis of samples from infected animals are a valuable tool for studying the
pathogenesis of genetically modified viruses, recombinant virus and field isolates. On the other
hand, it is a contribution to the knowledge of parental BoHV-1 LA strain which is used in viral
challenge experiences. The results of this thesis work, taken together with the history of
immunogenicity, protection against viral challenge and safety of BoHV-1AgEBgal strain and the
increasing global trend towards the use of live marker vaccines in controlling diseases caused by
BoHV-1, indicate that BoHV-1AgEBgal strain could be incorporated as a live immunogen in
vaccination schemes of future BoHV-1 control and eradication plans in our country without risk of
causing illness, latency or virus spread to other animals, therefore reducing the incidence of

bovine respiratory disease.

Keywords: bovine herpesvirus 1; acute viral infection, latency and reactivation; marker vaccines,
glycoprotein E; genomic constitution
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1. HERPESVIRUS BOVINO 1

El herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) es un virus neurotrépico que ocasiona una variedad de
sintomas clinicos, mas comdnmente rinotraqueitis, conjuntivitis y enfermedad genital. En los
animales adultos BoHV-1 puede causar signos clinicos respiratorios benignos o reducir la
produccion lactea como asi también infertilidad y abortos. En los animales mas jovenes BoHV-1 es
uno de los agentes causales del Complejo Respiratorio Bovino (CRB). Este ultimo esta conformado
por un conjunto de enfermedades comunes, denominadas generalmente neumonia. Es un
sindrome complejo en cuyo desarrollo intervienen distintos agentes infecciosos que, junto con
otros factores, generan un estado de compromiso inmunitario en el bovino que desencadena
signos respiratorios serios. Situaciones estresantes, como castracién, descorne, destete,
transporte, cambios bruscos de temperatura, temporales, hacinamiento, etc., son los principales
factores que contribuyen a la presentacion de CRB ya que BoHV-1 permanece en estado latente en
el hospedador de por vida. Cuando este sindrome se produce en animales sometidos a viajes,

arreos o movimientos muy estresantes, se denomina: “fiebre del transporte".

Los patdgenos implicados en CRB son BoHV-1, el virus de la Diarrea viral bovina, virus
Sincicial Respiratorio bovino y Parainfluenza 3, asi como bacterias, principalmente Mannheimia
(Pasteurella) haemolytica serotipo Al, Pasteurella multocida y Haemophillus somnus. Tanto
Mannhemia haemolytica como Pasteurella multocida son bacterias consideradas habitantes
normales del tracto respiratorio y se encuentran presentes sin causar enfermedad alguna. Sin
embargo, cuando se produce una combinacion de estrés e infeccion viral se convierten en agentes
terminales de la enfermedad, pudiendo llegar a causar la muerte de los animales. Esto ocasiona

enormes pérdidas econdmicas en la industria ganadera mundial.

Actualmente, la principal estrategia de prevencidn contra BoHV-1 la constituyen las

medidas de manejo adecuadas y la vacunacion de los animales.

1.A. Clasificacion

BoHV-1 pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia alfaherpesvirinae, género
Varicellovirus. Todos los miembros de la familia Herpesviridae comparten una morfologia comin

del virién (Pellet y Roizman, 2007)(Figura 1). La estructura del viridon consta de:

« Core. contiene el ADN viral que en algunos casos esta asociado a una estructura
proteinica. El material genético de los herpesvirus consiste en una cadena doble de ADN
lineal, que se circulariza inmediatamente tras ser liberado de la capside en el nicleo de la
célula infectada. El ADN tiene un tamafio aproximado entre 120 y 230 kbp, dependiendo

de las secuencias repetitivas internas y terminales.
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« Capside: presenta simetria icosaédrica y mide aproximadamente 100-110nm de didmetro.

Esta compuesta por 162 capsdmeros (150 hexameros y 12 pentameros).
« Tegumento: estructura compuesta de material amorfo que rodea la capside.

« Envoltura: Es una estructura con apariencia tipica trilaminar, pues proviene de membranas
celulares parcialmente modificadas. La envoltura posee lipidos conteniendo insertas
glicoproteinas codificadas por el virus. El niUmero de glicoproteinas diferentes varia de

acuerdo a la especie.

El virion puede medir desde 120 a 300 nm. Esta variacion depende, en parte, del grosor
del tegumento y del estado de la envoltura, pudiendo variar de unos herpesvirus a otros o, incluso,

dentro de la misma especie.
glicoproteinas
envoltura
ADN viral doble cadena

capside

tegumento

Figura 1. Morfologia de BoHV-1. Esquema de un viridon de herpesvirus donde se encuentran
sefaladas las estructuras principales. Imagen de un virién de BoHV-1 cepa Los Angeles tenido
negativamente y visualizado mediante microscopia electrénica de transmision. La barra indica 100
nm.

Entre las caracteristicas bioldgicas compartidas por todos los herpesvirus caben destacar:

1- El genoma codifica para un gran nimero de enzimas involucradas en el metabolismo de los
acidos nucleicos (timidina quinasa, timidilato sintetasa, dUTPasa, ribonucledtido
reductasa), en la sintesis de ADN (ADN polimerasa, helicasa, primasa) y en el

procesamiento de proteinas (proteina quinasas).

2- La sintesis del ADN viral y el ensamble de la capside ocurre en el nicleo. Las capsides

adquieren la envoltura durante el transito por la membrana nuclear.

3- La produccion de la progenie viral esta invariablemente acompanada por la destruccién de
la célula infectada. Las células blanco pueden variar enormemente; mientras unos infectan

neuronas, otros pueden infectar linfocitos u otros tipos celulares distintos.

4- Estos virus son capaces, tras una infeccion aguda, de producir latencia en el hospedador

infectado, durante la cual, solo un muy pequefio nimero de transcriptos virales son
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producidos. En las células que contienen virus latente, el genoma viral se encuentra

circularizado.

El Grupo de Estudio de Herpesvirus perteneciente al Comité Internacional de Taxonomia Viral
(International Committeé on the Taxonomy of Viruses — ICTV) ha clasificado a los herpesvirus en 3
subfamilias, basandose en sus propiedades bioldgicas: Alfa, beta y gammaherpesvirinae. Asimismo,
utilizando datos de homologia de secuencias de ADN, similitud de organizacion gendmica y
estudios de proteinas virales mediante ensayos inmunoldgicos, se clasificaron dichos virus en

diversos géneros.

« Alfaherpesvirinae: Tienen un rango variable de posibles huéspedes, ciclo reproductivo
relativamente corto, una rapida diseminacion en cultivo de tejidos, eficiente destruccion
celular y alta capacidad para establecer latencia principalmente en ganglios sensoriales.
Esta subfamilia contiene los géneros Simplexvirus (HSV-1, Herpes simples virus 1),
Varicellovirus (VZV, Varicella zoster virus), Mardivirus (previamente denominado Marek s
disease-like virus), e Iltovirus (previamente denominado Infectious laryngotracheitis-like
virus) (ICTV, http//www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/index.htm). Dos caracteristicas
bioldgicas fundamentales influyen y determinan el tipo de enfermedades que desarrollan:
la neurovirulencia y la latencia. La capacidad que poseen los alfaherpesvirus de infectar
células nerviosas ocasiona el establecimiento de latencia (generando un reservorio del

virus) e, incluso, el desarrollo de enfermedades neuroldgicas severas.

« Betaherpesvirinae: Tienen un rango de huésped muy estrecho. El ciclo reproductivo y el
progreso de la infeccion en cultivo son lentos. La célula infectada puede aumentar mucho
de tamano (citomegalia). El virus puede establecer una infeccién latente en glandulas
secretoras, células linfoides, rifidn y otros tejidos. Esta subfamilia esta compuesta por los
géneros Cytomegalovirus (HCMV, Human cytomegalovirus), Muromegalovirus (MCMV,

Murine cytomegalovirus) y Roseolovirus (HHV-7, Human herpes virus 7).

« Gamaherpesvirinae: El rango de hospedador experimental de los miembros de esta
subfamilia esta limitado a la familia u orden a la cual pertenece el hospedador natural. In
vitro, todos los miembros de este grupo replican en células linfoblasticas, aunque en
algunos casos pueden causan infecciones liticas en células fibroblasticas o epiteliales.
Existen virus especificos de linfocitos T y B, y se ha demostrado virus latente en tejidos
linfoides. Esta subfamilia contiene dos géneros: Lynphocryptovirus (EBV, Epstein-Barr

virus) y Rhadinovirus (SaHV-2, Saimiriine herpesvirus 2).

Adicionalmente, los herpesvirus relacionados son clasificados como especies diferentes de

acuerdo a dos criterios:
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1. Si sus secuencias nucleotidicas difieren a lo largo de todo el genoma de manera facilmente

demostrable 6,

2. Si ocupan nichos bioldgicos distintos en virtud de su epidemiologia y patogenia, o si tienen

distintos hospedadores naturales.

La familia Herpesviridae agrupa numerosos agentes virales que poseen gran importancia

econdmica, encontrando varias especies que afectan a rumiantes (Tabla 1) (Schwyzer y Ackerman,
1996; Thiry et al., 2006; Deim et al., 2007; Muylkens et al., 2007).

Agente Subfamilia Enfermedad Hospedador

BoHV-1 Alfaherpesvirinae Enfermedad respiratoria y reproductiva Bovino

BoHV-2 Alfaherpesvirinae Mamilitis ulcerativa Bovino

BoHV-4 Gammaherpesvirinae | Enfermedad reproductiva Bovino

BoHV-5 Alfaherpesvirinae Meningoencefalitis en terneros Bovino

BLHV Gammaherpesvirinae | No determinado Bovino

CpHV-1 Alfaherpesvirinae sgg?tr;?z?]a: d%(latrgiralizada en cabritos, Caprinos

OVvHV-2/AIHV-1 | Gammaherpesvirinae | Fiebre catarral maligna Bovinos

BuHV-1 Alfaherpesvirinae Enfermedad genital subclinica Bufalos
Porcinos: enfermedad respiratoria, nerviosa

PRV Alfaherpesvirinae )égﬁwpi;cr’gggtj/v?érnivoros: enfermedad Porcinos
neuroldgica mortal

CvHV-1 Alfaherpesvirinae Enfermedad ocular Ciervo colorado

CvHV-2 Alfaherpesvirinae Infeccion genital subclinica Reno

EIkHV-1 Alfaherpesvirinae Infeccion genital subclinica Wapiti

Tabla 1: Herpesvirus que infectan a rumiantes (Schwyzer y Ackerman, 1996; Thiry et al., 2006;

Deim et al., 2007; Myulkens et al., 2007).

El estudio de la organizacién del genoma viral otorga un criterio diferente de clasificacion

de los herpesvirus. El tamafio de la molécula de ADN varia de 120 a 250 kpb y su secuencias

contienen una composicion de G+C entre el 31% y el 75% del total. Los genomas poseen

secuencias repetidas tanto internas como terminales que pueden variar en nimero de copias

llevando de esta manera a variaciones en el tamaino del genoma de hasta 10 kpb. La presencia y

ubicacion de estas secuencias repetidas permiten la division de los herpesvirus en 6 grupos,

designados con las letras A a F (Pellet y Roizman, 2007). BoHV-1 ha sido clasificado como

perteneciente al grupo D (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la organizacion genémica de las seis clases de genoma presentes en la
Familia Herpesviridae. Los genomas A, B, C, D, E, y F estan ejemplificados por herpesvirus de
channel catfish, herpes virus saimiri (SaHV-2), virus Epstein-Barr (EBV), virus varicela zoster (VZV),
virus herpes simple (HSV) y herpesvirus tupaia, respectivamente. En el esquema las lineas
horizontales representan regiones Unicas o casi Unicas. Las regiones repetidas estan dibujadas
como rectangulos y designadas como repeticiones terminales izquierda y derecha (LTR y RTR)
para el grupo A, repeticiones R1 a R4 para repeticiones internas del grupo C, e interna y terminal
para grupo D. Los extremos del grupo E (HSV-1) consisten de dos elementos. Uno de los extremos
contiene 7 copias de la secuencia “a” al lado de una secuencia mas larga denominada “b”. El otro
extremo posee una secuencia “a” segwda de una secuencia denominada “c”. Las secuencias
terminales “ab” y “ca” estan insertadas en orientaciones invertidas (marcadas con comillas) de
modo de separar la regiéon Unica en un dominio largo (UL) y uno corto (US). Las repeticiones
terminales de los genomas de tipo F aln no han sido descriptas. En el grupo B, las secuencias
terminales estan reiteradas muchas veces en ambos extremos. El nimero de repeticiones en cada
extremo puede ser diferente. Los componentes de los genomas D y E pueden invertir su posicion.
En los de clase D, el componente corto (US) se invierte en relacién al largo (UL). Aunque, con muy
poca frecuencia, el segmento largo podria invertirse, la mayoria de las moléculas de ADN forman
dos poblaciones que difieren en la orientacion del componente corto. En los genomas E, tanto el
componente largo como el corto pueden invertirse por lo que el ADN viral consiste de cuatro
isdmeros equimolares. Figura y leyenda extraidas de Roizman y Pellet, 2001.

El herpesvirus bovino 1 posee un genoma lineal de ADN doble cadena, organizado en una
region Unica larga (UL) y una regidon Unica corta (US) la cual se encuentra flanqueada por las
repeticiones invertidas interna (IR) y terminal (TR) (genoma tipo D) (Pellet y Roizman, 2007). La
secuencia US (junto con los fragmentos IR y TR) pueden invertir su orientacion en relacion a la
region UL, por lo que el ADN extraido de la progenie viral de células infectadas posee una cantidad

equimolar de dos poblaciones que difieren solo en la orientacion de la regién US respecto de la UL.

El tamafo total del genoma de BoHV-1 es de 135.3 kpb y posee 73 marcos abiertos de
lectura (open reading frame, ORF). Hasta el momento la Unica secuencia publicada del genoma
completo de BoHV-1 se realiz6 a partir de cinco cepas de BoHV-1: K22, Cooper, P8-2, 34 y Jura

(acceso a GenBank NC_001847.1). Los genes codificados son homdlogos a los de HSV-1
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(alfaherpesvirus prototipo) con la Unica excepcion del gen UL0.5 que estd presente solo en el
genoma de BoHV-1 (Delhon et al., 2003). El genoma del virus codifica para diez glicoproteinas;
seis de ellas estan en la regién UL, glicoproteina K (gK) (UL53), gC (UL44), gB (UL27), gH (UL22),
gM (UL10), gL (UL1) y las cuatro restantes en la region US, gG (US4), gD (US6), gI (US7) y gE
(US8). La proteina codificada por el gen UL49.5 (gN) es considerada una falsa glicoproteina ya que

no esta glicosilada (Liang et al., 1996) (Figura 3).

BICP22 BICP22 BICP4

=p .
IEtu2 |E?u2 IEtu?

C [

Figura 3. (A) Organizacion del genoma de BoHV-1. La replicacion del ADN viral genera cantidades
equimolares de dos isémeros principales que difieren en la orientacion relativa de los segmentos
UL y US (flechas horizontales). La ubicacion de los 10 genes que codifican las glicoproteinas de
BoHV-1 esta indicada por cabezas de flechas. La barra vertical indica el sitio de unién del genoma
luego de la circularizacion. (B) Vista esquematica de las dos unidades transcripcionales inmediato-
tempranas (IEtu-1 y -2) cuyos promotores se ubican en las regiones IR y TR. La activacion del
promotor de IEtul ubicado en IR produce la transcripcién de los genes BICP4 y BICPO mientras
que la activacién del promotor de IEtul ubicado en TR produce la transcripcion de los genes BICP4
y circ. La activacion del promotor de IEtu2 produce la transcripcién del gen BICP22. (C)
Localizacion de la regidon de BoHV-1 que se transcribe activamente durante la latencia originando el
transcripto asociado a la latencia (LTR). Figura y leyenda extraidas de Muylkens et al., 2007.

El estudio del genoma de BoHV-1 ha sido abordado principalmente mediante el analisis de
los patrones de los fragmentos obtenidos luego de la digestion con endonucleasas de restriccion
(RFLP: restriction fragment length polymorphism). En 1983, Mayfield et al. clonaron los fragmentos
resultantes de la digestion de la cepa Cooper de BoHV-1 con la enzima HindIII (Mayfield et al.,
1983), determinando el patron con el que luego se compararon distintos aislamientos de BoHV-1
(Seal et al., 1985) (Figura 4). Esta metodologia permitid estudiar aislamientos provenientes de
otras especies y su relacion con BoHV-1 (Varady et al., 1994; Engels et al., 1992) y aportd los
primeros datos respecto a la existencia de cepas neuropatogénicas de BoHV-1 con perfiles de
restriccion diferentes, que luego fueron reclasificadas como BoHV-5 (Engels et al., 1986; Horiuchi
et al., 1995). Asimismo, el estudio de cepas vacunales atenuadas ha sido realizado mediante esta
técnica (Kamiyoshi et al., 2008; Rijsewijk et al., 1999b). En Argentina se subtipificaron de esta

manera aislamientos de campo de BoHV-1 y BoHV-5 (Pidone et al., 1999).
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Figura 4: Imagen de un gel de agarosa mostrando el patron de digestién con HindIII a partir del
ADN de la cepa Cooper de BoHV-1 y los correspondientes fragmentos clonados. Figura y leyenda
extraidas de Mayfield et al., 1983.

1.B. Epidemiologia

El BoHV-1 es el agente causal de la rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), la vulvovaginitis
pustular infecciosa (IPV) y la balanopostitis pustular infecciosa (IPB) (Wyler et al., 1989). Diversos
estudios basados en anadlisis de restriccion (Engels et al., 1986; Metzler et al., 1986) y en la
utilizacién de anticuerpos monoclonales (Rijsewijk, 1999a; Spilki et al., 2005; D'Arce et al., 2002)
permitieron la descripcién de tres subtipos de BoHV-1 (BoHV-1.1, BoHV-1.2a y BoHV-1.2b).

El subtipo BoHV-1.1 agrupa las cepas asociadas a los casos respiratorios y es prevalente en
Europa y América. El subtipo BoHV-1.2a esta asociado a una amplia gama de manifestaciones
clinicas tales como IBR, IPV, IPB y abortos, habiéndose detectado en Europa en los afos 70 y
actualmente presente en Brasil. El subtipo BoHV-1.2b comprende las cepas asociadas con casos de
infeccién genital y respiratoria, aunque no asi abortos, y son aisladas en Australia y Europa
(Edwards et al., 1990; Jones y Chowdhury, 2007).

Las infecciones con BoHV-1 estan distribuidas mundialmente aunque existen diferencias en
la prevalencia y la incidencia de las mismas (Ackermann y Engels, 2006). Un reporte de Algeria
indica una seroprevalencia del 20% (Achour y Moussa, 1996). En Estados Unidos (EEUU), Canada,
Australia y Nueva Zelanda la seroprevalencia es alta debido a que se realiza vacunacion contra
BoHV-1 de forma individual, lo cual puede ayudar en la disminucion de pérdidas econdmicas
debido a los signos clinicos de la infeccion (van Drunen Littel-van der Hurk et al., 1997). En
Holanda un reporte de 1994 detectd una seroprevalencia del 49% en vaquillonas de primera
paricion y del 91% en vacas adultas (Van Wuyckhuise et al., 1994). Datos recientes de Polonia
indican que la seroprevalencia de BoHV-1 es del 21% en los rodeos mientras que los toros

confinados a los centros de inseminacion artificial son negativos gracias a la implementacion
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exitosa de un programa de erradicacién en dichos centros en 1976 (Rola et al., 2009). Asimismo,
se han reportado brotes de enfermedad respiratoria debida a BoHV-1 en Croacia (Lojkic et al.,
2009). En relacidon a paises del Este solo algunos de ellos, como Filipinas, Singapur, Sri Lanka y

Vietnam, reportaron no haber tenido casos de IBR recientemente (Ackermann y Engels, 2006).

Los primeros brotes de IBR en Europa se presentaron en los afios 70s (Edwards, 1988;
Metzler et al., 1985). Desde ese momento, diversos paises comenzaron a desarrollar programas
oficiales de control de BoHV-1. Dado que la Unidn Europea (UE) permitio a los paises libres de IBR
exigir condiciones de importacién de animales, semen y embriones, aumentaron los esfuerzos para
controlar y erradicar al BoHV-1 de la UE (Ackermann y Engels, 2006). En un encuentro reciente de
especialistas en BoHV-1 se actualizaron las situaciones de varios paises y se plantearon las
dificultades encontradas en el control y erradicacion de este agente (ESVV, 2009). IBR es una de
las enfermedades incluidas en la directiva 64/432 de la UE de modo que los paises miembros
pueden implementar programas de erradicacién y tomar medidas contra la introduccion de la
enfermedad desde otros paises miembros (Franken, 2008). Sin embargo la erradicacién no es
obligatoria y cada pais tenia sus propios estandares de calificacion. Por ello, la UE ha establecido
criterios epidemioldgicos a seguir, y la cooperacion entre los laboratorios de diferentes paises en
términos de uso de sueros de referencia, controles de los lotes de ELISA y pruebas seroldgicas
bianuales, ha permitido resolver las diferencias entre las legislaciones de cada pais individual. En la
Tabla 2 se encuentran los detalles respecto de la situacion de los paises de la UE asi como las
vacunas permitidas. Se puede observar que en la mayoria de los paises, las vacunas marcadoras
son utilizadas vivas o inactivadas, y en algunos casos son las Unicas permitidas en el contexto de
un plan de erradicacion. Asi, Dinamarca, Suecia, Finlandia, Austria, Noruega y Suiza al igual que la
provincia de Bolzano en Italia y varias regiones de Alemania se encuentran libres de BoHV-1. La

Republica Checa y el resto de Alemania tienen programas de erradicacion en marcha.

En América Latina la seroprevalencia de BoHV-1 es muy elevada, con niveles de entre 19-
84 % en México (Magaiia Urbina et al., 2005), 25-55 % y 75% en rodeos lecheros en Uruguay (Gil
et al., 2003), 22-67 % en Peru (Zacarias et al., 2002; Sanchez et al., 2003), en Colombia entre 20
a 53 % (Goéngora et al., 1995) y hasta de 74,7 % en algunos casos (Betancur et al., 2006). En
Argentina, los indices de seroprevalencia promedian el 60 % del ganado bovino (entre 24,8 y 84,1
% segun la region y la edad de los animales) (Odedn et al., 2001), y en Brasil el porcentaje es de
entre el 19 y 85 % (Cerqueira et al., 2000; Guiarte Quincozes, 2005). Un estudio reciente informd

que la seroprevalencia en el estado de Parana es de 71,3% (Dias et al., 2008).
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Pais Estatus PIa_n d% p Tipo de vacunas permitidas
erradicacion
Noruega
Suecia
F|_nIand|a Libre sin vacunacién No Ninguna
Dinamarca
Austria
Suiza
. Libre sin vacunacion Obligatorio Convencionales y marcadoras
Italia (Bolzano) (vivas o inactivadas)
Endémico Voluntario
Libre sin vacunacion
Alemania (Franconia y Palatina) Obligatorio Marcadoras (vivas o inactivadas)
Endémico
Republica Checa Endémico Obligatorio Marcadoras (vivas o inactivadas)
EsIovaguia Endémico Obligatorio Conveljcional_es y _marcadoras
Hungria (vivas o inactivadas)

Bélgica Endémico Voluntario Marcadoras (vivas o inactivadas)

Francia L . Convencionales y marcadoras
Endémico Voluntario . ) .
Holanda (vivas o inactivadas)
Polonia Endémico No Marcadoras (inactivadas solamente)
Irlanda Endémico No Marcadoras (vivas o inactivadas)
Espafia .
- - - Convencionales y marcadoras
Reino Unido Endémico No . ) .
. (vivas o inactivadas)
Grecia

Tabla 2: Estatus de los paises de la UE respecto a BoHV-1 (Franken, 2008; Beer y Koenig, 2008;
Cavirani, 2008).

Como se menciond previamente, si bien BoHV-1 es un patdgeno que se encuentra
diseminado por todo el mundo, existen diferencias en la prevalencia e incidencia debido a la
ubicacion geografica de la regidn en cuestidn y a las condiciones de crianza de los animales (tipo

de produccion) (Ackermann y Engels, 2006).

Diversos trabajos han estudiado los factores que constituyen un riesgo para la infeccion
con BoHV-1. Algunos de estos factores, tales como la edad, el sexo (las hembras son mas
susceptibles que los machos), el tamafo del rebafio y la carga animal, fueron caracterizados
exhaustivamente (Boelaert et al., 2005; Solis-Calderon et al.,, 2003; Vonk Noordegraaf et al.,
2004). Asimismo, se reportaron como factores importantes para el contacto directo de animales (y
consecuentemente el contagio de BoHV-1), la adquisicién o compra de animales y la participacion
de los mismos en eventos especiales (van Schaik et al., 2002, 2003). En el estado de Parang,
Brasil, un estudio reciente identifico a los establecimientos productores de carne, con historia de
abortos, el uso de servicio natural, la produccién en campos arrendados y el ingreso de animales

como los de mayor riesgo (Dias et al., 2008).

La capacidad de establecer latencia y reactivar de BoHV-1 posee un gran impacto
epidemioldgico, ya que ocasiona el mantenimiento del virus en la poblacion bovina. Los animales
latentemente infectados (carriers) pueden reactivar el virus y re excretarlo bajo la accién de ciertos
estimulos tales como parto (Thiry et al., 1985a, 1987), apareamiento, transporte (Thiry et al.,

1987), coinfecciones (Thiry et al, 1985b), introduccion de vaquillonas en un grupo de vacas

23



Introduccion

lecheras, y consecuentemente infectar animales negativos. Por lo tanto, los animales carriers
deben ser identificados en el marco de un programa de control de la infeccion. La identificacion de
los mismos se realiza mediante la deteccién de anticuerpos anti BoHV-1; sin embargo, los
anticuerpos adquiridos pasivamente (por el calostro) pueden interferir en la respuesta humoral
luego de la infeccion (Lemaire et al., 1995, 2000a; Bradshaw et al., 1996). Por lo tanto, es

necesario desarrollar otras técnicas que permitan detectar a los animales latentemente infectados.

Otro tema de importancia en la epidemiologia de BoHV-1 es la capacidad de este virus de
traspasar la barrera de especies. Existen evidencias de campo y experimentales que sugieren la
infeccion de diversas especies de rumiantes con BoHV-1; sin embargo, no hay indicios claros de
gue estas especies actlen como reservorios del virus (Ackermann et al., 1986). En situaciones
naturales, se han detectado ovejas y cabras con infecciones agudas y latentes por BoHV-1 (Tolari
et al., 1990), pero no tendrian un rol importante en la transmision del virus a los bovinos (Hage et
al., 1997). A su vez se han detectado anticuerpos contra BoHV-1 en muchas especies de rumiantes
a campo (Thiry et al., 2006). Se han reportado infecciones experimentales con establecimiento de
latencia de ovejas, cabras y bufalos con BoHV-1 (Wafula et al., 1985; Engels et al., 1992;
Lehmkuhl et al., 1985; Six et al., 2001; Scicluna et al., 2009), mientras que los ciervos colorados
presentan una susceptibilidad limitada (Thiry J et al., 2006; Reid et al., 1986). Por otra parte, los
bovinos son susceptibles a infecciones por BuHV-1 (Bubaline herpesvirus 1), CpHV-1 (Caprine
herpesvirus 1), CvHV-1 (Cervid herpesvirus 1), CvHV-2 (Cervid herpesvirus 2) y EIkHV-1 (Elk
herpesvirus 1) (Deregt et al., 2005; Ackermann et al., 1986; Six et al., 2001; Reid et al., 1986). Se
demostro la reactividad seroldgica cruzada entre estos virus y BoHV-1, pudiendo conducir a
diagndsticos erroneos e interferir con los programas de control y erradicacion de BoHV-1 (Thiry et
al., 2008).

En cuanto a especies que puedan ser utilizadas como modelo de infeccion, los conejos
pueden ser infectados por via intranasal e intraconjuntival desarrollando signologia caracteristica
(Valera et al., 2008; Meyer et al.,, 1996), mientras que los ratones no son susceptibles a la
infeccion. Recientemente, se desarrollaron ratones genéticamente modificados que son altamente
susceptibles a la infeccion con BoHV-1, ya que no producen los receptores de INF-a/B o de INF-y

asi como tampoco generan linfocitos B y T maduros (Abril et al., 2004).

1.C. Ciclo de replicacion viral

La infeccion de células permisivas por BoHV-1 se inicia con el proceso de ingreso, el cual
ocurre en tres etapas. La primera interaccién involucra el pegado labil entre las glicoproteinas
virales (gB y/o gC) y los glicosaminoglicanos celulares (Okazaki et al., 1991, 1993, 1994; Li et al.,
1995; Liang et al., 1992, 1993; Mettenleiter et al., 2002). Luego, se produce la unién estable de la
glicoproteina D (gD) a un receptor celular (Campadelli-Fiume et al., 2000; Spear et al., 2003).

Finalmente, la fusion de la membrana celular con la envoltura viral lleva a la entrada definitiva del
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virion (Wild et al., 1998). Este proceso es mediado por las glicoproteinas gB (Gerdts et al., 2000),
el complejo formado entre las glicoproteinas gH/gL (Meyer et al., 1998; Schroder y Keil, 1999) y
gD (Liang et al., 1995; Reske et al., 2007). El mecanismo de fusiéon no estd aun completamente
dilucidado, excepto el hecho de que la unidn de gD con receptores especificos debe ocurrir

previamente a la fusién (Spear et al., 2006).

Segun estudios realizados con HSV-1, una vez dentro del citoplasma las capsides son
transportadas al nucleo a través de la union a la dineina de los microtibulos (Sodeik et al., 1997).
En esta unién participarian las proteinas del tegumento UL34 y UL31 (Ye et al., 2000, Dhoner et
al., 2002; Reynolds et al., 2004) y/o VP26 (Antinone et al., 2006). La entrada del ADN viral al
nucleo ocurre a nivel de los poros de la envoltura nuclear, donde las capsides liberan el ADN. En
cuanto el ADN ingresa al nucleo, éste se circulariza sin necesidad de expresion de proteinas virales
(Garber et al., 1993; Fraefel et al., 1993).

Mientras las capsides son transportadas al nlcleo, las proteinas del tegumento son
vertidas en el citoplasma, donde tendrian un rol importante en las etapas tempranas de la
infeccion. La proteina VP8 es la mas abundante de BoHV-1 (Carpenter et al., 1991; van Drunnen
Littel-van der Hurk et al., 1995) y se dirige hacia el nlcleo gracias a una secuencia de localizacion
nuclear (Zheng et al., 2004). Para HSV-1, se sugiere que esta proteina tiene la capacidad de unirse
a ARN, co-localiza en el ntcleo con bICP4, el principal transactivador viral y se probd /n vivo que se
une al menos a un transcripto viral, bICPO (Donnelly et al., 2007). Otra proteina del tegumento es
el producto del gen UL41, responsable en BoHV-1 de la supresion de la sintesis de proteinas
celulares (Koppers-Lalic et al., 2001) mediante la degradacion de los ARNm. La proteina VP16,
conocida también como a-TIF (factor transactivador de genes a) es la responsable de la iniciacion
de la transcripcion de genes de BoHV-1, transactivando a los genes inmediato-tempranos
(inmediate early, 1IE) (genes a). Sin embargo, no todas las proteinas del tegumento se desprenden
de la capside durante el ingreso y se demostré que al menos los productos de los genes UL36,
UL37 y US3 se mantienen asociados a la capside hasta su anclaje a la membrana nuclear (Granzow
et al., 2005).

La expresion de genes de BoHV-1 esta regulada temporalmente a lo largo de la infeccion
(Wirth et al., 1989). Durante la cascada de transcripcion se pueden distinguir tres grupos de genes
virales dependiendo del momento de la infeccién en la cual se expresan: los genes a o genes IE
(immediate early), los genes B o genes tempranos (early, E) y los genes y o genes tardios (/ate, L),
que codifican proteinas involucradas principalmente en la regulacion del ciclo viral, en la replicacion

del ADN viral y en la morfogénesis de nuevos viriones, respectivamente.

La transcripcion de los genes IE es iniciada por un complejo formado por VP16 y proteinas
celulares que se unen a una regidon de las secuencias promotoras de las dos unidades
transcripcionales IE (transcriptional units, 1Etul y IEtu2) de BoHV-1 (Misra et al., 1994, 1995;
Wirth et al., 1991). La IEtul codifica las proteinas bICPO y bICP4 (Fraefel et al 1994; Schwyzer et

al., 1993; Zhang et al., 2005). El transcripto viral circ surge de la activacion del promotor de IEtul
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presente en la unién del genoma circularizado de BoHV-1 (Fraefel et al., 1993). IEtu2 codifica la
proteina bICP22. Estas tres proteinas, una vez producidas en el citoplasma, son importadas al
nucleo donde induciran la disminucidn de la expresidn de los genes a y activaran la expresiéon de

los genes By y.

Las proteinas codificadas por los genes B presentan su pico de expresion entre las 4 y 8
horas post infeccion (hpi). Las mismas estan implicadas en el metabolismo de nucleétidos y en los
eventos ligados a la replicacion del ADN viral. Esta Ultima da origen a la formacion de
concatémeros, una gran molécula de ADN constituida por muchos genomas ligados

covalentemente cabeza-cola (Schynts et al., 2003b).

En cuanto a los genes vy, existen dos grupos: los genes yl o tardios precoces, que
presentan una expresion aumentada por la sintesis del ADN viral; y los y2, o tardios propiamente
dichos, en los cuales la expresion es totalmente dependiente de la sintesis de ADN viral. Las
proteinas estructurales (capside, tegumento, envoltura), codificadas por los genes y, se producen
en gran cantidad en el citoplasma o en el reticulo endoplasmatico. Algunas de ellas migran hacia el
nucleo donde se ensamblaran para formar las nuevas capsides. Estos genes asimismo codifican
para las glicoproteinas virales: las glicoproteinas B, D, H, K y L, las cuales son esenciales para
lograr una infeccién productiva en cultivo de tejidos y para la entrada de particulas virales
extracelulares a las células; las glicoproteinas C, E, I, G, M y N (UL49,5) son consideradas como no

esenciales (revisado por Dingwell et al., 1995; Davison et al., 2002).

El ensamblaje de las capsides y el empaquetamiento del ADN ocurren en el nucleo de las
células infectadas. Este proceso es muy complejo e involucra diversos pasos ordenados: el
ensamblaje de los 162 capsdmeros ocurre sobre un esqueleto de proteinas (Homa y Brown, 1997);
luego, el ADN concatemérico es clivado en unidades gendmicas por un complejo mecanismo y se
empaqueta en la capside simultdneamente con el desprendimiento de la misma de la estructura
proteica de andamiaje (Klupp et al., 2006; Schynts et al., 2002), lo cual estabilizaria las capsides
virales (Roos et al., 2009).

La maduracion vy la salida de los viriones del nlcleo se producen luego de la encapsidacion
del genoma viral. Se han sugerido diversas hipotesis para explicar los mecanismos involucrados en
el trayecto que realizan los viriones para atravesar la barrera nucleo citoplasmatica asi como la
adquisicion del tegumento y la envoltura. La primer hipdtesis propone que los viriones conservan la
envoltura adquirida en la membrana nuclear interna durante todo el trayecto a través del reticulo
endoplasmatico y el aparato secretorio hasta el exterior celular (modelo luminal) (Campadelli-
Fiume et al., 1991; Enquist et al., 1998). El segundo modelo es el de envelopment-deenvelopment-
reenvelopmenty es actualmente el mas aceptado (revisado en Mettenleiter, 20063, b) (Figura 4).
En este modelo, la envoltura primaria es adquirida cuando las capsides conteniendo el ADN
“brotan” por la membrana nuclear interna hacia el espacio periplasmico (envelopment). Luego, se

fusiona la envoltura primaria con la membrana nuclear externa, traslocando las capsides desnudas
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al citoplasma (de-envelopment). Una vez en el citoplasma las capsides adquieren el tegumento
maduro y la envoltura final (con las glicoproteinas insertas) al ingresar por brotacion a vesiculas
del trans Golgi (reenvelopment) (Mettenleiter, 2002, 2004; Granzow et al., 2001). Recientemente,
se ha propuesto un nuevo mecanismo tanto para HSV-1 como para BoHV-1 (Wild et al., 2005;
Leuzinger et al., 2005). Estos trabajos sugieren que las capsides desnudas salen del nicleo por
poros “ensanchados” y adquieren la envoltura al ingresar a las cisternas del Golgi o vacuolas
derivadas del Golgi (Wild et al., 2005; Leuzinger et al., 2005). En todos los casos, las vesiculas del
Golgi conteniendo viriones maduros son trasportadas hacia la membrana plasmatica y luego de
fusionarse la membrana de la vesicula con la membrana celular, se liberan los viriones al medio

extracelular.

El proceso secuencial (envelopment- deenvelopment-reenvelopment) de egreso viral en la
morfogénesis de los viriones ocurre en compartimientos subcelulares distintos e involucra distintas
proteinas virales (revisado en Mettenleiter, 2006). Asi, en la adquisicion de la envoltura primaria es
necesaria la interaccion entre UL31 y UL34, que forman parte de los viriones primarios pero estan
ausentes en las particulas maduras (Fuchs et al., 2002). En ausencia de UL31 y UL34, las capsides
intranucleares no alcanzan la membrana nuclear interna para comenzar el proceso de adquisicion
de la envoltura primaria, y la fosforilacion de UL31 por US3 es necesaria para esto en HSV-1 (Mou
et al., 2009). La proteina US3, presente tanto en viriones primarios y maduros de PRV (Granzow et
al., 2004) y HSV-1 (Reynolds et al., 2002) esta involucrada en la pérdida de esta envoltura
primaria, ya que en su ausencia viriones envueltos se acumulan en el espacio perinuclear (Klupp
et al., 2001). En HSV-1, las glicoproteinas gB y gH actian de manera redundante para promover la
fusion entre la envoltura primaria viral y la membrana externa nuclear, ya que en ausencia de
ambas los viriones se acumulan en el espacio perinuclear. La fosforilacion de la cola citoplasmatica

de gB por parte de US3 seria el evento central del proceso de fusién en HSV-1 (Wisner et al.,

2009).
.

- ) mig——
- g e
-

A

I

Goigp AgpaIE ‘a;:_ \
e, W

_—
'
f
Cytoplasm il € L ee—
f A aes” ki
f seCmmlany; t
2 T
Endnpbﬂ_nc'—'_'*"#’“_g_, ) Bt oI .

“‘xf;r':,; rﬂiﬂ* ‘ @“&
T ; = :
AR

Percians

Figura 4. Esquema del modelo “envelopment-deenvelopment-reenvelopment” de egreso de
herpesvirus. Figura y leyenda extraidas de Mettenleiter, 2002.
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Luego de la fusion entre la envoltura y la membrana nuclear externa, las nucleocapsides
son liberadas al citoplasma, donde se comprobd que llevan las proteinas UL36, UL37 y US3 (Fuchs
et al., 2002). La adquisicion del resto del tegumento y la envoltura secundaria por brotacion en
vesiculas del sistema trans Golgi depende de la interaccion de varias proteinas virales, muchas aun
no estudiadas. En el sistema de trans Golgi se incorporan otras dos proteinas del tegumento (UL11
y UL49). UL49 interactda con la cola citoplasmatica de gE y gM en PRV (Fuchs et al., 2002) y gH
en HSV-1 (Gross et al., 2003) y su ausencia produce la acumulacion de capsides en el citoplasma
(Brack et al., 1999, 2000), lo mismo ocurre luego de la delecion de UL11 y gM en PRV (Kopp et al.,
2004) y en HSV-1 (Leege et al., 2009). En HSV-1, este fenotipo se observé luego de la delecion
tanto de gE como de gD (Farnsworth et al., 2003), mientras que la delecion de sélo una de estas
proteinas no mostrd alteraciones en la adquisicion de la envoltura secundaria y egreso de los
viriones (Lee et al., 2009). La proteina UL48 podria ser central en esta etapa de maduracion en
PRV y HSV-1 y se ha comprobado su interaccién con UL46, UL47, UL41, UL49 (Mettenleiter, 2002).
La proteina UL48 interactia con UL3,5 en BoHV-1 y PRV y la ausencia de esta ultima impide el
egreso viral (Lam et al., 2000, 2004; Fuchs et al., 2007). Asimismo, la interaccion entre la proteina
UL20 y la gK estaria involucrada en la maduracién (Fuchs et al., 1997) aunque para HSV-1 esta
interaccion no seria necesaria y solo la UL20 estaria involucrada en la adquisicion de la envoltura

secundaria (Melancon et al., 2007).

Finalmente, la adquisicion de la envoltura secundaria y el direccionamiento a las
membranas de las células infectadas se produce por la accién de glicoproteinas virales que se
encuentran en las membranas de las vesiculas derivadas del aparato de Golgi de manera ain no
esclarecida, aunque se supone que existe cierta redundancia en la participacion de las distintas

glicoproteinas en este proceso.

1.D. Patogenia

Entrada, infeccion aguda y diseminacion

La puerta de entrada natural de BoHV-1 la constituyen la cavidad nasal, orofaringe y la
conjuntiva ocular, asi como la vagina y el prepucio del bovino, siendo el contacto directo la forma
de contagio mas comun. La infeccién respiratoria se produce por el contacto nariz con nariz entre
los animales aunque la transmision por aerosoles ha sido reportada (Mars et al.,, 2000b). La
infeccion genital ocurre cominmente durante la monta pero también puede transmitirse mediante
semen contaminado utilizado en inseminacidn artificial (Parsonson y Snowdon, 1975; Grom et al.,
2006; Eaglesome y Garcia, 1997; van Oirschot, 1995).

El mecanismo molecular responsable del tropismo del virus por las células epiteliales de las

mucosas respiratoria y genital no ha sido aun dilucidado. La glicoproteina C podria ser la
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responsable de la primera interaccién entre le virus y la célula del hospedador, aunque esto no ha
sido establecido para BoHV-1 ya que los virus deleteados en el gen gCretienen la virulencia en el
bovino (Kaashoek et al., 1998). Sin embargo, diferencias encontradas entre la secuencia
nucleotidica de gC de los subtipos 1.1 y 1.2 de BoHV-1 (Rijsewijk et al., 1999a) podrian explicar los
distintos tropismos de estos subtipos en las infecciones naturales, aunque experimentalmente se
ha demostrado que ambos pueden replicar eficientemente en células del epitelio genital y
respiratorio (Miller et al., 1984; Smith et al., 1980; Edwards et al., 1991) tal como es el caso de
HSV-1y 2 (Gerber et al., 1995).

Luego de ingresar, el virus se multiplica activamente en las células epiteliales de las
mucosas respiratoria y genital y en las tonsilas durante aproximadamente cinco dias. Como
consecuencia se producen nuevos viriones y la muerte de las células infectadas. Asi aparece la
patologia tipica de la infeccion primaria y se produce el pico de excrecién viral, descendiendo hacia
los 10-12 dias aproximadamente. La replicacion local y destruccion de las células infectadas daran
origen a las lesiones tipicas de la infeccién viral con BoHV-1 en bovinos, como por ejemplo

vesiculas en la piel y Ulceras en mucosas, lesiones en tracto respiratorio superior y genital.

Luego de un ciclo de multiplicacion viral en las células epiteliales del portal de entrada, las

particulas virales se diseminaran de tres maneras diferentes: local, por viremia y neuronal.

La diseminacion local se produce por dos vias diferentes: la propagacion extracelular,
donde las particulas virales producidas son liberadas al medio extracelular y se diseminan hasta
encontrar una célula susceptible; y, la diseminacion célula a célula, en la cual las particulas virales
pueden pasar directamente de una célula infectada a una célula adyacente. El pasaje de célula a
célula puede ocurrir por formacion de sincicios debido a la fusion de la membrana plasmatica de la
célula infectada con la membrana plasmatica de las células adyacentes no infectadas (Turner et
al., 1998). Se ha demostrado que las glicoproteinas B, D, H y L de HSV-1 son necesarias y
suficientes para la fusion de membranas (Turner et al., 1998). Otro mecanismo de pasaje del virus
de una célula a otra es a través de las uniones celulares. En este caso, se requiere de la
participacién de un gran repertorio de proteinas virales: gE, gG, gl gB, gD, gH y gL (Muylkens et
al., 2003; Nakamichi et al., 2000). Este mecanismo sera abordado en mayor profundidad mas
adelante. Finalmente, un mecanismo adicional de pasaje entre células estudiado en Prv es el de la
formacion de proyecciones celulares inducidas por la proteina quinasa viral Us3 que comunican

células distantes entre si (Favoreel et al., 2005).

La diseminacion por viremia podria ocurrir en infecciones con BoHV-1, como es el caso de
la enfermedad sistémica mortal en terneros seronegativos (Mechor et al., 1987; Higgins et al.,
1986) o el aborto en vacas prefiadas (Miller et al., 1991). Recientemente se presentaron datos que
indicarian, luego de analizar fetos bovinos abortados, que el acceso del virus se habria producido
via hematdgena (Crook et al., 2009). Existen evidencias sobre la circulacion libre del virus ya que
se lo ha aislado de suero de animales infectados experimentalmente por via intranasal (Kaashoek

et al., 1996a). Asimismo, es posible que ocurra una viremia asociada a células linfoides ya que se
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demostrd /n vitro que BoHV-1 infecta leucocitos de sangre periférica (Hanon et al., 1996) Sin
embargo, la diseminacion asociada a células es controversial porque si bien se ha detectado la
presencia de ADN viral por PCR en linfocitos de sangre periférica, no se logro aislar el virus (Fuchs
et al., 1999; Mweene et al., 1996).

Luego de la infeccién inicial de los tejidos periféricos, las particulas virales nuevas invaden
el sistema nervioso periférico a través de las terminaciones axonales de las neuronas sensitivas de
la regidn infectada. De esta forma, se establece una infeccion latente de por vida, que, bajo ciertas
condiciones, puede reactivarse y producir una reinfeccion del tejido periférico. Dependiendo de la
especie viral en cuestion, de la virulencia de la cepa y de caracteristicas del hospedador implicado
(especie, edad, estado inmunoldgico), luego o durante la replicacién viral en el SNP, la infeccién se
disemina hacia el sistema nervioso central (SNC) causando infecciones letales (Enquist et al., 1998,
2002). Las mucosas orofaringea y nasal son inervadas principalmente por ramas de los nervios
craneales trigémino y olfatorio. Estos dos nervios constituyen las vias mas comunes de acceso al
SNP. Si el ingreso del virus fue por via genital, este replica en las mucosas vaginal y prepucial,

estableciendo latencia en los ganglios sacros.

Los alfaherpesvirus que infectan células diferenciadas no replicativas tales como las
neuronas, han evolucionado de manera de adquirir un arsenal enzimatico necesario para la
multiplicacion viral dentro de las células en reposo (Muylkens et al., 2003). El gen UL23, codifica
para el complejo heterodimérico de la timidina quinasa (TK). Esta enzima fosforila a la
deoxitimidina generandose el producto necesario para la sintesis de DNA en las células quiescentes
(Roizman vy Pellet, 2001). Los inhibidores competitivos de la TK son la base de la creacién de los
compuestos antivirales de los herpesvirus (revisado en Field et al., 2006). Las cepas TK- de BoHV-
1 y PrV resultaron ser menos virulentas que las cepas salvajes (Ferrari et al., 2000; Kaashoek et
al., 1996a), sin embargo, la cepa BoHV-1 TK- conserva su capacidad neuroinvasiva, de modo que
es capaz de establecer latencia y reactivarse (Whetstone et al., 1992). Las mutantes de delecion
de los genes UL39 y UL40 (codifican para la ribonucledtido reductasa) de PrV son avirulentas luego
de la administracién intranasal en cerdos (De Wind et al., 1993). Un estudio clinico realizado en
bovinos con cepas mutantes de BoHV-1, demostro la importancia de la dUTPasa en la patogenia

de la rinotraqueitis infecciosa bovina (Liang et al., 1997).

Latencia y reactivacion

Los alfaherpesvirus poseen la capacidad de establecer latencia en neuronas de ganglios
sensoriales (ganglios trigémino y sacro), aunque se ha demostrado la existencia de ADN viral en
diversas regiones del SNC vy tonsilas (revisado por Vogel et al., 2003). Durante la latencia no se
produce virus infeccioso, y solo bajo ciertos estimulos esta situacién sera revertida induciéndose la
reactivacién del virus y la re-excrecién del mismo en el sitio inicial de infeccion (Sheffy y Rodman,
1973).
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Los procesos de latencia y reactivacion son de fundamental importancia a nivel de la
virulencia y la patogenia de los alfaherpesvirus dado que el genoma viral latente no puede ser
eliminado del hospedador infectado (Muylkens et al., 2003), de modo que un hospedador
latentemente infectado constituye un reservorio natural del virus. Asimismo, se han reportado
casos de latencia doble: neuronas humanas latentemente infectadas con HSV-1 y VZV (Theil et al.,
2003) y bovinos con 2 cepas de BoHV-1 (Whetstone y Miller, 1989) o con BoHV-1 y BoHV-5
(Campos et al., 2009). Hasta el momento no se ha reportado la existencia de una cepa de BoHV-1

que no establezca una infeccidn latente en ganglio trigémino (GT).

El ciclo de latencia-reactivacion puede ser dividido en tres etapas principales:
establecimiento, mantenimiento y reactivacién (Jones, 2003; Jones y Chowdhury, 2007). El
establecimiento de la latencia ocurre durante la infeccion aguda que comienza en las células de las
mucosas, con una cascada muy regulada de transcripcion de genes virales que lleva a la activacion
de caspasas y p53 y produce altos niveles de muerte celular programada (Winkler et al., 1999,
Devireddy y Jones, 1999). Las particulas virales entrarian a las terminales de las neuronas
sensitivas distribuidas en el epitelio, ganando acceso al SNP mediante pasaje célula a célula
(Enquist et al., 1998). Si la infeccidon se inicid a través de la cavidad oral, nasal o conjuntival, el
sitio de latencia lo constituyen los cuerpos de las neuronas sensitivas del GT, a donde llega el virus
mediante transporte asociado a microtlbulos a través de los axones. Asi, durante los cinco
primeros dias post infeccion (dpi), pueden detectarse altos niveles de expresion de genes virales
(Schang y Jones, 1997) y virus infectivo en GT (Inman et al., 2002). Luego, la deteccion de
transcriptos o particulas virales se detiene, pero se puede detectar genoma viral en GT (Mweene et
al., 1996; van Engelenburg et al., 1995a; Meyer et al., 2001). El periodo en el cual se deja de
detectar virus infeccioso y expresion de genes virales pero con presencia de ADN viral en GT se

considera como el establecimiento de la latencia (Jones y Chowdhury, 2007).

La etapa de mantenimiento de la latencia dura toda la vida del hospedador y se define
como el periodo donde no se detectan particulas virales infecciosas por aislamiento viral (Jones,
2003). El genoma viral "en latencia" esta presente en forma de episoma circular (Rock y Fraser,

1983, 1985) y esta asociado a histonas celulares (Deshmane et al., 1989).

La etapa de reactivacion se inicia luego de que ciertos estimulos externos (por ejemplo,
estrés e inmunosupresion) inducen la expresion de genes virales. Hasta el momento no se ha
definido si la neurona que realiza la reactivacion sobrevive y mantiene la latencia, o si muere como
consecuencia de la infeccion productiva del virus (Jones, 2003). La reactivacion de los
alfaherpesvirus produce enfermedades recurrentes y transmisién del virus a hospedadores
susceptibles. Aunque la reactivacion de la infeccion latente por BoHV-1 no ocasiona, en general,
una recurrencia de la enfermedad clinicamente significativa, tiene como consecuencia la dispersion
viral en el rodeo y suele ser el origen de un cuadro mas severo de neumonia, en la cual la
infeccién viral predispone a la patogenicidad de bacterias comensales del aparato respiratorio

bovino (Jones y Chowdhury, 2007).
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En el mecanismo de regulacién del ciclo de latencia-reactivacién esta presente la accion de
dos transcriptos virales: el transcripto del gen LR (/atency related) y del ORF-E. El transcripto del
gen LR es el primer transcripto viral expresado en neuronas y ha sido detectado en GT a las 24 hpi
mientras que no se detectd la expresion de genes IE o E a estos tiempos tempranos (Devireddy y
Jones, 1998). El transcripto LR jugaria un rol central en el resultado de la infeccién viral en
neuronas. El gen LR se transcribe en grandes cantidades en neuronas (Rock et al., 1987, 1992;
Kutish et al., 1990) y es antisentido al gen AICPO. La expresion del gen LR estaria regulada por
factores dependientes del tipo celular ya que se observé que la ubicacion del sitio de inicio de la
transcripcion de LR durante la infeccion litica se encuentra rio abajo del sitio de inicio de la
transcripcién durante la infeccion en GT (Bratanich et al., 1992a; Hossain et al., 1995). El gen LR
contiene dos ORF (ORF-1 y ORF-2) y codifica para dos productos que promueven el
establecimiento de la latencia inhibiendo la apoptosis (Ciacci-Zanella et al., 1999; Delhon et al.,
2003; Henderson et al., 2004). Asimismo, el ARN LR es necesario para inhibir la infeccion
productiva, bloqueando la expresién de genes virales mediante la inhibiciéon de la expresidon del gen
bICPO (Bratanich et al., 1992b; Geiser et al., 2002; Schang et al., 1996) y la proliferacion celular,

impidiendo el ingreso a la fase S del ciclo celular (Schang et al., 1996; Geiser y Jones, 2005).

La expresion tanto del ORF-1 como del ORF-2, asi como la presencia de sus productos, ha
sido detectada en las neuronas de GT de animales latentemente infectados (Meyer et al., 20073;
Hossain et al., 1995, Jiang et al., 1998). Se demostrd recientemente que el producto del ORF-2
posee actividad anti-apoptdtica en células de neuroblastoma murino transfectadas (Shen y Jones,
2008). Se determind que ORF-1 interactia con un factor de transcripcién celular (Meyer et al.,
2007b) y que a su vez este factor estimula la infeccion productiva asi como la reactivacion del
estado latente cooperando con aTIF para activar la funcién promotora del IEtul (Meyer y Jones,
2009). Adicionalmente, se comprobé que el tratamiento con dexametasona de animales
latentemente infectados induce la expresion de estos factores de transcripcion celulares que
estimulan la actividad de bICPO, aunque esto no necesariamente culmine en la expresién de genes
tardios ni en la reexcrecion viral (Workman et al., 2009). A su vez, se detecto la expresion de una
proteina de fusidon entre el ORF 1 y 2 (Devireddy et al., 2003; Jiang et al., 2004) a los 7 dpi (7d
cDNA) que interactla con dos proteinas pro-apoptoticas (Meyer et al., 2007b). Esto impediria la
muerte programada de neuronas mediada por linfocitos T citotdxicos (Jones y Chowdhury, 2007),

contribuyendo al establecimiento de la latencia.

El ORF-E es un marco abierto de lectura presente dentro de la secuencia promotora del
gen LR, es “antisense’ al transcripto LR y se encuentra rio abajo del ORF de bICPO. El transcripto
del ORF-E se expresa en células con una infeccion productiva y en el GT de animales latentemente
infectados (Inman et al., 2004). El producto del ORF-E es detectado en los nucleos de estas
neuronas del GT con un suero policlonal y produce proyecciones de tipo neuriticas en células de
neuroblastoma de raton transfectadas de manera estable con vectores que expresan ORF-E, lo
cual estimularia la restauracién de las funciones neuronales luego de la infeccién contribuyendo al

establecimiento y mantenimiento de la latencia (Perez et al., 2007).
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Se han realizado varios estudios in vivo para determinar el rol del gen LR durante las
infecciones aguda vy latente. De esta forma, bovinos infectados con un virus que no expresa el LR
desarrollaron un cuadro clinico mas benigno, con excrecién viral nasal y ocular reducida y menor
aislamiento de virus de tonsilas y GT que el virus salvaje (Perez et al., 2005; Inman et al., 2001).
En GT se detectdé menor cantidad de ADN viral (Inman et al., 2002) pero mayores niveles de
apoptosis hacia el final de la infeccion aguda (Lovato et al., 2003). Luego de un tratamiento
inmunosupresor con dexametasona que indujo la reactivacion y reexcrecion viral en los bovinos
infectados con el virus salvaje, no se detectd reexcrecion del virus mutante (Inman et al., 2002).
Estos resultados indican que el gen LR esta involucrado en la reactivacion viral en bovinos. El rol

del ORF-E en este proceso no ha sido aun estudiado.

Aunque el principal sitio de latencia de BoHV-1 asi como de otros alfaherpesvirus son las
neuronas del GT, pueden establecerse infecciones latentes o persistentes en sitios no neurales. Se
ha detectado genoma viral en tonsilas (Winkler et al., 2000, Perez et al., 2005), células de sangre
periférica (Fuchs et al., 1999), linfonddulos y bazo (Mweene et al., 1996), alin en ausencia de virus
infeccioso. El transcripto LR no es detectado de manera abundante en tejido linfoide (Winkler et
al., 2000) pero si en tonsilas, promoviendo la reactivacion viral en este tejido mediante la
expresion de hICPO (Perez et al., 2005). En las tonsilas de animales infectados con un virus
mutante en el cual no se expresa el gen LR, la reactivacién se bloqued luego de la expresion de
bICPO, sugiriendo que el gen LR seria el responsable de los diferentes resultados de la infeccion en

tejidos neurales y no neurales (Perez et al., 2006).

La reactivacion viral puede ocurrir luego de la exposicion a un estimulo de estrés natural
(Thiry et al., 1985b, 1987) o debido a la administracién de corticoesteroides (Sheffy y Davies,
1972). De esta forma se produce reexcrecion viral y transmision a animales no infectados,
generalmente sin manifestaciones clinicas. En las neuronas del GT la reactivaciéon involucra el
comienzo de un nuevo ciclo de replicacion viral con expresion de antigenos virales (Winkler et al.,
2002). La reactivacion con dexametasona inducida en conejos latentemente infectados con BoHV-1
mostré que sélo una pequena proporcion de neuronas reactivaba la infeccion viral (Rock et al.,
1992). La progenie viral llega a los sitios de infeccién primaria a través de los axones neuronales
(transporte anterdgrado) y se ha sugerido que el estado inmunitario luego de la infeccion primaria
0 vacunacion y la cepa viral influencian la reexcrecion viral una vez que la progenie alcanza el

epitelio de la mucosa (Muylkens et al., 2007).

Con respecto al estado inmunitario del animal, se comprobd que la respuesta inmune
adquirida luego de la infeccién natural o luego de un esquema de vacunacidén controlaria la
reexcrecion viral (Pastoret et al., 1980). Por lo tanto, intentos de reactivacion cercanos a la fecha
de primoinfecciéon no inducirian la reexcrecion viral en bovinos (Muylkens et al., 2007). Animales

con altos titulos de anticuerpos neutralizantes previos a la reactivacion no reexcretan virus luego
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de un tratamiento con dexametasona (Bosch et al., 1997). La cepa viral utilizada en la
primoinfeccion también determinaria la probabilidad de reactivacion y reexcrecion de virus. La
reactivacion experimental de siete cepas distintas de BoHV-1 demostrd que no todos los animales
infectados reexcretan virus, y que la cantidad de virus reexcretado difiere entre las cepas
estudiadas (Kaashoek et al., 1996b). Infecciones con una mutante deleteada en los genes gCy g£
establecid latencia pero no se reexcret6 luego de la administracion de dexametasona (Muylkens et
al., 2006b), mientras que si se reexcretd una cepa TK- (Whetstone et al., 1992). Una cepa de
BoHV-1.2 deleteada en los genes gCy gi, asi como dos recombinantes entre esta y BoHV-5,
establecieron latencia en GT aunque la reactivacion en este caso no fue estudiada (Del Médico
Zajac et al., 2009c). Respecto a las cepas deleteadas en el gen g£ en algunos casos se ha
reportado reexcrecion (Schynts et al., 2003a; Dispas et al., 2003) mientras que en otros no
(Franco et al., 2002b; Kaashoek et al., 1994). Esto sera abordado en mas profundidad mas

adelante.

La respuesta inmune del hospedador jugaria un rol fundamental en la regulacion del ciclo
de latencia-reactivacion, ya que la presencia de linfocitos T CD8+ productores de IFN-y previene la
reactivacion viral en neuronas de ratones latentemente infectados con HSV-1 (revisado por
Bystrickd y Russ, 2005; Divito el al, 2006). En el caso de BoHV-1, se detectaron focos de
infiltracion mononuclear en los GT de animales infectados, en los cuales se distinguen células
productoras de IFN-y en contacto cercano con cuerpos neuronales (Winkler et al., 2002). Esto
ocurre también durante la latencia, lo cual sugiere que la persistencia de células T podria regular el
ciclo de latencia —reactivaciéon (Jones y Chowdhury, 2007). El gen LR podria regular esta infiltracion
ya que se detectaron mayor nimero de focos de infiltracion en los GT de animales infectados con
el mutante LR- (Perez et al., 2006). Durante la latencia se detectan, ocasionalmente, células no
neurales que expresan antigenos virales y ADN viral, lo cual sugiere la existencia de un nivel bajo

de reactivacion espontanea (Winkler et al., 2002).

Respuesta inmune inducida, evasion de la respuesta inmune y rol de BoHV-1 en el

complejo respiratorio bovino

Una vez que se produce la infeccion viral, la primera respuesta del hospedador esta
constituida por reacciones inflamatorias y celulares no especificas (Babiuk et al., 1996; Jones y
Chowdhury, 2007). Algunos de los mecanismos no especificos son constitutivos, tal como el
sistema de complemento. Los interferones (a/B), inducidos por la replicacion del virus dentro de
las células, y otros cambios celulares producidos por la infeccién, modulan el trafico y el
reclutamiento de varios tipos de células efectoras, tales como macréfagos, neutrofilos
polimorfonucleares (PMNs) y células natural killer (NK), al sitio de infeccion (Bielefeldt Ohman et
al., 1991; Griebel et al., 1987, 1989). Estas células inducen la secrecion de “citoquinas tempranas”,
las cuales inician la respuesta inflamatoria, reclutan y activan las células inflamatorias, e inician y

regulan la respuesta inmune especifica (Campos et al., 1994; Denis et al., 1994). La respuesta
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inmune celular especifica es detectada desde el quinto dpi y alcanza la actividad maxima a los 7-10
dpi. Esta respuesta correlaciona con la recuperacion de la infeccion y es previa a la aparicion de
niveles significativos de anticuerpos (Babiuk et al., 1996; Romera et al., 2000a). Los linfocitos T
colaboradores median la lisis de las células infectadas a través de la secrecion de IFN-y e IL-2 que
activan a macréfagos y células NK, y reclutando e induciendo la proliferacion de linfocitos T
citotoxicos. La respuesta inmune humoral puede ser detectada desde el décimo dia pi
aproximadamente (Romera et al., 2000a). La respuesta de anticuerpos anti BoHV-1 es considerada
mas importante en prevenir una infeccion que en la recuperacion de la misma (Babiuk et al.,
1996). Los anticuerpos pueden neutralizar particulas virales extracelulares e inhibir su dispersion
(por ejemplo en las superficies de mucosas), y participan en la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) (Rouse et al., 1976). Asimismo, la inmunidad pasiva otorgada por los
anticuerpos calostrales de vacas inmunes a BoHV-1, es altamente eficaz en la proteccién de los

neonatos frente a la enfermedad (Mechor et al., 1987).

El sistema inmune del hospedador emplea una gran variedad de estrategias para poder
eliminar un virus, y éstos, a su vez, han desarrollado una serie de mecanismos de evasion de la
respuesta inmune de su hospedador con el objetivo de extender el periodo “ventana” para la
replicacion viral y la diseminacién de las particulas virales (Vossen et al., 2002). Asimismo, el
conjunto de factores virales responsables de la evasion del sistema inmune del hospedador
permiten al virus persistir en el mismo y establecer una infeccién latente, asi como también,
producir los efectos deletéreos concomitantes a la inmunodepresion inducida por las diferentes

funciones virales.

La primera respuesta del hospedador frente a una infeccion viral consiste en la expresion y
secrecion de los interferones (IFNs), llevando a las células a un estado antiviral y contribuyendo a
la induccion y regulacion de la subsiguiente respuesta inmune antiviral. La estimulacion celular por
IFN-a/B produce la sintesis de la proteina quinasa dependiente de ARN doble cadena (PKR). Luego
de la infeccion viral, se activa la PKR, la cual fosforila la subunidad a del factor de iniciacion de la
traduccion, elF2aq, y de esta manera, se bloquea la traducciéon del ARN viral en proteinas dentro de
la célula hospedadora. La proteina viral ICP34.5 de HSV-1 contrarresta el efecto de la PKR, ya que
desfosforila el factor eIF2a (Mossman et al., 2002). Asimismo, la proteina US11 es una proteina
gue se asocia al ARN, impidiendo la activacion de la PKR (Cassady et al., 1998). La proteina ICPO
previene la transcripcion de los genes regulados por IFN tanto en HSV-1 (Eidson et al., 2002) como
en BoHV-1 (Henderson et al., 2005; Jones y Chowdhury, 2007), a través de la inhibicién de los
factores regulatorios activados por IFN -3 (IRF-3) y IRF-7 (Lin et al., 2004).

Un segundo mecanismo del sistema inmune inespecifico, es el sistema del complemento.
La via alternativa del complemento consiste en una cascada regulada de reacciones que conducen
a la destruccion de las células infectadas por la formacion de un complejo de ataque a la

membrana. La enzima clave para la activacion de este sistema es la C3 convertasa. La
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glicoproteina C de diversos alfaherpesvirus, interfiere con esta enzima en dos niveles diferentes
(Favoreel et al., 2003). El primer mecanismo, reportado en HSV-1, PrV, BoHV-1 y EHV-1 (Fries et
al., 1986; Huemer et al., 1992, 1993 y 1995), consiste en la asociacién de la gC (a través de un
dominio central) al fragmento C3b, el cual es un componente esencial de la C3 convertasa
(Friedman et al., 1984). El segundo consiste en la interaccion del dominio N-terminal de gC con
una proteina sérica, la properding, la cual interviene en la estabilizacién de la C3 convertasa. De
esta manera, la gC acelera la degradacion de la C3 convertasa al secuestrar la properdina (Hung et
al., 1994).

Recientemente, se ha descripto un nuevo modo de inmunomodulacidon en los
alfaherpesvirus. Se trata de la interaccion viral con el sistema de quimoquinas, las cuales juegan
un rol crucial en la organizacién de las respuestas inmunitarias e inflamatorias antivirales. Los virus
han desarrollado tres estrategias que les permiten modular la accion de las quemoquinas: la
secrecion de quemoquinas homologas agonistas o antagonistas, la sintesis de receptores
homdlogos, y la secrecion de proteinas solubles que se asocian a quemoquinas. La glicoproteina G,
de gran parte de los alfaherpesvirus, representa un ejemplo de la tercer estrategia. Esta
glicoproteina, tanto en su forma secretada como expresada a nivel de la membrana plasmatica de
las células infectadas, posee la capacidad de asociar diversas quemoquinas. De esta manera,
bloquea la interaccién de la quemoquina con su receptor celular e inhibe la transduccion de
sefales y la migracion celular inducida por ella. Este mecanismo se ha demostrado in vitro en
BoHV-1, BoHV-5, herpesvirus caprino 1 (CpHV-1), herpesvirus cervino 1 (CvHV-1), herpesvirus de
reno 1 (RanHV-1), EHV-1, EHV-3 (Bryant et al., 2003) y herpesvirus felino 1 (FeHV-1) (Costes et
al., 2005; Van de Walle et al., 2009)

En cuanto a los mecanismos virales de evasion de la respuesta inmune especifica, los virus
han desarrollado distintos mecanismos para interferir en la deteccion y eliminacion de las células
infectadas por los linfocitos T citotoxicos. En este sentido, BoHV-1 ha desarrollado al menos dos
mecanismos de regulacion negativa (down regulation) de la presentacion antigénica en el contexto
del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (CMH I). Un mecanismo involucra a proteinas
homologas a UL49,5 (glicoproteina N) codificadas por miembros del género Varicellovirus. Estas
han sido descriptas para BoHV-1 (Gopinath et al., 2002; Koppers-Lalic et al., 2008; Liang et al.,
1996), PrV (Ambagala et al., 2000, 2003) y EHV-1 (Koppers-Lalic et al., 2005). La UL49,5 se asocia
con gM durante la infeccion (Jons et al., 1998; Lipinska et al., 2006) e interfiere con el
transportador asociado a la presentacion de antigenos (TAP) a nivel del reticulo endoplasmatico,
un componente clave de la via de presentacion antigénica citosdlica restringida a CMH de clase I
(Verweij et al., 2009; Lipinska et al., 2006; Jones y Chowdhury, 2007). UL49,5 de BoHV-1, asi
como de PRV, EHV-1 y EHV-4 inhiben la traslocacion de TAP. Asimismo, la UL49,5 de BoHV-1
media la degradacion dependiente de proteosoma de TAP (Lipinska et al., 2009). El segundo

mecanismo presente en BoHV-1 seria el de disminuir la sintesis de moléculas del CMH I, en el cual
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participa la proteina UL41 (junto a UL49,5). Esta Ultima ha sido identificada como una de las
proteinas responsables del shutt-off de la sintesis de proteinas celulares (Hinkley et al., 2000). Por
otra parte, se reportd que para PRV, la down regulation de CMH I se produce tanto por UL49,5
como por US3 (Deruelle et al., 2009)

Otro mecanismo para reducir la respuesta inmune celular es la destruccién de las células
del sistema inmune. En este sentido, se ha reportado la infeccion de células CD4+ por BoHV-1
(Winkler et al., 1999).

El complejo gE-gI de varios alfaherpesvirus puede actuar de receptor de la fracciéon Fc de
los anticuerpos circulantes asi como en la polarizacion de complejos inmunes sobre la membrana
de la célula infectada y su posterior secrecion o endocitosis (Favoreel et al., 1997; 2007; Johnson
et al., 1987). Asimismo, la propagacion viral de célula a célula y el transporte axonal (retrégrado)
permiten reducir al maximo la fase extracelular de los viriones y, de esta manera, se evade el
reconocimiento por los efectores del sistema inmune (Favoreel, 2008). Estos mecanismos de

evasion en los cuales intervendria la gE seran abordados mas adelante.

La infeccion por BoHV-1 incrementa la mortalidad en bovinos ya que modifica algunos
aspectos de la respuesta inmune que favorecen la enfermedad bacteriana secundaria (Yates,
1982). Uno de ellos es el dafo en el epitelio de las mucosas que reduce el clearance de particulas
en el tracto respiratorio debido a la pérdida de secrecion mucosa y células ciliadas (Tikoo, 1995).
Asimismo, la infeccién por BoHV-1 disminuye la actividad de macrdfagos alveolares, neutrdfilos y
linfocitos. (Brown el al, 1988; Warren et al., 1996, Leite et al., 2005; Winkler et al., 1999).
Respecto al sinergismo virus-bacteria, la exposicion de leucocitos a citoquinas pro-inflamatorias
liberadas en respuesta a la infeccion por BoHV-1 aumenta la severidad de las lesiones pulmonares
(Leite, 2002, 2004). El rol del estrés en la interaccién entre virus y bacterias en el tracto
respiratorio ha sido estudiado en modelos de infeccion con BoHV-1 y sobreinfeccion con
Mannheimia haemolytica (Babiuk et al., 1996) y se encontrd que el estrés estimula la expresion de
receptores ftoll-like (TLRs) y sus funciones proinflamatorias a causa de la infeccion con BoHV-1, lo
gue en parte explicaria la severidad de las lesiones producto de la infeccién bacteriana (revisado
por Hodgson et al., 2005). Todo esto, en conjunto con los mecanismos de evasion del sistema
inmune inducidos por BoHV-1 ya descriptos y aquellos propios de las bacterias, participa en la

progresion y severidad de la enfermedad respiratoria bovina.

1.E. Cuadro clinico y lesiones inducidas luego de la infeccion

La infeccion con BoHV-1 puede producir un cuadro subclinico, rinitis, conjuntivitis,
enfermedad genital, abortos, y una infeccion en el tracto respiratorio denominada complejo

respiratorio bovino o fiebre del transporte (shipping fever) (Tikoo et al., 1995). Debido a la
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inmunosupresidén ocasionada por el virus, los animales pueden sufrir infecciones secundarias
bacterianas, por ejemplo con Manhemia haemolytica, Pasteurella multocida y Haemophilus
somnus, y, en consecuencia, desarrollar neumonia. El complejo respiratorio bovino es considerado
como la enfermedad productiva mas importante que afecta al ganado bovino. Es una enfermedad
multifactorial que tiene al sistema inmune del bovino en el centro de su patogenia y en la cual
intervienen como factores predisponentes tanto las practicas de manejo asi como las interacciones

entre virus y bacterias (Duff y Galyean, 2007).

La severidad de la enfermedad causada por este virus estd influenciada por factores tales
como la virulencia de la cepa (Kaashoek et al., 1996b), factores del hospedador que le confieran

resistencia (especialmente la edad) y potenciales infecciones bacterianas concomitantes.

Las infecciones subclinicas con BoHV-1 son bastante frecuentes, y su presentacion estaria
relacionada a caracteristicas de virulencia de la cepa asi como al estado inmunitario del
hospedador. Diversas cepas de BoHV-1 poseen una baja capacidad de inducir signos clinicos y se
han clasificado como cepas de baja virulencia (Kaashoek et al., 1996b). Los cuadros de signos
leves podrian atribuirse a la inmunidad pasiva adquirida por los animales, especialmente en areas
endémicas. En este sentido, se ha demostrado que los anticuerpos calostrales son eficientes en la

proteccion contra los signos clinicos de BoHV-1 (Lemaire et al., 2000b).

El periodo de incubacion de la enfermedad es de 2 a 6 dias (Yates, 1982), luego del cual
los animales desarrollan pirexia por 4 o 5 dias (temperatura maxima de 41°C), acompanada de
apatia, sialorrea y anorexia. Las vacas lecheras presentan disminucion en su produccion durante
esos dias (Hage et al., 1998; van Schaik et al., 1999). Luego, comienzan a observarse signos
respiratorios tales como apariencia rojiza de la mucosa nasal, descarga nasal serosa a
mucopurulenta y, en casos severos, estridor traqueal, tos y disnea (Tikoo et al., 1995). Una
examinacion endoscopica de bovinos infectados con BoHV-1 reveld que el epitelio mucoso de
traquea y faringe presentaba apariencia rojiza y numerosos focos necrdticos embebidos en
exudados fibrinosos (revisado en Muylkens et al., 2007; Jones y Chowdhury, 2007). Asimismo, la
infeccion con este virus induce signos oculares tales como conjuntivitis y secrecion mucopurulenta
(Hughes et al.,, 1964; Bartha et al., 1966), que en algunos casos se asocia a la infeccion
concomitante con Moraxella bovis dando lugar a un cuadro clinico definido, conocido como

queratoconjuntivitis infecciosa bovina (Pugh et al., 1970).

Se han encontrado casos naturales de abortos por BoHV-1 en vacas gestantes en el cuarto
a octavo mes, aunque la inoculacién experimental de este virus a vacas gestantes en los primeros
tres meses también indujo abortos (Chow et al., 1964; Kendrick, 1973; Miller et al., 1986). Sin
embargo, el aborto por BoHV-1 es considerado una consecuencia de la infeccion respiratoria en
una vaca seronegativa. El virus atravesaria la barrera materno-fetal y causaria la infeccion letal del
feto, y dado que las lesiones en higado fetal son observadas en todos los casos, la ruta
hematdgena a través de las venas umbilicales seria la via de acceso al feto (Chow et al., 1964;

Owen et al., 1964; Crook et al., 2009). A pesar de encontrarse lesiones en la placenta asi como en
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diversos organos fetales, la degeneracién de la placenta seria secundaria a la muerte fetal por la
infeccion con BoHV-1 (Molello et al., 1966). Un estudio histopatoldgico detallado de abortos
inducidos experimentalmente describid que la lesién principal es la necrosis multifocal hepatica y
placentitis necrdtica, sugiriendo que la patogénesis del aborto por BoHV-1 involucra la infeccion
necrotizante del endotelio vascular de la placenta y de multiples 6rganos fetales (Rodger et al.,
2007). Hasta el momento, solo los subtipos 1 y 2a de BoHV han sido asociados con abortos (Miller
et al., 1991).

Los bovinos neonatos pueden sufrir una infeccion multisistémica luego de la infeccién
congénita con BoHV-1 antes del parto o una infeccion temprana post-natal (Mechor et al., 1987;
Higgins y Edwards, 1986; Bryan et al., 1994). Estos animales presentan salivacion excesiva y
diarrea y mueren en 4-5 dias. Las lesiones encontradas en el tracto digestivo constan de gliosis,

esofagitis y ruminitis aguda necrotizante (Tikoo et al., 1995).

El subtipo genital de BoHV-1 se transmite generalmente durante el apareamiento. La
vulvovaginitis pustular infecciosa comienza con micciones frecuentes y leve inflamacién de la
vagina que progresa a enrojecimiento y edema de la vulva para finalmente producir papulas en las
mucosa que se erosionan y pueden desarrollar Ulceras (Yates, 1982). En el toro, se observan
lesiones similares en el prepucio y pene dando origen a la balanopostitis infecciosa (van Oirschot,
1995). Si bien la infeccion estda restringida a los drganos genitales, la infeccion bacteriana
secundaria produce cuadros mas severos que pueden conducir al desarrollo de orquitis en el toro y
endometritis con descarga vaginal purulenta en la vaca (Miller y van der Maaten, 1984; Kendrick y
Straub, 1967). El impacto negativo de esta Ultima en la fertilidad de la vaca es transitorio mientras
que en los toros se pueden producir adherencias como secuela de la infeccion que comprometan la
performance reproductiva futura (Gibbs y Rweyemamu, 1977).

La lesion primaria post infeccion es la necrosis focal de las mucosas nasal, laringea,
traqueal o genital (Fulton et al., 2009). Esta lesién es probablemente la secuela directa de la
replicacion viral y el efecto citopatico producido. El animal responde con una intensa respuesta
inflamatoria local, de modo que las lesiones pueden coalescer y formar pustulas que constituyen
grandes acimulos de leucocitos. Cuando se asocian infecciones bacterianas, pueden observarse
lesiones compatibles con bronconeumonia lobar con o sin pleuritis y bronquitiolitis necrosante
(Fulton et al., 2009). En los fetos abortados se encuentran multiples focos de necrosis e infiltracion
leucocitaria, particularmente en el higado (Rodger et al., 2007). Recientemente se han descripto
lesiones de encefalitis en fetos abortados con diagndstico etiolégico confirmado de BoHV-1 (Brower
et al., 2008).

El estudio de la distribucién de virus infectivo en el bovino sugiere que BoHV-1 se disemina
a numerosos tejidos linfoides y epiteliales cercanos a la puerta de entrada rapidamente luego de la
infeccién. Sin embargo, el aislamiento de virus de los mismos es posible durante los primeros dias

ya que a la semana la cantidad de tejidos positivos decrece considerablemente (van Engelenburg
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et al., 1995a). Sin embargo, es posible detectar genoma viral en estos sitios durante un periodo

mas prolongado (Mweene et al., 1996, van Engelenburg et al., 1995a)

1.F. Diagnéstico

El diagnodstico de las enfermedades causadas por BoHV-1 puede presumirse sobre la base
de los signos clinicos, histopatoldgicos y epidemioldgicos. Sin embargo, el diagndstico definitivo
requiere la identificacion del agente (o sus componentes) y/o la deteccién de los anticuerpos
especificos que induce. En la practica veterinaria de nuestro pais, no se realiza la diferenciacion

entre BoHV-5 y 1, y entre subtipos de este Ultimo (Del Médico Zajac et al, 2009a).

En casos de abortos, cuadros nerviosos y eventualmente casos respiratorios, las muestras
(cotileddn placentario, feto, encéfalo, hisopados genitales o nasales) remitidas al laboratorio de
referencia pueden ser procesadas por aislamiento viral en cultivos celulares. El efecto citopatico en
cultivo celular consiste en agrandamiento y redondeamiento de las células asi como la formacion
de sincicios. También puede realizarse el diagndstico etioldgico usando técnicas complementarias
como la inmunofluorescencia o la inmunoperoxidasa. La técnica de PCR ha demostrado ser mas

sensible en el diagndstico de BoHV-1 a partir de semen (van Engelenburg et al, 1995b).

El aislamiento de BoHV-1 a partir de muestras de un animal no confirma que el cuadro
observado sea consecuencia de la accidn de este agente. Por lo tanto, la serologia, en especial la
seroconversion, permitira completar el diagndstico. Sin embargo, las pruebas disponibles no
discriminan entre anticuerpos vacunales y los producidos durante la infeccion. Las técnicas

utilizadas son seroneutralizacién y ELISA.

Debido a que el estado de latencia es una consecuencia de la infeccion con BoHV-1,
cualquier animal con anticuerpos debe considerarse como un portador y potencial fuente de

infeccion por la posible excrecion intermitente del virus al ambiente.

1.G. Vacunas

En regiones donde se registra un alto nimero de animales infectados con BoHV-1, la
estrategia elegida para el control de las infecciones es la vacunacion. La vacunacion debe lograr
diferentes niveles de proteccién, desde reduccién de la patogenia y la transmisiéon del virus, hasta
la prevencion y la erradicacion del mismo (van Drunen Littel-van der Hurk, 2006). Asimismo, si se
plantea como objetivo la erradicacion del virus, es necesario contar con vacunas que sean
protectivas y que permitan diferenciar animales vacunados de infectados. Para ello, se

desarrollaron vacunas marcadoras o DIVA (differentiating infected from vaccinated animals),
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basadas en subunidades virales (proteinas virales inmunogénicas) o cepas deleteadas (por ejemplo
las cepas BoHV-1 deleteadas en el gen g£) (van Drunen Littel-van der Hurk, 2006; van Oirschot,
1999).

Las vacunas para BoHV-1 se pueden clasificar en cuatro tipos: inertes (virus completo

inactivado o subunidades), vivas modificadas, génicas y basadas en vectores.

Las vacunas inertes a virus completo se producen por inactivacion con calor, tratamiento
con detergentes o inactivacion quimica. En este contexto, las vacunas inactivadas resultan ser en
general mas seguras, aunque es necesario realizar multiples aplicaciones, administrarlas con
adyuvantes que aumenten su inmunogenicidad, y de acuerdo al método de inactivacion, la
inmunogenicidad puede verse afectada (Jones y Chowdhury, 2007; Romera et al., 2000a). En la
actualidad, EEUU y paises de Latinoamérica utilizan estas vacunas convencionales de BoHV-1,
multivalentes, asociadas a otros inmundgenos involucrados en la enfermedad respiratoria o
abortigena bovina. Vacunas inactivadas a base de BoHV-1 resultaron protectivas frente al desafio

viral con BoHV-5 en terneros (Del Médico Zajac et al., 2006).

Tres glicoproteinas virales (gB, gC y gD) han sido propuestas por su inmunogenicidad,
como candidatas para su uso como vacunas a subunidades, siendo a su vez potenciales vacunas
marcadoras. Si bien las tres demostraron ser protectivas luego del desafio viral cuando se
administraron con adyuvantes efectivos, la vacuna formulada a partir de una version truncada
secretada de gD indujo mayores titulos de anticuerpos neutralizantes y redujo de manera mas
efectiva el cuadro clinico y la replicacion viral luego del desafio (van Drunen-Littel van der Hurk et
al., 1990; Babiuk et al., 1987; Zhu y Letchworth, 1996). Sin embargo, estas vacunas no han sido

probadas a gran escala y no se comercializan en la actualidad.

Las vacunas vivas modificadas se han obtenido por seleccion de aislamientos atenuados,
por pasajes seriados en cultivo de tejidos o por seleccion de variantes termosensibles. Existen
numerosos trabajos donde se han probado los niveles de proteccion de diversos tipos de vacunas
vivas modificadas frente a la infeccién con BoHV-1 (revisado por van Drunen Littel-van den Hurk,
2006; Castrucci et al., 2002a, b). Estas vacunas lograron reducir la replicacion viral, la transmision
y la severidad de la enfermedad, pero no son capaces de prevenir la infeccion (Ackermann y
Engels, 2006; Patel, 2005).

En los ultimos 15 anos se han desarrollado vacunas mediante ingenieria genética a través
de la delecion de genes virales no esenciales. Numerosas mutantes virales han sido construidas y
sus propiedades /n vivo han sido estudiadas; entre ellas, la virulencia en el hospedador natural, el
establecimiento de latencia y reactivacion, la posibilidad de transmision horizontal asi como la
inmunogenicidad y proteccion frente al desafio viral. Estudios utilizando cepas de BoHV-1 con
deleciéon de los genes que codifican para gG, gC o TK mostraron conservar su virulencia en el
bovino y reactivar del estado latente (Kaashoek et al., 1994, 1996a, 1998; Chowdhury, 1996). Los
estudios de una mutante LR- asi como de una US9- demostraron que ambos virus estaban

atenuados y no reactivaron la infeccion latente bajo condiciones experimentales (Inman et al.,
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2002; Butchi et al., 2007). Asimismo se han desarrollado numerosas cepas deleteadas en el gen g£

(gE-) que seran descriptas con mayor profundidad en la siguiente seccion.

Respecto a las vacunas gE-, varios paises de Europa han iniciado programas de control con
el objetivo de erradicar BoHV-1 basados en el uso de vacunas marcadoras formuladas a partir de
una cepa deleteada en el gen g£ (Tabla 2). Estas vacunas, inactivadas o vivas atenuadas, usadas
en conjunto con la deteccion seroldgica de anticuerpos especificos contra gE permite discriminar
animales vacunados de infectados (van Oirschot, 1997). Luego de comenzar a utilizarlas, se
describié que la cepa vacunal contenia otras deleciones ademas del gen g£ (Rijsewijk et al.,
1999b), y tras varios afios de utilizacion y comercializacion, se han planteado algunos
inconvenientes. Por un lado, los ensayos de ELISA disponibles que detectan anticuerpos anti gE
presentan una baja sensibilidad (Kramps et al., 1996; Perrin et al., 1996). Por otra parte, la cepa
vacunal se excreta luego de la administracién como vacuna viva, aun en terneros con anticuerpos
calostrales (Lemaire et al., 2000c). Asimismo, establece una infeccion latente (Lemaire et al., 2001;
van Engelenburg et al., 1995a) y se ha detectado reexcrecidon de virus vacunal bajo condiciones
experimentales (Lemaire et al., 2001; Schynts et al., 2003a) y naturales (Dispas et al., 2003). Esto
ha generado preocupacion en dos aspectos: la posibilidad de recombinacion de la cepa vacunal
con cepas circulantes y la diseminacién de la cepa vacunal en los rodeos bovinos (Myulkens et al.,
2007). Respecto al primero, se han aislado /in vitro cepas gE- que restauraron su virulencia in vivo
(Muylkens et al., 2006a, b) y se han recuperado un alto nimero de recombinantes luego de
coinfecciones bajo condiciones experimentales (Schynts et al.,, 2003a). Respecto al segundo
aspecto, si bien se ha sugerido que la posibilidad de diseminacién seria baja (Mars et al., 20003,
b), la excrecion viral luego de la vacunacion asi como la reexcrecion de virus vacunal latente han
convertido en un tema controversial el uso de esta cepa como vacuna viva (Scientific Committee

on Animal Health and Animal Welfare, European Commission, 2000).

En el marco del proyecto “Mejoramiento de vacunas contra BoHV” subsidiado por la
Agencia de Promocion Cientifica y Tecnoldgica (BID 802/0C-AR PICT 53), el grupo de trabajo en el
cual realizé este trabajo de Tesis desarrolld una cepa marcadora atenuada contra BoHV-1,
denominada BoHV-1AgEBgal. La misma fue generada por reemplazo alélico del gen codificante
para la glicoproteina E por el gen /ac z (Puntel et al., 1999; 2001; Romera et al., 2000b), utilizando

la cepa de BoHV-1.1 Los Angeles (LA) como cepa parental.

Para la construccion de la cepa BoHV-1AgEBgal se amplificaron por PCR las regiones
flanqueantes al gen gF£ con oligonucledtidos especificos, degenerados con el propdsito de
introducir sitios de restriccion para el posterior clonado. De esta manera se obtuvieron los
fragmentos izquierdo (L) (780 pb) y derecho (R) (630) pb que se clonaron separadamente en
vectores intermedios y se digirieron con endonucleasas de restriccion. Luego, los fragmentos
resultantes se clonaron secuencialmente en el vector Puc19, dando origen al vector PucLR, que fue
digerido con BamHIL. Por otra parte, el plasmido comercial pCMVP (Clontech) fue digerido con Pstl

liberando el cassette de expresion del gen /ac z de £ coli bajo el promotor inmediato temprano de
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CMV vy la secuencia de poliadenilacién de SV40. Se realizd el “rellenado” de los extremos cohesivos
tanto de PucLR digerido con BamHI como del cassette de expresion de la enzima B-galactosidasa,
y finalmente se ligé el gen marcador con el vector PucLR obteniéndose el vector de transferencia
(VT) PucLRBgal de 8,5 Kpb (Figura 5). Luego de realizar los ensayos de cotransfeccion en células
MDBK utilizando el VT y ADN viral purificado en células MDBK se obtuvo y purificd por plaqueo un
clon positivo para la actividad de la enzima B-galactosidasa (color azul en presencia del sustrato
especifico de la enzima). Este clon se caracterizd mediante amplificacion por PCR y por Southern
blot (utilizando las sondas especificas L, R y g£), confirmando la delecién del gen g£y la presencia
de las secuencias flanqueantes L y R. La ausencia de expresion de la gE se corrobord mediante un
ensayo de Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal dirigido contra dicha glicoproteina
(Puntel, 2002a). Tanto la cepa viral obtenida como el método de obtencion han sido presentadas
ante el Instituto Nacional de la Propiedad Industrial para su patentamiento (Patente: “Cepa
mutada recombinante del virus Herpes Bovino de tipo 1, Método para obtener dicha cepa,
plasmido vector y vacuna”. Acta N° 02 01 04305- USDA-2002).

Pt
ol Hn%ﬂhl 's.alll\JDTI L (734 pb)
Gaul EN
Bl
Avall g

Bstxd
Sacil

Fapl
A\-’&I-I}J: 4 Smmal
e ( Ao B-gal (4500 pb)
Sca lk\_
— )\\ “Bacl
i ;apl M 0
Ndelﬁ Drail Blamii
Mar Elg;l EcoR Sacl
Frul
Pl R (623 pb)

p " S0 phyladenylation
# CWY enhancer promoter
® splize donorfsplice acceptor PucLR B'gal (8547 pb)

Figura 5: Esquema del vector de transferencia PucLRBgal. Figura y leyenda extraidas de Puntel,
2002a.

Esta nueva cepa geneticamente modificada, administrada como vacuna inactivada o viva
fue capaz de proteger bovinos contra el desafio viral con virus BoHV-1 parental (Puntel et al.,
2001). La inmunogenicidad de la cepa BoHV-1AgERgal fue la misma con respecto a la parental
cuando se utilizd como inmundgeno inactivado inoculado por via subcutanea o intramuscular, tanto
en la respuesta humoral como celular. Asimismo, esta cepa recombinante fue protectiva frente al
desafio con la cepa BoHV-1 LA ya que disminuy6 la excrecién viral y la signologia clinica post
desafio respecto de los animales control (Romera et al., 2002; Puntel, 2002a). Se demostro que la
cepa inactivada puede ser formulada como vacuna en combinacién con otros antigenos, para la
prevencion conjunta de varias enfermedades manteniendo sus caracteristicas inmunogénicas y

protectivas (Romera et al., 2004).
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La cepa BoHV-1AgEpgal utilizada como vacuna viva indujo una respuesta inmune
especifica que resultd protectiva frente al desafio viral, inoculada por via intranasal e
intramuscular, y al ser utilizada luego de un proceso de liofilizacién (Romera et al., 2005). Ademas,
se comprobd que utilizada como vacuna viva es segura en cuanto a los riesgos de abortigenicidad
y transmisién a animales no vacunados, y completamente inocua en cuanto a la generacion de

efectos colaterales en el bovino (Puntel et al., 2001; Romera et al., 2004).

Finalmente, fue posible la diferenciacion seroldgica entre animales vacunados con la cepa
BoHV-1AgEBgal e infectados con la cepa salvaje en todas las experiencias en bovinos mediante la
utilizacion de un ELISA diferencial que detecta anticuerpos dirigidos contra la gE (Herdcheck,
IDEXX) (Puntel et al., 2002b).
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2. LA GLICOPROTEINA E (gE)

Las vacunas DIVA o marcadoras que se utilizan actualmente asi como la desarrollada en
nuestro grupo de trabajo y objeto de estudio de esta Tesis poseen deleciones del gen g£ A
continuacion se describen la estructura y funciones sugeridas para dicha proteina y las propiedades

in vitro e in vivo de las cepas delecionadas en el gen g£.

2.A. Estructura

El gen que codifica para la glicoproteina E (gen g£) se encuentra ubicado en la region US
del genoma de BoHV-1 (Leung-Tack et al., 1994) (Figura 3). La secuencia de dicho gen posee una
composicion de bases de 70,4% de G-C y un grado de identidad variable en comparaciéon con los
genes que codifican glicoproteinas homologas a gE en otros alfaherpesvirus (53,6% con PRV y
58,2% con EHV-1) (Rebordosa et al., 1994). El marco abierto de lectura codifica para un
polipéptido de 575 aminoacidos con una masa molecular estimada de 65 kDa, con dos potenciales
sitios de N-glicosilacion y dos de O-glicosilacion (Rebordosa et al., 1994; Leung-Tack et al., 1994).
El perfil de hidrofobicidad de la proteina reveld la presencia de dos regiones hidrofébicas, ambas
conteniendo secuencias compatibles con alfa hélices, una en el extremo N-terminal (posible
secuencia sefal) y otra a continuacién (posible dominio de transmembrana). Asimismo se
encontraron dos regiones ricas en cisteinas, una de ellas en el dominio extracelular (Rebordosa et
al., 1994).

Una vez sintetizada, la gE se une con la glicoproteina I (gI) en el reticulo endoplasmatico
de forma no covalente (Whitbeck et al., 1996; Yoshitake et al., 1997). La presencia del dominio
extracelular de gE, una zona rica en cisteinas, es suficiente para acomplejarse con gI (Tyborowska
et al., 2000). La fosforilacion de la cola citoplasmatica de gE en el residuo tirosina esta asociada a
su segregacion entre compartimientos celulares (Alconada et al., 1996; Shaw et al., 2000).
Asimismo, se determind por mutaciones puntuales que dos motivos basados en tirosinas de la cola
citoplasmatica de gE de PrV son responsables del agrupamiento de esta glicoproteina en la

superficie celular (capping) (Favoreel et al., 1999, Desplanques et al., 2007).

El complejo gE/gl es glicosilado en el aparato de Golgi y se sitia en la envoltura viral y en
las membranas de las células infectadas (Whitbeck et al., 1996). La masa molecular de la proteina
madura es de 92-94 kDa (Yoshitake et al., 1997; Whitbeck et al., 1996). Estudios /in vitro de
localizacién subcelular detectaron la presencia de gE en las membranas celulares laterales que
estan en contacto con células vecinas, y su ausencia de las membranas apical y basal (Nakamichi
et al., 2002). Yoshitake et al describieron que la ausencia de gl no altera esta ubicacién de gE en

las membranas (Yoshitake et al., 1997).
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2.B. Funciones in vitro

Se han encontrado proteinas homologas a gE en todos los miembros de la subfamilia
alfaherpesvirinae (Jacobs et al., 1994) lo cual sugiere que podrian tener funciones bioldgicas
importantes y comunes. El gen g£ fue clasificado como no esencial en estudios previos
(Baranowski et al., 1996; Denis et al., 1996; Schwyzer et al., 1996; Tikoo et al., 1995; Furth et al.,
1997). Esto se concluyd principalmente a partir del estudio de cepas vacunales atenuadas o
recombinantes, o por comparacién directa con genes homdlogos codificados por HSV-1. En un
estudio reciente utilizando bibliotecas de disrupcion o delecion génica, construidas a partir de un
clon infeccioso de BoHV-1, se confirmé mediante amplificacién por PCR en tiempo real que el gen

gF es no esencial para la replicacion /n vitro de BoHV-1 (Robinson et al., 2008).

Sin embargo, esta proteina esta involucrada en varios aspectos del crecimiento /in vitro de
BoHV-1. Al estudiar la replicacion de cepas de BoHV-1 con deleciones en el gen g£ se encontro
gue en las cinéticas de un Unico paso la produccién viral era similar a la de los virus parentales
(Chowdury et al., 1999; Spilki et al., 2004; Rebordosa et al., 1996; Rijsewijk et al., 1999b;
Muylkens et al., 2006a; Kalthoff et al., 2008; Trapp et al., 2003). En algunos casos a las 12 hpi se
detectaron alrededor de 10 veces mas particulas virales deleteadas que salvajes en la fraccion
extracelular, alcanzando idénticos titulos finales (Spilki et al., 2004; Rijsewijk et al., 1999b;
Muylkens et al., 2006a). Esto se ha atribuido a la limitacién que tienen las cepas gE- en el pasaje
célula a célula, por lo que la Unica manera de salida de la célula seria egresando al medio
extracelular. Dos trabajos realizados con el genoma viral clonado como un cromosoma bacteriano
artificial (BAC) y analizan variantes deleteadas en gE presentan datos de cinéticas de mudltiples
pasos con resultados no concluyentes (Trapp et al 2003; Kalthoff et al., 2008). Estudios realizados
con cepas gE- de HSV-1 no encontraron diferencias en las cinéticas de un paso excepto a las 12
hpi, donde al igual que para las cepas de BoHV-1 gE-, se encontrd6 mayor cantidad de virus gE-
que parental en la fraccion extracelular (Balan et al., 1994). Un trabajo en EHV-1 describe iguales

cinéticas de un paso para un virus deleteado en gE y la cepa parental (Tsujimura et al., 2006).

Se ha demostrado la disminucion en el tamafo de placas de lisis de diversos virus
deleteados en el gen gE£ comparado con la cepas parentales, lo cual ha sugerido que la
glicoproteina E esta involucrada en el pasaje célula a célula de BoHV-1, (Rebordosa et al., 1996;
Spilki et al., 2002; Brum et al., 2009; Trapp et al., 2003; Kalthoff et al., 2008). Si bien el dominio
extracelular de gE puede acomplejarse con gI, no es suficiente para el pasaje célula a célula, ya
gue una proteina truncada en dicho dominio forma placas de lisis similares a las de un virus con
delecion completa del gen gF (Tyborowska et al., 2000). Las funciones de la gE podrian
complementarse con las de otras proteinas virales involucradas en el pasaje célula a célula
(Muylkens et al., 2006a). En este sentido, se observd un efecto aditivo en la disminucion del

tamafio de placa de virus dobles deleteados en gE/gG o gE/VP22, lo cual sugeriria cierta
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redundancia y la utilizacion de vias independientes en el pasaje célula a célula (Kalthoff et al.,
2008; Trapp et al., 2003).

El mecanismo de pasaje de célula a célula ha sido extensamente estudiado en HSV-1
(Johnson et al., 2002) y se ha demostrado que el complejo gE/gl es necesario para que este
proceso sea eficiente tanto en células epiteliales como en neuronas (Dingwell et al., 1994, 1995,
1998; Snyder, 2008). En este pasaje la progenie viral es dirigida especificamente a las uniones
celulares de las membranas laterales de las células epiteliales polarizadas (Johnson et al., 2001). El
dominio extracelular del complejo gE/gI es necesario para el movimiento de virus a través de las
uniones intercelulares, posiblemente uniéndose a receptores que se expresan en estas (Collins et
al., 2003; Wisner et al., 2000; Polcicova et al., 2005). El dominio citoplasmatico de gE promueve la
acumulacion de gE/gI en la red de Trans Golgi (Alconada et al., 1999: McMillan et al., 2001). Aqui,
al igual que en los endosomas, HSV-1 adquiere la envoltura secundaria (Farnsworth et al., 2003;
Wisner et al., 2004). Esto ocurre a tiempos tempranos de la infeccion y luego el complejo se dirige
a las uniones celulares (Farnsworth et al., 2006). Un estudio sobre la distribuciéon subcelular de la
gE luego de la infeccion de células MDBK con BoHV-1 mostré que ésta se localiza Unicamente en
las membranas laterales en contacto con otras células, con un patron similar al de la B-catenina,
una proteina citoplasmatica que sirve de anclaje para el esqueleto de actina a las uniones
adherentes, un tipo de union intercelular. Las uniones adherentes se acumulan en las uniones

celulares durante la infeccién con BoHV-1 (Nakamichi et al., 2002).

Respecto al complejo gE/gI de PRV, hay evidencias de que estaria involucrado en el pasaje
célula a célula de particulas virales en neuronas en cultivo (Ch’'ng et al., 2005; Tirabassi et al.,
1998; Enquist et al., 1998; Mettenleiter, 2003) asi como células epiteliales (Zsak et al., 1992). El
potencial neuroinvasivo de PRV recae en la intervencion de al menos tres proteinas de membrana
no esenciales que dirigen el trasporte retrogrado del virus (trayecto hacia los ganglios sensoriales):
las glicoproteinas E, Iy la proteina Us9 (Kritas et al., 1995; Enquist et al., 2002; Brideau et al.,
2000; Card et al., 1992; Tirabassi y Enquist, 2000). En BoHV-5, un alfaherpesvirus neuroinvasivo y
neurovirulento que infecta bovinos, estas caracteristicas dependen notablemente tanto de la
expresion de gE como de la proteina Us9, ambas involucradas en el transporte viral desde la
neurona presinaptica hacia la postsinaptica (Chowdhury et al., 2000, 2002). Para EHV-1, una cepa
gE- utilizada para infectar ratones y hamsters mostrd no ser neurovirulenta aunque la
neuroinvasividad no fue estudiada (Tsujimura et al., 2006). Se ha sugerido que la habilidad de
BoHV-1 de ser transportado de manera anterdgrada (desde los cuerpos celulares del GT a las
terminaciones nerviosas de la mucosa nasal y el epitelio de las corneas) luego de la reactivacion
viral en bovinos depende de gE (Brum et al., 2009), y en especial de la cola citoplasmatica (Liu et
al., 2008), como ha sido sugerido para HSV-1 (McGraw et al., 2009; McGraw y Friedman, 2009).

En cuanto a los procesos de maduracion y egreso viral, en PrV se sugirid que la delecion

simultdnea de gM y gE/gI resulta en un drastico impedimento de dichos procesos. Las capsides

47



Introduccion

egresan del nucleo pero no adquieren la envoltura secundaria en el Trans Golgi, observandose la
presencia de agregados de capsides rodeadas de un material electrodenso en el citoplasma (Brack
et al., 1999). Posteriormente, se definid6 que la porcion citoplasmatica de g y gM eran las
responsables de este fenotipo (Brack et al., 2000; Nixdorf et al., 2001) y que el material
electrodenso contenia proteinas del tegumento, entre ellas UL49 (Fuchs et al., 2002). Asimismo,
una cepa de PRV deleteada en los genes gM y UL11 produjo el mismo tipo de agregados (Kopp et
al., 2004). En HSV-1, mutantes deleteadas en los genes gDy gE£ producen agregados similares de
capsides con tegumento en el citoplasma celular (Farnworth et al., 2003). Dado que las colas
citoplasmaticas de estas glicoproteinas interactian con VP22 y UL11 (Farnsworth et al., 2007), en
conjunto estos trabajos sugieren la participacion de diversas glicoproteinas, entre ellas gE, y

proteinas del tegumento, durante el ensamblado viral.

Respecto a la participacion de gE en la evasion del sistema inmune, se demostrd /in vitro
que el complejo gE/gl funciona como receptor para el dominio Fc de las IgG en HSV-1 (Johnson et
al., 1987; Johnson et al., 1988; Frank y Friedman, 1989), VZV (Litwin et al., 1992) y PRV (Favoreel
et al., 1997). La unidn de anticuerpos a la célula infectada mediante el dominio Fc impide la union
de anticuerpos especificos por impedimento estérico y esto interfiere con la lisis de las células
infectadas mediada por anticuerpos (Van der Walle et al., 2003; Nagashunmugam et al., 1998). El
fendmeno de antibody bipolar bridging fue descripto para HSV-1 (Frank y Friedman, 1989) y luego
reportado para PRV (Favoreel et al., 2003, 2006). Este es un mecanismo que previene la activacion
eficiente de los componentes del sistema inmune dependientes de anticuerpos ya que los
anticuerpos especificos se unen a sus antigenos blanco mediante la porcién Fab y simultaneamente
al receptor gE/gI por el dominio Fc. Otra estrategia de interferencia con la respuesta inmune
durante la infeccién por PRV consiste en la eliminacién de complejos inmunes de la membrana de
células infectadas con este virus. Esto involucra el agregado, la polarizacion y la secrecion o
endocitosis de los mismos, donde la region Fc de gE mostrd ser necesaria al menos para la etapa
de agregacion (capping) (Favoreel et al., 2007). Ademas, la fosforilacion de dos residuos de
tirosina de la cola citoplasmatica de gE es crucial para la eficiente polarizacion de los complejos en
zonas definidas de la membrana plasmatica de las células infectadas (Favoreel et al., 1999). En
monocitos infectados con PRV se produce la internalizacion de los complejos inmunes en lugar de
la secrecién de los mismos (Van der Walle et al., 2003). Para BoHV-1 y EHV-1 no existen
resultados concluyentes sobre la implicancia de gE/gl en estos mecanismos (Audonnet et al.,
1990; Whitbeck et al., 1996). Para BoHV-1 esto ha sido abordado mediante inmunoprecipitacion
utilizando sueros no inmunes de bovino, porcino, murino, equino y de conejo, sin embargo no se
encontraron evidencias claras de que la gE o el complejo gE/gl funcionara como receptor Fc
(Whitbeck et al., 1996).
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2.C. Funciones in vivo

La funcion de gE de BoHV-1 en la infeccién in vivo se estudié mediante el uso de virus
deleteados en el gen g£ en el bovino, comprobandose que en su ausencia se reduce la virulencia

en el huésped natural.

La primera cepa con delecién del gen gF£ reportada como atenuada se denomind Za y se
comprobd luego que tiene deleteado los genes g£/gl'y US9 (Rijsewijk et al., 1999b). La cepa Za
fue extensamente estudiada, probandose su capacidad inmunogénica y protectiva en
formulaciones vacunales inactivada o viva y de aplicacion por distintas vias (Bosch et al., 1996,
1997). Luego de la administracion intranasal de este virus, todos los animales excretaron altos
titulos virales y los signos clinicos consistieron en una leve secrecién nasal (Kaashoek et al., 1994;
Mars et al 20003, b). Lo mismo se observo luego de la infeccidn intranasal de terneros con esta
cepa que poseian inmunidad pasiva anti-BoHV-1 (Lemaire et al., 2000c, 2001). Asimismo, se
determind que en algunos casos se producia excrecién viral luego de la administracion
intramuscular, mientras que era segura para el uso como vacuna viva en hembras prefiadas y
terneros (Strube et al., 1996). De esta manera, se determind que la cepa Za a pesar de inducir un
menor titulo de anticuepos neutralizantes que las vacunas convencionales era protectiva frente al

desafio viral, por lo que se ha comercializado desde entonces en distintos paises europeos.

Una cepa Lam gE- estudiada en bovinos produce lesiones y signos clinicos leves, se
excreta en secreciones nasales y oculares con titulos menores que la parental luego de la infeccién
intranasal (van Engelenburg et al., 1994, 1995a; Kaashoek et al 1996b, 1998; Schynts et al.,
2003a) e infecta el mismo nimero de tejidos que la cepa parental pero por menor tiempo (van
Engelenburg et al., 1995a). Asimismo, se comprobd que induce un bajo nivel de anticuerpos
neutralizantes aunque protege frente al desafio con el virus salvaje (Kaashoek et al., 1994, 1996,
1998, van Engelenburg et al., 1994). Dos virus recombinantes construidos a partir de la cepa
Cooper que poseen deleteado el ORF completo del gen g£ (reemplazado por el gen /ac zo GFP) no
indujeron signos clinicos luego de la infeccién intranasal de bovinos (Chowdhury et al., 1999; Brum
et al., 2009). Si bien ambas cepas se excretaron en secreciones nasales y oculares, presentaron un
menor titulo y un periodo de excrecion mas corto que la cepa salvaje e indujeron menor cantidad
de anticuerpos neutralizantes. En Brasil, se construyé un virus gE- a partir de un aislamiento
brasilero de BoHV-1.2 (Franco et al., 2002a) que luego de la infeccién experimental se excreté en
secreciones nasales y oculares e indujo signos clinicos leves (Franco et al., 2002b) mientras que no
indujo abortos ni se transmitié horizontalmente entre animales (Spilki et al., 2005). Asimismo, un
virus deleteado en los genes gG, gty US2, desarrollado a partir de la cepa Cooper, indujo titulos
menores de anticuerpos neutralizantes que la cepa salvaje o parental (Belknap et al., 1999). Una
cepa de campo con mutaciones puntuales en el gen g£ demostrd ser virulenta en el bovino (Egyed
et al., 2000). Asimismo, un trabajo en el cual se estudiaron /n vivo mutantes con el fenotipo gE-

obtenidas por recombinacién /n vitro entre una cepa deleteada en el gen gF y cepas salvajes
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mostré que algunas de ellas eran virulentas en el bovino (Muylkens et al., 2006b). Como ya se
menciond, la cepa BoHV-1AgEBgal construida en el laboratorio de Inmunologia y Herpesvirus del
Instituto de Virologia de INTA Castelar, se comportdé de manera atenuada luego de la vacunacion
de bovinos con la cepa viva, y no se detectd virus en las secreciones nasales durante el periodo
post-vacunacion (Romera et al., 2005). Sin embargo, hasta el momento, no se han estudiado los

alcances de esta atenuacidn, ni se ha caracterizado su comportamiento /7 vivo o in vitro.

La glicoproteina E no es necesaria para la neuroinvasion y por ende el establecimiento de
la infeccion latente (Klopfleisch et al., 2006, Knapp et al., 1997). Es por ello que es posible detectar
ADN viral en el GT de animales latentemente infectados con diversas cepas gE- (van Engelenburg
et al., 1995a; Lemaire et al., 2001; Mweene et al., 1996). Sin embargo, la reactivacion de animales
latentemente infectados con cepas deleteadas en el gen g£ es controversial. En diversos ensayos
utilizando la cepa Lam gE- no se observd reactivacion viral (van Engelenburg et al., 1995a;
Kaashoek et al., 1996b, 1998), mientras que en otro trabajo usando la misma cepa reactivaron 4
de los 5 animales tratados con dexametasona (Schynts et al., 2003a). La cepa brasilera 1.2
deleteada en el gen g£ utilizada como vacuna viva en bovinos no fue aislada de las secreciones
nasales de los animales tratados con dexametasona (Franco et al., 2002b). Respecto a la cepa Za,
distintos trabajos reportaron la ausencia de excrecion viral luego de inducir la reactivacion
experimentalmente (Kaashoek et al., 1994; Mars et al., 2000a), aunque si se detectd reexcrecion
espontanea de esta cepa 8 meses después de haber sido administrada como vacuna viva (Dispas
et al., 2003). Otra cepa gE- basada en la cepa Cooper no se reexcretd luego de la administraciéon
de dexametasona pero si se confirmd la expresion de antigenos virales mediante
inmunohistoquimica en GT, lo cual indicaria que el transporte anterégrado esta comprometido,

como ya se menciond previamente (Brum et al., 2009).

Por todo lo expuesto, en paises con alta prevalencia de infeccién por BoHV-1 como el
nuestro, la vacunacion es la estrategia de eleccion para el control de esta enfermedad, resultando
de suma importancia contar con una vacuna que ademas de proteger al rodeo, permita discriminar
entre animales infectados y vacunados. La cepa BoHV-1AgERgal podria ser una candidata vacunal

para cumplir con esta funcion.

La inclusion de vacunas marcadoras vivas en distintos esquemas de inmunizacion en el
disefio de planes de control ha sido recomendada y actualmente se utilizan en paises de la UE. En
este sentido, a pesar de contar con datos acerca de su capacidad protectiva e inmunogénica,
resulta de particular interés investigar la atenuacion de la cepa BoHV-1AgERgal, para conocer su

comportamiento y evaluar el impacto que tendria su utilizacidon como inmundgeno vivo.

La cepa parental BoHV-1 LA, a partir de la cual se desarrolld la cepa BoHV-1AgEBgal, ha

sido escasamente estudiada hasta el momento. El efecto producido por la delecién del gen g£
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puede variar entre recombinantes dependiendo de la cepa a partir de la cual fue construida. Por
otro lado, la cepa BoHV-1 LA se utiliza frecuentemente en las experiencias de desafio viral con

BoHV-1, por lo que resulta imprescindible el conocimiento de su patogénesis.

Es asi que surge como objetivo principal de esta Tesis caracterizar /n vivo e in vitro las
cepas BoHV-1AgERgal y BoHV-1 LA.
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HIPOTESIS

El comportamiento /7 vitro e in vivo de la cepa recombinante BoHV-1AgEBgal esta atenuado

respecto a la cepa parental BoHV-1 LA.
La cepa parental BoHV-1 LA es de menor virulencia que otras cepas salvajes de BoHV-1.

La delecién del gen g£ sumado al fenotipo del virus parental, contribuyen a la marcada atenuacion
del virus BoHV-1AgERgal.

OBJETIVOS

General

Caracterizar la atenuacion de la cepa BoHV-1AgEBgal /in vivo e in vitro respecto de la cepa parental
BoHV-1 LA.

Particulares

a. Evaluar y comparar la signologia clinica y la excrecién viral inducida por las cepas BoHV-
1AgEBgal y BoHV-1 LA en terneros infectados experimentalmente durante el periodo

agudo de la infeccién y luego de un tratamiento de inmunosupresion.

b. Estudiar la dispersion y distribucién de los virus BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA o sus

componentes en los tejidos de los animales infectados experimentalmente.

c. Determinar los parametros de replicacion /n vitro de las cepas BoHV-1AgEBgal y BoHV-1
LA.

d. Analizar el background gendmico de los virus BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA.
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1. CARACTERIZACION IN VIVO

1.A. Virus y células
Las cepas virales utilizadas en los ensayos in vivo fueron las siguientes:

« BoHV-1AgEBgal: cepa genéticamente modificada basada en el virus salvaje BoHV-1.1
LA obtenida en el Instituto de Virologia, INTA Castelar (Puntel, 2002a). El gen que
codifica para la glicoproteina E (gen g£) fue reemplazado por un cassette marcador

portando el gen /ac z (expresa la enzima B-galactosidasa) (pCMV(, Clontech) y
o BoHV-1 Los Angeles (LA) (ATCC).

Todas las cepas fueron propagadas en la linea celular de rifidn bovino Mardin Darby (MDBK) a
37°C, 5% CO,. Para el aislamiento viral a partir de tejidos se utilizd ademas un cultivo primario de
testiculo fetal bovino (TFB). Se utilizd como medio de mantenimiento medio de cultivo minimo
esencial de Eagle (MEM-E, Gibco), suplementado con 2 % de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) y
antibidtico/antimicdtico [100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 pg/ml

de anfotericina B, (Gibco)].

La linea celular y el cultivo primario fueron provistos por la Seccién de Cultivos de Tejidos del
Instituto de Virologia, INTA Castelar.

1.B. Animales

Se utilizaron bovinos seroldgicamente negativos a BoHV-1, raza Aberdeen Angus de 4-6 meses
de edad. Los animales fueron provistos por el Campo Experimental del CNIA de INTA Castelar. El
manejo de los mismos se realizd bajo las normas del Codigo de Bienestar Animal de EEUU (Guide
for the Care and use of laboratory animals, Natural Research Council. National Academy Press,
1996. Washington USA).

1.C. Diseiio experimental I: Infeccion aguda de bovinos con BoHV-1 LA y
BoHV-1AgEBgal

En una primera experiencia se utilizaron 9 bovinos de 4-6 meses de edad seroldégicamente
negativos a BoHV-1 determinados por ELISA. La infeccion se realizd con la cepa viral LA de BoHV-1
con una dosis total de 10® DICTs, por via intranasal en boxes de bioseguridad tipo II (Figura 1,
Tabla 1A).
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En un segundo ensayo se inocularon 6 bovinosde 4-6 meses de edad seroldgicamente
negativos a BoHV-1 determinados por ELISA con la cepa BoHV-1AgEBgal por via intranasal con
una dosis total de 10® DICTs, en boxes de bioseguridad tipo II (Figura 1, Tabla 1B).

Para ambas infecciones se utilizd un 11"° pasaje del virus correspondiente. El dia de la

infeccidn se considerd el dia 0 post infeccion (pi).

Se tomaron muestras de secreciones nasales y suero al dia cero para establecer valores

basales. Asimismo, se registro la temperatura rectal y el estado general de los animales.

Luego de realizada la infeccidn, se recolectaron muestras de secreciones nasales dia por medio
para la evaluacion de niveles y periodo de excrecion viral y anticuerpos en secreciones nasales. Se
tomaron muestras de suero los dias 14 y 42 pi y los correspondientes a la necropsia de cada

animal para detectar niveles de anticuerpos.

Se registro la temperatura rectal y la signologia clinica de los animales diariamente.

1.D. Diseino experimental II: Tratamiento inmunosupresor de bovinos
infectados con BoHV-1 LA y BoHV-1AgEBgal (Figura 1).

El tratamiento inmunosupresor de los grupos infectados con los virus parental y recombinante
se realizé en dos experiencias independientes. Durante la primera experiencia se inocularon 2 de
los bovinos previamente infectados con la cepa BoHV-1 LA con dexametasona por via endovenosa
con una dosis de 0,1 mg/kg durante 5 dias consecutivos (Decadrdn, Laboratorio Sidus). Este
procedimiento se repitid en la segunda experiencia con 2 bovinos infectados con la cepa BoHV-
1AgERgal.

Se tomaron muestras de secreciones nasales y suero al dia cero del tratamiento para
establecer valores basales. Asimismo, se registrd la temperatura rectal y el estado general de los

animales.

Desde el comienzo del tratamiento se recolectaron muestras de secreciones nasales
diariamente para la evaluacion de niveles y periodo de excrecion viral y anticuerpos en secreciones
nasales; y suero el dia del inicio del tratamiento y al dia de la necropsia para detectar niveles de

anticuerpos.

Tratamiento Tratamiento
dexametasona EV dexametasona EV

N N N A N A N
| |
| |
4

| |
I I
15 21

Infeccién IN
BoHV-1 wt o AgE

© 41—z

|
I
2 65 91

Figura 1: Disefo experimental. N: necropsia. Los nimeros indican los dias post infeccion (pi).
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A
Tratamiento Tratamiento
N° Necropsia | . . N° Necropsia | . .
inmunosupresor (dpi) inmunosupresor (dpi)
animal (dpi) animal (dpi)
Inicio Final Inicio Final
37 5 502 9
2243 9 506 15
10 9 287 21
284 15 189 42
35 15 509 65 48 52
14 21 1016 91 74 78
2 42
22 65 48 52
21 91 74 78

Tabla 1: A: Animales infectados con la cepa BoHV-1 LA. B: Animales infectados con la cepa BoHV-
1AgERgal.

1.E. Ensayo de infeccion viral de bovinos

Los grupos de bovinos que serian infectados fueron alojados en Boxes de Bioseguirdad
grado II pertenecientes al CICVyA, INTA Castelar. Estas instalaciones cuentan con cinco salas de
aislamiento de las cuales una es doble. Las salas se encuentran unidas a través de un pasillo
central. Cada sala simple cuenta con 4 comederos y 2 bebederos independientes y una puerta
cepo, mesada y pileta, iluminacidon general, boca de gas con conector para manguera y argollas
para sujecion de animales. Para el ingreso de personal, los boxes cuentan con un vestuario en
zona limpia, ducha (no enclavada), vestuario en zona sucia, sala de preparacion de materiales,
bafio en zona sucia, comunicacion telefénica. Ademas, el box posee un sistema de ventilacion
forzado con renovacion del 100% del aire, con sistema de depresion para asegurar que no haya

escape de agentes infecciosos al exterior.

La sala de necropsia estd equipada con una mesa para realizar las necropsias, digestor
para la eliminacién de los animales, puente gria para el manejo de los mismos, pileta, vapor y
manguera de alta presion para la higiene del lugar, personal y materiales utilizados en la sala. La

sala tiene comunicacion con 3 boxes a través de airlock equipados con luz UV y puertas
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enclavadas. Ademas, posee ingreso y egreso independiente de la sala y disponibilidad de duchas

en caso de que el personal se retire por la sala y no por los boxes.

Previamente al ingreso de los animales a los boxes, los mismos recibieron una dieta
especial para adaptarlos a la alimentacion a base de pellet de alfalfa y evitar que sufran de
timpanismo. Durante 5 dias, los animales se alimentaron con cantidades crecientes de pellet de

alfalfa y decreciente de fardos de alfalfa, hasta alimentarse completamente con pellet.

Para realizar la infeccion viral, los animales fueron colocados en un cepo y se utilizé un lazo
en forma de bozal para inmovilizar la cabeza. La infeccién se realizd administrando la suspension
viral por via intranasal utilizando un nebulizador ultrasénico (Micréon, Modelo 3058, San-Up). El
volumen total del indculo administrado es de 3 ml y se nebulizan 1,5 ml en cada nostril. Los

animales control recibieron 3 ml de medio de cultivo (MEM-E).

1.F. Evaluacion de signos clinicos

El dia de la infeccion se tomo la temperatura rectal y se observd el estado general de los
animales a fin de establecer valores basales. Los dias subsiguientes a la infeccion, y hasta el final
de la experiencia, los animales fueron examinados dia por medio, se registraron en una planilla
individual la temperatura rectal, presencia de moco (seroso, seromucoso 0 mucopurulento),
lesiones en la superficie mucosa y conjuntivitis, y el estado general. Para registrar estos datos y
evitar interpretaciones subjetivas, se desarrolld una planilla donde se describen detalladamente

todas las caracteristicas a observar, indicando presencia/ausencia y grado de severidad.

1.G. Eutanasia y necropsias

Los animales fueron sedados 1 hora antes de la eutanasia con 0,05 mg/kg de acepromacina
(Acedan, Laboratorio Holliday) por via intramuscular (Plumb, 1999) y luego sacrificados mediante
inyeccion endovenosa de pentobarbital sodico y difenilhidantoina sdédica (Euthanyle, Laboratorios
Browser). La dosis promedio utilizada fue de 30 mg/kg aproximadamente. La eutanasia se produce
por muerte cerebral conjuntamente con colapso circulatorio y paro respiratorio. La muerte cerebral
ocurre antes que el paro cardiaco. Luego de la aplicacién por via endovenosa, el pentobarbital
sadico produce una rapida accion anestésica y se induce un estado de inconsciencia. Este estado
progresa rapidamente a una anestesia profunda con reduccion concomitante de la presion
sanguinea. Unos segundos mas tarde, cesa la respiracion debido a la depresion del centro
respiratorio, la actividad encefalografica se hace isoeléctrica indicando muerte cerebral y cesa la

actividad cardiaca. La necropsia se realizd inmediatamente después del sacrificio.
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1.H. Toma de muestras

Durante los periodos pi y post tratamiento inmunosupresor (pt) se tomaron muestras de

secreciones nasales y suero segun los esquemas de cada diseio experimental.

Las secreciones nasales fueron tomadas insertando tampones en el meatus ventral de la
cavidad nasal durante 5 min, e inmediatamente colocados en un tubo cénico de 50 ml conteniendo
MEM-E suplementado con penicilina 5000 UI/ml, estreptomicina 2500 mg/ml y anfotericina B 10
mg/ml. Para recuperar la muestra que qued6 embebida en el tampdn, los tubos se centrifugaron
durante 10 min a 1000 x g. En esterilidad se realizaron alicuotas de 1 ml cada una y luego se
guardaron a -70°C hasta su utilizacion.

Las muestras de sangre fueron obtenidas de vena yugular utilizando agujas 18G x 1 2" y

jeringas de 10 o 20 ml. Las muestras de suero fueron conservadas a -20°C.

Luego de la necropsia, se tomaron muestras de los siguientes érganos: linfonddulos de cabeza
y cuello (mandibular y retrofaringeo), mucosas nasal, orofaringea, olfatoria, traqueal, glandula

pardtida, tonsila, pulmoén, higado, bazo, rifidn, bulbo olfatorio y ganglio trigémino (GT).

Las muestras de tejidos tomadas durante la necropsia para estudios de histologia se fijaron por
inmersion en una solucion salina de formaldehido al 4%. El tiempo de fijacion fue de 24 horas a

temperatura ambiente.

Las muestras para aislamiento viral en cultivo de células se tomaron con material estéril y se

transportaron en aluminio y con hielo seco hasta almacenarlas a —80°C.

Los restos de los animales fueron procesados dentro de la sala y desechados al digestor, para
luego ser tratados en la planta de tratamiento de residuos.

1.1. Analisis de las secreciones nasales

1.1.1. Titulacion viral de secreciones nasales

La cuantificacion del virus presente en las secreciones nasales se realizd por titulacion a punto
final el mismo dia de extraccién de la muestra. Se realizaron diluciones seriadas en base 10 de las
secreciones nasales en MEM-E (comenzando por 1/10) y luego se inocularon sobre monocapas de
células MDBK. Las células fueron observadas luego de 48, 72 y 96 horas para detectar la
presencia de efecto citopatico (ECP). El titulo viral fue calculado por el método de Reed y Muench
(Reed y Muench, 1938).
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Las muestras que resultaron negativas fueron sometidas a pasajes ciegos por células.
Brevemente, se inoculd una monocapa de células MDBK con las secreciones nasales sin diluir,
luego de 5 dias la placa de células fue congelada a -70°C y descongelada para liberar las particulas
virales de las células. El sobrenadante fue colocado sobre una monocapa nueva y se observo la
misma a las 48, 72 y 96 horas (segundo pasaje ciego). Este procedimiento fue repetido una vez

mas (tercer pasaje ciego).

1.I1.2. Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Purificacion de ADN a partir de células infectadas

Se infectaron células MDBK en placas de cultivo de 60 mm de diametro (p60) con muestras
provenientes de secreciones nasales que presentaron efecto citopatico luego de la titulacién viral o
los pasajes ciegos. Al observarse efecto citopatico (ECP) extensivo, se descarto el medio de cultivo,
se lavd la monocapa dos veces con PBS 1 X, se levantaron las células en 1 ml de PBS 1 X (extracto
celular) y se congelaron a -70°C. El extracto se congelé y descongelé 3 veces y se realizo el

siguiente protocolo de extraccion de ADN total.

Se tomaron 350 pl del extracto celular, se agregdé un volumen de buffer de extraccion 2X
(Tris 200 mM pH 8, EDTA 20 mM pH 8, NaCl 200 mM, SDS 2 %, B-mercaptoetanol 20 mM), se
agito vigorosamente y se incub6 durante 10 min a 65°C. Luego, se agregaron 250 pl de acetato de
potasio (5 M), se mezcld por inversion 20 veces y se incubd en hielo 20 min. Posteriormente, se
centrifugd 30 min a 10000 rpm a 4°C, se trasvaso el sobrenadante a un tubo nuevo y se
agregaron 700 pl de isopropanol absoluto. Se centrifugd 15-20 min a 12000 rpm a temperatura
ambiente y se descartd el sobrenadante. El pellet se lavd dos veces con 500 pl de etanol 70 %
(centrifugando 15 min a 10000 rpm y descartando el sobrenadante con pipeta), se seco a 37°C y

se resuspendid con 50 pl de agua ultrafiltrada.

Extracciéon de ADN a partir de secreciones nasales

La extraccion de ADN viral a partir de secreciones nasales se realizd con el kit comercial
QIAamp DNA Mini kit (Qiagen). Para ello, se utilizaron 200 ul de cada secrecion nasal. El ADN
obtenido fue resuspendido en 50 pl de Tris 10 mM pH 8.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los oligonucledtidos utilizados para las reacciones de amplificacion por PCR que permiten

diferenciar las cepas virales utilizadas se detallan en la tabla 2.
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Tamano
Oligonucleétido Secuencia (5'a 3') Amplicon Virus Fuente
producto
1-gE-F TCTAGAAGCGAAGAATAAACG 302 pb Este
gE BoHV-1 LA .
1-gE-R GGATCCTGCCAAATGCCCTTT trabajo
gE1 AGGAGACGCAGTTGGCGCTGAC Schynts et
gF 281 pb | BoHV-1LA
gE2 CAGGAAGTACCAGTCGATGCTG al., 1999
gC1 TGTGACTTGGTGCCCATGTCGC BoHV-1 LA
Schynts et
2 gC 390 pb y BoHV-
9 GAGCAAAGCCCCGCCAAGGAG 1 AEBgal al., 1999
B1 CAACCGAGACGGAAAGCTCC BoHV-1 LA
Claus et
Bcon gC 354 pb y BoHV- L 2005
al.,
AGTGCACGTACAGCGGCTCG 1AgERgal
Beta 2 TTGGCGTAAGTGAAGCGACCC lacz + BoHV- Este
1596 pb ]
FD-R GGTACCGAACTGGCACGTAGC us9 1AgERgal | trabajo

Tabla 2. Oligonucledtidos para diferenciacion de cepas virales utilizadas.

Las reacciones se realizaron bajo las siguientes condiciones: para reacciones de 12,5 pl
finales se utilizaron 5 ng de ADN total (viral y celular), buffer de la enzima Taq ADN polimerasa 1X
(GoTaqg Green Buffer, Promega), 6% Dimetil-sulféxido (DMSOQ) (Sigma), MgCl, 2 mM, dNTPs 200
UM (cada uno, Invitrogen), 100 ng de oligonucledtidos sentido y antisentido y 1-2 U de la enzima
Taqg ADN polimerasa (Invitrogen). Siempre se incluyé como control negativo una reaccion de PCR

con todos los reactivos excepto el ADN.

Las condiciones finales de ciclado para cada amplificacion se detallan a continuacion. La
temperatura de fusion (Tf) estimada para el paso de hibridacion de acidos nucleicos se calculd

segun la siguiente formula:

Tf = 40C x n°® (G+C) + 2°0C x n® (A+T)
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Amplificacion del gen gF

Ciclado

Desnaturalizacion inicial: 95°C, 5 min.

Oligonucledtidos

Desnaturalizacién 95°C, 30seg

[y 45 ciclos | Hibridacién 61°C, 30 seg
1-gE-Fy 1-gE-R Elongacion 72°C, 1 min.
Tamaiio P, .
302 pb Elongacion final: 72°C, 5 min.

Amplificacion del gen gCy gf

Ciclado

(Schynts et al., 1999)

Desnaturalizacién inicial: 95°C, 5 min.

Oligonucleétidos

Desnaturalizacion 95°C, 30seg

gClygC2 45 ciclos Hibridacion 56°C, 30 seg
gEly gE2 Elongacién 72°C, 1 min.
Tamaiio P, .

390 y 281 pb Elongacion final: 72°C, 5 min.

Amplificacion del gen gC

Ciclado

Desnaturalizacion inicial: 96°C, 10 min.

Oligonucleétidos

Desnaturalizacion 96°C, 1 min

B1 v Beon 45 ciclos Hibridacion 58°C, 1 min
Y Elongacién 72°C, 1 min.
Tamaiio . 7m0 .
354 pb Elongacion final: 72°C, 10 min.

Amplificacion del gen /ac z

Ciclado

Desnaturalizacion inicial: 96°C 10 min.

Oligonucleétidos

Desnaturalizacion 96°C, 1 min

- 35 ciclos Hibridacion 56°C, 30 seg
Peta 2y FoR Elongacion 72°C, 2 min.
Tamaiio P, .
1596 pb Elongacion final: 72°C 10 min.

En la Tabla 3 se detallan los resultados esperados para cada cepa viral y en la Figura 2 se

observan las reacciones correspondientes.

LacZ gE gC

BoHV-1 LA

BoHV-1AgEpRgal

Tabla 3. Resultados esperados de la amplificacion por PCR de los virus bajo estudio.

Resultado positivo. (-): Resultado negativo
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1 2 3 M 4 5 6 M7 3 9
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion por PCR. Calles 1, 4 y
7: BoHV-1 LA. Calles 2, 5 y 8: BoHV-1AgEBgal. Calles 3, 6 y 9: Control negativo. A. Calles 1-3:
fragmento de 354 pb del gen gC Calles 4-6: fragmento de 302 pb del gen g£ B. Calles 1-3:
fragmento de 390 pb del gen gC Calles 4-6: fragmento de 281 pb del gen gE£ Calles 7-9:
fragmento de 1596 pb del gen lac z. M: Marcador de peso molecular (1 Kbp Plus, Invitrogen).

Electroforesis en geles de agarosa nativos

Las muestras de ADN se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa de
concentraciones entre 0,8 % y 1,5 % en buffer TAE 1X (Tris-acetato 10 mM, EDTA 1 mM) a 5-10
V/cm?. Para visualizar las bandas de ADN se utilizd bromuro de etidio a una concentracién de 0,5
Hg/ml de gel y un transiluminador de luz UV. Las muestras se sembraron con buffer de siembra de

concentracion 10X (glicerol 50 %, TAE 5x, azul de bromofenol 1%).

Los geles se fotografiaron utilizando el equipo Fotodyne y el programa Quantity One (Bio-
Rad).

1.). Evaluacion respuesta inmune humoral

1.]).1. Ensayo de ELISA para determinacion de anticuerpos totales en suero

Este ensayo fue puesto a punto previamente (Romera et al, 2000a) y se describe

brevemente a continuacion.

Produccion de antigeno

En los ELISAs que se describen a continuacion se utilizd como antigeno el virus BoHV-1
cepa LA semipurificado. Se infectaron botellas de cultivo celular de 75 cm2 de superficie (T75)
conteniendo una monocapa de células MDBK con el virus a una moi de 0,1. Cuando el efecto
citopatico fue extensivo, las botellas fueron congeladas a -70°C; luego se descongelaron vy
congelaron 2 veces para liberar las particulas virales intracelulares. Esta suspension se trasvaso a
los tubos correspondientes y se centrifugd durante 30 min a 3000 x g para clarificar las
producciones virales y reducir la presencia de detritos celulares. El sobrenadante fue transferido a
tubos de ultracentrifuga y se centrifugd a 12000 x g por 2 horas a 4°C. A continuacion, se descartd

el sobrenadante y el pellet conteniendo el virus fue resuspendido vigorosamente en 500 pl de
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buffer NET pH 7,5 (Tris base 20 M, NaCl 0,12 M, EDTA 0,01 M) y transferido a criotubos de 1,5 ml.
Se agregd un volumen de glicerol 100 % y se guardd a -20°C hasta su utilizacién. Este mismo
procedimiento se realizd con cultivos celulares no infectados de modo de producir el antigeno
negativo (restos celulares).

Las producciones de antigeno positivo y negativo fueron diluidas en buffer carbonato
bicarbonato pH 9.6 (Na2CO3 0,015 M, NaHCO3 0,035 M) y sembradas en placas de 96 pocillos
(Immulon IB, Dynatech Laboratories) en columnas alternadas. Se incubaron durante la noche (12-
16 hs) a 4°C (paso de sensibilizacion) y al dia siguiente fueron lavadas 3 veces con buffer fosfato
salino (PBS) 1 X conteniendo Tween 20 al 0,05 % v/v (Promega) (PBS-T). Como primer paso se
realizd un bloqueo con el buffer PBS-T ovoalbumina 1% p/v (PBS-T-OVA) durante 30 min a 37°C
con agitacion, este buffer fue utilizado para todas las diluciones subsiguientes. Luego de la etapa
de bloqueo se colocaron los sueros bovinos diluidos en forma seriada (1:4) comenzando en 1/40
para los sueros incognita y control negativo y 1/2560 para el control positivo. Las placas se
incubaron por 30 min a 37°C en agitacién y luego de 3 lavados con PBS-T-OVA, se agrego el
anticuerpo anti bovino conjugado con la enzima peroxidasa (peroxidasa de rabano, HRP, horse
radish peroxidase -Kirkegaard & Perry Laboratories, KPL) diluido 1:2000. Luego de una incubacion
de 30 min a 37°C en agitacién, se realizaron 3 lavados con PBS-T y se agregd la solucién de
revelado compuesta por acido sulfénico 2-2’-azino-bis-3-etilbenceno-6-tiazolin 1 mM (ABTS)
(SIGMA) y 3% p/v perdxido de hidrégeno (H,0,) en buffer citrato pH 5 (acido citrico 0.457 M). Las
densidades dpticas fueron medidas en un lector de ELISA (Multiskan EX, Termo Labsystems) a una
longitud de onda de 405nm (A405). La reaccion se dejo progresar hasta que el valor de A405 del
suero control positivo alcanzara valores entre 0,6-1,2 (entre 10 y 20 minutos). El titulo de cada
muestra se calculd como el logaritmo de la inversa de la maxima dilucion de la muestra que
alcanzara una A405 corregida (A405 antigeno positivo — A405 antigeno negativo) mayor o igual al

40% de la A405 corregida del suero control positivo.

1.].2. Ensayo de ELISA para evaluacion de IgA e IgG1 en secreciones nasales

El ensayo de ELISA utilizado para deteccion de IgA e IgGl en secreciones nasales fue
desarrollado previamente en nuestro laboratorio (Del Médico Zajac, 2006). Brevemente, se
sensibilizaron placas de 96 pocillos (Immulon IB, Dynatech Laboratories) con antigeno positivo y
negativo en columnas alternadas. Luego del paso de bloqueo de las placas, se agregaron las
muestras de secreciones nasales incognita en diluciones seriadas de orden 4, comenzando en 1/8;
las secreciones control positivas y negativas se utilizaron en una dilucién 1/8. Luego de una
incubacion de 45 min a 37°C en agitacion, se volcd el sobrenadante, se lavaron las placas tres
veces con PBS-T y se agrego el anticuerpo monoclonal (AcM) anti IgG1 de bovino (DAS17) o anti
IgA de bovino conjugado con peroxidasa (Bethyl Lab, Inc). Luego de incubacién y lavados, a la
placa para deteccion de IgGl se le agregd el anticuerpo anti ratdn conjugado con peroxidasa,
seguin lo descripto en la seccion anterior. Finalizada dicha incubacion, se agregd a ambas placas la

solucién de revelado conteniendo 3 % p/v H202 y OPD (orto-fenildiamina 0,06 mg/ml, Sigma) en
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buffer citrato fosfato pH 5 (acido citrico 0,035 M, Na,HPO,4 0,067 M). Luego de 10 min la reaccion
fue frenada agregando H2S04 2,5 M y la absorbancia se midié a 490 nm (A490). El titulo de cada
muestra analizada se calculé como en logaritmo de la inversa de la maxima dilucién de la muestra
que alcanza una A490 corregida mayor o igual al 30 % (IgA) o 10 % (IgG1) de la A490 corregida

de la secrecién control positiva.

1.].3. Ensayo de seroneutralizacion

El ensayo de seroneutralizacion (SN) realizado se basa en el método virus fijo-suero
variable. Los sueros incdgnita, control positivo y negativo fueron inactivados durante 30 min a
569°C, se realizaron las diluciones en MEM-E y se incubaron por cuadruplicado con 200 dosis
infecciosas en cultivo de tejidos (DICT) de BoHV-1 en unas placa de cultivo sin células. Luego de
una incubacion de 1 hora a 37°C, la mezcla suero-virus fue transferida a una placa de cultivo
celular de 96 pocillos fondo plano (Costar, Corning Incorporated) conteniendo células MDBK. Luego
de 72 horas de incubacién a 37°C y 5 % de CO,, las placas fueron observadas para evaluar la
presencia de ECP. El titulo de anticuerpos neutralizantes fue calculado como el logaritmo de la
inversa de la maxima dilucién a la cual no se observa ECP. En cada ensayo se incluyd una

titulacién viral para confirmar la cantidad de DICT utilizadas y un control de viabilidad celular.

1.K. Analisis de los tejidos

1.K.1. Aislamiento viral

Los tejidos obtenidos en las necropsias y conservados a -80°C se cortaron con material estéril
hasta obtener una pieza de 1 cm por 1 cm. En un mortero previamente enfriado, se colocd la
muestra, hasta 1/10 del volumen de arena estéril y 3 ml de MEM-E. Se mortered hasta disgregar
completamente el tejido. Se paso la suspension a un tubo de centrifuga y se lavd el mortero con 2
ml adicionales de MEM-E que se incorporaron al tubo. Se centrifugd durante 20 minutos a 11000 g
(Sorval RC5C). El sobrenadante obtenido se utilizd para infectar monocapas de células MDBK y TFB
(muestra pura y diluciones 1/10 en MEM-E). Se incub6 durante 1 hora a 37°C y 5% de CO,, se
retird el indculo, se realizaron 2 lavados con MEM-E y se incubd 72 horas con MEM-E 2% SFB a

37°C y 5% de CO,. Las monocapas se observaron diariamente en busca de efecto citopatico.

Las muestras que resultaron negativas fueron sometidas a pasajes ciegos por células.
Brevemente, la monocapa inoculada fue congelada a -70°C y descongelada para liberar las
particulas virales de las células. El sobrenadante fue colocado sobre una monocapa nueva y se
observé la misma a las 48, 72 y 96 horas (segundo pasaje ciego). Este procedimiento fue repetido

una vez mas (tercer pasaje ciego).
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Inmunofluorescencia directa

Las monocapas negdativas luego del tercer pasaje fueron procesadas para deteccion de
antigenos virales mediante inmunofluorescencia. Brevemente, las células fueron fijadas con
acetona al 40% en PBS 1X durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego se agregé el
antisuero policlonal anti BoHV-1 conjugado con isotiocianato de fluoresceina (VMRD) y se
incubaron durante 30 minutos a 37°C en camara humeda. Finalmente, se realizaron 2 lavados con

PBS 0,01M y se observaron al microscopio de fluorescencia (Olympus BX40).

1.K.2. Inmunohistoquimica

Inclusion de las muestras en parafina, confeccion de los tacos de parafina y cortes.

Luego de la fijacion de los tejidos, éstos fueron incluidos en parafina. Brevemente, las
muestras fijadas se tallaron con bisturi y se acomodaron en los cassettes histologicos, debidamente
identificados. Las piezas fueron deshidratadas en alcoholes de graduacion creciente hasta etanol
absoluto, y se aclararon en xileno para extraer el agente deshidratante. Se introdujeron los
cassettes en parafina liquida para embeber completamente la muestra. Todo esto se realizé en un
equipo automatizado (Citadel 2000) del Laboratorio de Histopatologia, Instituto de Patobiologia,
CICVyA. Finalmente, las piezas se retiraron del cassette y se colocaron en un molde segun la
orientacion deseada de corte, al cual se le vertio parafina liquida y se dejé solidificar a temperatura

ambiente.

Con un micrétomo (Leica) se realizaron cortes de 3 um y se montaron sobre portaobjetos

silanizados (Dako).

Inmunohistoquimica

Para disolver la parafina, los portaobjetos debidamente identificados se sumergieron dos
veces durante 10 minutos en xileno. Luego, se hidrataron en soluciones con porcentajes
decrecientes de etanol, 5 minutos en etanol 100%, 5 minutos en etanol 96%, 5 minutos en etanol
70% vy finalmente 5 minutos en agua bidestilada. Se realizd el bloqueo de las peroxidasas
endogenas incubando los portaobjetos durante 30 minutos en una solucién 3% de perdxido de
hidrégeno (H,0,) en PBS y se lavaron sucesivamente con agua bidestilada y buffer tris salino (TBS)
con 0,5% de Tween 20 (TBS-T) durante 5 minutos. La recuperacion antigénica se realizd con

Proteasa XIV (Invitrogen) 0,05% en PBS 0,1M incubando 15 minutos a 37°C en camara himeda.

El anticuerpo primario se diluyd 1/5000 en Tris-HCl 0,05M pH 7,6 y 1% de alblmina sérica
bovina (Sigma) y se incub6 con los portaobjetos a 4°C durante 16 horas en cdmara himeda. Se
utilizd como anticuerpo primario liquido ascitico proveniente de un ratén inoculado con un

hibridoma secretor de anticuerpos anti BoHV-1 producido en nuestro laboratorio. Luego de 2
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lavados con TBS-T, las muestra fueron incubadas 10 minutos a temperatura ambiente con un
anticuerpo anti raton biotinilado (Dako) y luego incubadas 10 minutos a temperatura ambiente con
estreptevidina peroxidasa de rabano (HRP, horse radish peroxidase) (Dako). Finalmente se reveld
por tratamiento con una solucién de 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) (AEC 0.1M, H,0, 3% en buffer
acetato pH 5) durante 20 minutos a 37°C. La contratincion se realizd con hematoxilina de Mayer
durante 1 minuto, sumergiendo luego los portaobjetos en agua corriente para producir el viraje de
color. Por Ultimo, los portaobjetos fueron montados con glicerina preparada en PBS para su

visualizacion al microscépio optico.

1.L. Amplificacion por PCR a partir de tejidos

1.L.1. Extraccion de ADN a partir de tejidos congelados

Piezas de aproximadamente 100 mg de GT y tonsila fueron homogeneizadas en un
mortero previamente enfriado, mediante el agregado de nitrogeno liquido, hasta obtener un polvo
fino. Este polvo se utilizd para infectar monocapas de células MDBK, lo que permite excluir que la

presencia de ADN en el tejido se deba a la replicacién del virus en las células del tejido.

El resto de la muestra fue digerida con buffer de lisis (Cloruro de sodio 0,15M; Tris-HCI
pH=7,5 20mM; 4acido etilendiaminotetraacético [EDTA, Sigma] pH=8 10mM; N-laurilsarcosine
sadico 0,5% [Sigma]; Proteinasa K 33 U/ml [Invitrogen]; Ditiotreitol [DTT, Sigma] 40mM) durante
16 horas a 56°C. EI ADN fue extraido dos veces con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(Invitrogen) y precipitado con etanol absoluto. El pellet se resuspendié en 60 ul de Tris 10 mM
pH=8.

Alternativamente, la extraccion de ADN se realizd mediante el uso de un kit comercial
QIAamp DNA Mini kit (Qiagen). Para ello, se utilizaron 50 mg de cada muestra. EI ADN obtenido
fue resuspendido en 60 pl de Tris 10 mM pH=8.

1.L.2. Amplificaciéon por PCR

A partir del ADN extraido de los GT y tonsilas, se amplificd por PCR un fragmento interno
del gen codificante para la enzima gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (gen gapdh), gen celular
de expresion constitutiva. Para la amplificacion de este gen se utilizaron 2 pl del ADN obtenido,
buffer de la enzima Taq ADN polimerasa 1X (Go Taq Green, Promega), dNTPs 200 uM, 100 ng de
oligonucledtidos sentido y antisentido (GAPDH-F y GAPDH-R) y 1 unidad de enzima Taq DNA
polimerasa (Invitrogen). La secuencia de los oligonucledtidos y el programa de ciclado se detallan

a continuacion:
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Tamaiio

Oligonucleétido Secuencia (5'a 3') Amplicon Fuente
producto
GAPDH - F GCATCGTGGAGGGACTTATGA Este
GAPDH 250 pb
) trabajo
GAPDH - R GGGCCATCCACAGTCTTCTG
Amplificacion del gen Ciclado
gapdh Desnaturalizacion inicial: 95°C 5 min.

Desnaturalizacion 95°C, 1 min
30 ciclos Hibridacion 53°C, 1 min
Elongacion 72°C, 1 min.

Oligonucledtidos
GAPDH-F y GAPDH-R

Tamaio

P .
250 pb Elongacion final: 72°C 10 min.

Seguidamente, las muestras positivas a la amplificacién por PCR del gen gapdh se
analizaron en busca de ADN viral. Para esto, se realizaron dos reacciones de PCR para amplificar
un fragmento de 390 pb del gen gCy un fragmento de 281 pb del gen g£ de BoHV-1 y los
productos se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa como se describié en la
seccion 9.B. Asimismo, mediante diluciones seriadas de ADN de ambos virus se calculd la
sensibilidad de las reacciones de PCR utilizadas, confirmando el valor publicado por Schynts et al.
(1999) de 0,5 pg de ADN viral.

68



Materiales y Métodos

2. CARACTERIZACION IN VITRO

2.A. Virus y células

Las cepas virales utilizadas en los ensayos /n vitro fueron las siguientes:
« BoHV-1AgEBgal (Puntel, 2002a),
o BoHV-1 Los Angeles (LA) (ATCC),
o BoHV-1 Colorado (ATCC),
o BoHV-1 Lam (Metzler et al., 1985) y
« BoHV-1 Difivac (Rijsewijk et al., 1999b).

Estas dos Ultimas cepas fueron provistas por el Dr. Thiry del Departamento de
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Virologia e Inmunologia, Facultad de Medicina

Veterinaria, Universidad de Liege, Bélgica.

La propagacon de las cepas virales y el mantenimiento de los cultivos celulares se llevaron

a cabo tal como se detalla en la seccion 1 de Materiales y Métodos de caracterizacion in vivo.

2.B. Titulacion viral

La cuantificacion de virus infectivo se realizd por titulacion a punto final como ya se detalld

en la seccion anterior de Materiales y Métodos.

2.C. Cinética de penetracion

(modificado de: Mettenleiter, 1989; Osterrieder et al., 1996; Neubauer et al., 1997)

En dos ensayos independientes, monocapas de células MDBK crecidas en placas de 6 pocillos
fueron enfriadas a 4°C durante 15 minutos e infectadas con BoHV-1 LA o BoHV-1AgEBgal (300
unidades formadoras de placa [UFP] por ml) por duplicado. Se incubaron durante 2 horas a 4°C
para permitir la adsorcién del virus a las células pero no la penetracién. Luego, se retir6 el indculo,
se agregd MEM-E pre-calentado a 37°C y las células se incubaron a esa temperatura. El cambio de
temperatura permite la penetracion viral y se consideréese momento como el tiempo 0 del ensayo.
Alos 0, 5, 15, 25, 40, 60 minutos después del cambio a 37°C se retird el medio y se lavaron las
células con PBS. Uno de los pocillos (tratamiento control) se incubd durante 2 minutos con PBS

mientras que el otro pocillo (tratamiento acido) se incubd con 2 ml de una solucién acida (135 mM
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NaCl, 10 mM KCI, 40 mM de &cido citrico, pH 3) para inactivar los viriones que no hubieran
penetrado. Luego de 2 lavados con PBS 1X se agregd a todos los pocillos 4 ml de un medio
semisolido de carboximetilcelulosa (CMC) (1,5% CMC [Sigma], SFB 2% en MEM-D 2X). Las placas
se incubaron durante 72 horas y se tifieron con cristal violeta. Se contaron las placas de lisis en el
pocillo tratado y en el control para cada tiempo ensayado y se calculd el porcentaje de penetracion

de acuerdo a la siguiente formula:

nimero de placas de lisis luego del tratamiento acido
% de penetracion = X 100
numero de placas de lisis luego del tratamiento control

2.C.1. Tincion con cristal violeta

Se extrajo el medio semisdlido de las placas de células por volcado y se agregé 1 ml de
formaldehido 4% (formaldehido 10% preparado en PBS) por pocillo. Se incubd durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Se descartd el formol y se incubé durante 20 minutos con 1 ml de
solucion de cristal violeta por pocillo (cristal violeta 1%, etanol 10% en PBS, filtrado). Se retir6 el
colorante y se lavd bajo agua de canilla. Se dejo secar sobre papel durante 24 horas. Finalmente

se contaron las placas en cada pocillo.

2.D. Cinética de replicacion viral

Monocapas de células MDBK crecidas en placas de 60 mm de diametro (p60) fueron
infectadas, en dos ensayos independientes, con BoHV-1 LA, BoHV-1AgEBgal (11vo pasaje) o BoHV-
1 Colorado, a multiplicidades de infeccién (moi) de 0,1 y 5 (cinética de multiples pasos y de un
Unico paso, respectivamente). Luego de la infeccidn, las placas fueron incubadas 2 horas a 4°C
para sincronizar la adsorcidon y posteriormente, 2 horas a 37°C. Luego, fueron tratadas con
solucion acida (40mM acido citrico, 10 mM KCI, 135 mM NaCl) durante 2 minutos, con el fin de
inactivar las particulas virales que no hayan penetrado en las células, y lavadas con PBS 1X.
Finalmente, se agregd medio MEM-E 2% SFB y se incubé a 37°C por tiempos diferentes. Los
tiempos de incubacion ensayados fueron: 0; 3; 6; 12; 24; 36; 48 y 72 horas pi (hpi) para la moi
0,1y0; 3;6;9; 12; 15; 18 y 24 hpi para la moi 5. Para cada uno de los tiempos se obtuvieron,
separadamente, las fracciones intracelular (células cosechadas en 3 ml de MEM-E) y extra celular
(3 ml del sobrenadante). Estas fracciones fueron tituladas en MDBK segun lo detallado

anteriormente. Cada tiempo se realizd por duplicado y cada fraccion fue titulada dos veces.
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2.E. Ensayo de tamaiio de placa de infeccion

Monocapas de células MDBK fueron crecidas en placas de 12 pocillos e infectadas con
diluciones seriadas en base 10 de las cepas virales BoHV-1 LA o BoHV-1AgERgal. Luego de 2 horas
de incubacién a 37°C el indculo viral fue removido y se agregaron 2 ml de medio semisdlido con
CMC por pocillo. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 72 horas. Transcurrido este tiempo,
las células fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) 4% (2 g PFA en 50 ml de PBS 1X) durante
10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se realizé un lavado con PBS 1X y las células
fueron incubadas con un anticuerpo anti BoHV conjugado con FIT-C (FITC) (VMRD, Inc.) durante 1
hora a 37°C en oscuridad. Luego las células fueron lavadas con PBS 1X y las placas de infeccion
fueron fotografiadas con una camara digital (Olympus C-7070) acoplada a un microscopio de
fluorescencia. El area de las placas de infeccién fue calculada con el programa ZmageJ (ImageJ se

encuentra disponible en http://rsb.info.nih.gov/ij/).

2.F. Ensayo de tamaiio de placa de lisis

La infeccion de las células se realizd segun lo descrito en el punto anterior. Se utilizaron las
cepas BoHV-1 LA, BoHV-1AgEBgal, BoHV-1 Lam y Difivac. Luego de 72 horas de incubacion a
37°C, las placas de lisis generadas por la infeccién fueron fijadas y tefiidas con cristal violeta,
seglin se describié anteriormente. Finalmente placas de lisis aisladas y elegidas al azar fueron

fotografiadas y se utilizd el programa ImageJ para el calculo de sus superficies.

2.G. Microscopia electronica

2.G.1. Tincién negativa

Se colocd una gota de la muestra de virus BoHV-1 LA o BoHV-1AgEBgal clarificado de
aproximadamente 25 pl sobre un papel de film. Contigua a ésta se colocoé una gota del mismo
volumen de PTA (Acido Fosfo Tungstico), se sumergid completamente la grilla de cobre en la
muestra, siempre con la membrana de colodién hacia arriba, y se la dejoé por 2 minutos. Luego se
extrajo la grilla, se quitd el excedente de material con papel de filtro, y se la sumergié de la misma
manera en la gota de PTA también por dos minutos. Todo esto se llevé a cabo en una placa de
Petri con base de cera de dentista.

Una vez cumplido este proceso, las grillas se almacenaron en placas de Petri en un fondo

de papel de filtro hasta que su secado y observacion.
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2.G.2. Inclusion

Se infectaron monocapas de células MDBK con BoHV-1 LA o BoHV-1AgEBgal con una moi
de 10 y se incubaron durante 16 horas a 37°C y 5 % de CO,. Transcurrido este tiempo, las
muestras fueron fijadas en glutaraldehido al 2% en buffer Millonig. Luego de lavar con dicho buffer
se realizd una post fijacion en tetroxido de osmio al 2% durante 2 horas en frio, se lavaron con
agua destilada y se comenzd el proceso de deshidratacion con alcoholes ascendentes, 3 pasajes de
5 minutos en cada alcohol, luego 2 pases en acetona y finalmente se colocaron en solucién de
preinclusion (resina/acetona al medio) durante 16 horas. Las inclusiones se realizaron en moldes
con resina pura y se colocaron en estufa a 56°C durante 72 horas. Luego se realizd el tallado de
los tacos y se cortd con un ultramicrétomo (Sorvall MT-2B). Se realizaron cortes ultrafinos (60 — 90
nm), se montaron en grillas y se contrastaron con Uranilo — Reynold’s para posterior observacion

en el microscopio.

2.G.3. Microscopio electrénico de transmision

Se utilizd un microscopio electronico de transmision (Jeol 1200 EX II) para observar tanto

las tinciones negativas de ambos virus asi como los cortes de las monocapas infectadas.

Las tomas fotograficas fueron realizadas en pelicula plana, y a un Kilo voltaje de 85 KV. El

aumento al cual se realizaron las tomas fue de 50000 aumentos.

Todos los experimentos ultraestructurales se llevaron a cabo en la Unidad de Microscopia
Electrénica y Bioguimica Aplicada, CICVyA, INTA Castelar.
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3. CARACTERIZACION GENOMICA

3.A. Oligonucledétidos

Los oligonucledtidos utilizados para las distintas reacciones de PCR realizadas se detallan en la

siguiente tabla.

Oliqopu- Secuencia Secuencia de] oligonucleétido Tamaiio del Fuente

cleétido blanco (5'a3’) producto*
1-UL52-F uL52 GAAGGAAACCAAGTCGGG 293 Del Médico Zajac et
1-UL52-R GGCTTTACTCCAACAGCG al., 2009b
1-UL43-F uL43 AGGTCTCGGGCTGGCGGTCT 207 Del Médico Zajac et
1-UL43-R CTGTGCTTCTGCGTCGGGG al., 2009b
UL41-F uL41 GGGGCTCTTCAAGCT(A/G)CTGC 236 Del Médico Zajac et
UL41-R AAGATCGGGTAGTAGGAGCG al., 2009b
UL40-F uL40 GCCAAACAGAGGAGGCAG 348 Del Médico Zajac et
UL40-R CATGATTCTATTCGAGGGC al., 2009b
UL36-F uL36 CGTTTCTGCGGCTGGCCTTC 317 Del Médico Zajac et
UL36-R TCACCAGCGCCAGCGACGT al., 2009b
UL34-F uL34 AAGGCGCAGTATCGCGAGA 346 Del Médico Zajac et
UL34-R AGCTGCTTCGTGCGCATGCC al., 2009b
UL29-F uL29 GGGCTTCGTGTACGTCTG 224 Del Médico Zajac et
UL29-R CAGCCACTACCACCCGAA al., 2009b
DNApolF1 uL30 TACAACATCGTCAACTTCGACTG 914 Maidana, Tesis
DNApolR3 ATGGCCAGCCAATCGCGCA doctoral
CR39gB-F uL27 CACGACCTGGGCGGGCAGCAC 678 Ros y Belak, 1999
CR40gB-R GACAGCCACACCTTCGCGTTGCAG
1-UL11-F uL11 ATGGGACAGGCGGCGTCGTGC 329 Del Médico Zajac et
1-UL11-R CAAATCGTGTAATTCTTTGCGTGT al., 2009b
CR52gD-F use6 CCCGMYGCCGCGATACAACTAC 505 Ros y Belak, 1999
gD-R TACCCGCAGGAGGCACACAAG

Tabla 4: Secuencia de los oligonucledtidos utilizados.
* Tamafio del fragmento amplificado utilizando los oligonucledtidos indicados

3.B. Purificacion de virus

Monocapas de células MDBK fueron crecidas en botellas de cultivo celular de 150 cm2 de
superficie (T150) e infectadas con las cepas BoHV-1AgEBgal o BoHV-1 LA a moi 1. Cuando el ECP
fue extensivo, los frascos fueron congelados a -70°C. Luego de dos rondas sucesivas de congelado
(-70°C) y descongelado, se realizd el clarificado a 3000 rpm durante 20 min a 4°C. El
sobrenadante fue ultracentrifugado a 100000 g (Beckman L-90K) durante 1 hora a 4°C y se volcd
el sobrenadante y se secé el interior del tubo con papel. El pellet se resuspendié en 1 ml de buffer
TE (Tris 200 mM pH 8, EDTA 20 mM) con NP-40 0,1 % v/v (Sigma) e incubado a 37°C por 30
minutos y a 56°C por 1 hora. Luego se llevé a 30 ml con TE, se agregaron 5 ml de sacarosa 30%
p/v en el fondo del tubo y se ultracentrifugé a 100000 g durante 2 horas a 4°C. Se volco el

sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 500 ul de buffer de extraccion (TE pH 8, SDS 1%,
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Proteinasa K 0,5 mg/ml). Para lograr la disolucidn del pellet, se incubd a 56°C por 2 horas. Luego

se procedid a la extraccion de ADN.

3.C. Extraccion de ADN a partir de virus purificado

Para extraer ADN viral a partir de virus purificado se agregé un volumen de fenol:
cloroformo: isoamilico (24:25:1), se mezcld por inversion, se centrifugd a 13000 rpm por 10 min a
temperatura ambiente y se recuperd la fase acuosa. La misma fue nuevamente tratada con fenol:
cloroformo: isoamilico, mezclada y centrifugada a 13000 rpm por 10 minutos. Luego se agregd
1/10 de volumen de acetato de sodio (AcNa) 3M y 2 volimenes de etanol absoluto, y se incub6 1
hora a -70°C. Posteriormente se centrifugd a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C, se descarto el
sobrenadante vy el pellet fue lavado 2 veces con 600 pul de etanol 70%. Luego el pellet fue secado y
resuspendido en 50 ul de agua deionizada por 16 horas a 4°C. Finalmente se corrobord la
integridad del ADN obtenido mediante electroforesis en gel de agarosa 1% y se cuantificd la

muestra por absorbancia a 260 nm utilizando un espectrofotometro UV Nanodrop ND-1000.

3.D. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 12,5 ul. Se utilizaron 5 ng
de ADN viral, buffer de la enzima Taq ADN polimerasa Green Go Tag 5x (Promega), dNTPs 200 uM
(cada uno), 100 ng de oligonucledtidos sentido y antisentido y 1 unidad de Taq DNA polimerasa

(Invitrogen).

Debido al alto contenido de GC del genoma de los herpesvirus fue necesario, en todos los

casos, utilizar un programa de ciclado del tipo touch-down.

3.E Electroforesis en geles de agarosa nativos

Las muestras de ADN se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa de

acuerdo a lo detallado previamente en la seccién Materiales y Métodos.

3.F. Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Los productos de PCR fueron purificados a partir de geles de agarosa. Para ello, se realizd
una electroforesis en gel de agarosa y la banda del tamafio esperado se escindié del gel utilizando
bisturi y se purifico con el kit comercial, Zllustra GFXTM PCR DNA and gel band purification kit (GE
Healthcare). EI ADN obtenido fue resuspendido en 20ul de Tris 10 mM pH=8.
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3.G. Secuenciacion automatica

La secuenciacion de los productos de amplificacion por PCR y de ADN gendmico viral se
realizd utilizando el Servicio Interno de Genotipificacién y Secuenciacion- Ibiotec (Instituto de
Biotecnologia, CICVyA). En este lugar se trabaja con el kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied

Biosystems) y con el secuenciador 3130 x| Genetic Analizer (Applied Biosystems).

Todas las secuencias se realizaron en ambas cadenas.

3.H. Digestion con endonucleasas de restriccion

Para las digestiones de ADN gendmico se utilizaron 10 pg de ADN, 1-5 U de enzima,
buffer de restriccion apropiado 1X y albimina sérica bovina 1X (BSA 10 mg/ml) en un volumen
final de 20 pl. Las reacciones se incubaron 3 horas a la temperatura recomendada para cada
enzima. En caso de ser necesario luego de la digestion las enzimas se inactivaron segun las

recomendaciones del fabricante (Promega).

3.1. Herramientas bioinformaticas

El acceso a la secuencia gendmica de BoHV-1 se realizd utilizando el sitio web de NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

La edicion, el andlisis y alineamiento de las secuencias de acidos nucleicos y de proteinas se
realizd con los programas VectorNTI version 8.0 (InforMax, Inc, 1994-2002), BioEdit versién 7.0.5.3
(Hall, 1999) y con las herramientas del sitio web JustBio.com de acceso libre a través de Internet

(www.justbio.com).
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1. ESTUDIO DE LA INFECCION AGUDA POR BoHV-1AgEggal EN BOVINOS

Con el objetivo de evaluar la virulencia de la cepa BoHV-1AgEBgal en el hospedador
natural, se disefid una experiencia de infeccion viral de bovinos. Asimismo, para contar con los
parametros de excrecion viral, signos clinicos y respuesta inmune asociados a la infeccion aguda
con la cepa parental se realizd la infeccion experimental de bovinos con la cepa BoHV-1 LA,
obteniéndose una herramienta de comparacion. Las infecciones se desarrollaron como dos

experiencias independientes para evitar la contaminacién cruzada entre ambos agentes.

1.A. Infeccion experimental de bovinos con el virus BoHV-1 LA

Para estudiar los parametros de excrecion viral, signos clinicos y respuesta inmune
asociados a la infeccién aguda con BoHV-1 se realizd la infeccién de 9 bovinos por via intranasal

con la cepa LA de BoHV-1.

1.A.1. Excrecion viral y signologia clinica

Los animales fueron infectados por via intranasal (aerolizacion) con 3 ml de 107> DICTso/ml
del virus BoHV-1 LA. Una vez finalizada la inoculacion, el virus sobrante fue retitulado para

confirmar la dosis administrada, registrandose un titulo viral de 10”° DICTso/ml.

Luego de la infeccion, las secreciones nasales fueron analizadas de acuerdo a lo detallado
en la seccion de materiales y métodos. Los animales excretaron particulas virales infectivas desde
el dia 1 hasta el dia 12 post infeccion (pi) (Figura 1). Los niveles maximos de excrecion viral se

detectaron entre los dias 4 y 8 pi, alcanzando valores de 10”° DICTso/ml.
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Figura 1. Curvas de excrecion viral nasal individuales de los animales infectados con BoHV-1 LA.
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Para la identificacion de la cepa viral excretada, el ADN extraido de las secreciones nasales
de los animales infectados con BoHV-1 LA fue analizado por PCR. Todas las muestras resultaron
positivas para las reacciones de amplificacion del gen g£ (300 pb) y gC (400 pb) de BoHV-1
(Figura 2), y negativas para /ac Z, segun lo esperado. De esta manera se confirmd la identidad del

virus excretado.
1 2 3 4 5 6 M 7 85 9 10 M 11 12
X — .
- .- = -
-— -Hh: D -

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion por PCR. Calles 1-6:
secreciones nasales de animales infectados con BoHV-1 LA. Calles 7 y 8: BoHV-1AgEBgal. Calles 9
y 10: BoHV-1 LA. Calles 11 y 12: Control negativo. M: Marcador de peso molecular (1 Kbp Plus,
Invitrogen). Calles 1, 3, 5, 7, 9 y 12: fragmento del gen gC Calles 2, 4, 6, 8, 10 y 12: fragmento
del gen g£.

Los hisopados conjuntivales y vulvares se realizaron cuando los animales manifestaron
signos clinicos y/o lesiones compatibles con la enfermedad causada por este agente. En ningln

caso se detectaron particulas virales en estas muestras.

Todos los animales infectados con la cepa BoHV-1 LA mostraron signologia respiratoria
moderada. A partir del segundo dia pi, los animales presentaron secrecion nasal serosa, que luego
se transformd en seromucosa y mucopurulenta de distintas intensidades, de leve a severa (Tabla
1) (Figura 3). Cuatro animales (No 37, 243, 284 y 35) presentaron un registro de temperatura
rectal superior a 39,5°C el dia 4 pi. Por su parte, otros cuatro bovinos (No 284, 14, 35 y 21)

presentaron secrecién ocular seromucosa leve al dia 8 pi.

Figura 3. Signologia clinica observada en animales inoculados con BoHV-1 LA. A: rinitis
seromucosa severa. B: Conjuntivitis seromucosa leve.
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Anims Wil o |2 |4 |6 |8 1012|1416
37 0 |1 |4

243 o |o|o |4 |4

10 o |1 |2 |3 ]3

284 o |o |4 |5 |63 ]3]0
35 o |10 |4 |4 |3 ]|3]3
14 o o |1 |3 |43 ]3]1]o0
2 o |1t |1 |4 |6 |3 |3 ]|3]1
22 o o |1 1|13 |5 ]4]o0
21 o |o |1 |3 |6 4|7 |6]a

Tabla 1. Signologia clinica registrada en animales inoculados con BoHV-1 LA. Las celdas
sombreadas corresponden a los dias para los cuales esos animales ya habian sido eutanasiados. El
grado de severidad de la rinitis se registré segun la siguiente escala de valores arbitrarios (Puntel,
2002a): serosa leve=1, serosa moderada=2, seromucosa leve=3, seromucosa moderada=4,
seromucosa severa=5, mucopurulenta leve= 6, mucopurulenta moderada=7, mucopurulenta
severa=8.

1.A.2. Respuesta inmune

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-BoHV en suero y secreciones nasales se

realizaron los ensayos de ELISA detallados en la seccién de materiales y métodos.

Las muestras de secreciones nasales tomadas durante el periodo pi fueron analizadas
mediante un ensayo de ELISA para evaluar niveles de anticuerpos de clase IgA e IgGl. En 5 de 8
animales se detectaron anticuerpos de clase IgA al dia 7 pi con titulos de 0,9 (logyo). Al dia 9 pi
todos los animales desarrollaron IgA, alcanzando valores de 2,1 (logy,) a los 12 dpi (Tabla 2A). Los
anticuerpos de clase IgG1 se detectaron al dia 9 pi en todas las muestras, con titulos maximos de
3,3 (logyp) a los 12 dpi (Tabla 2B).

La respuesta inmune humoral en suero fue evaluada por ELISA para anticuerpos totales
contra BoHV-1. Todos los animales seroconvirtieron luego de la infeccion, alcanzando titulos

maximos de 2,8/3,4 (Ioglo) (Tabla 3). Los terneros eutanasiados a los dias 5 y 9 pi no presentaron

anticuerpos en suero.
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A B

i dpi 7 9 12 7 9 12
37

243 0,9 0,9 0 0,9

10 0,9 1,5 0 0,9

284 0 0,9 2,1 0 0 2,1
35 0,9 1,5 1,5 0 1,5 3,3
14 0,9 0,9 1,5 0 0,9 2,7
2 0 0,9 2,1 0 0,9 2,1
22 0,9 1,5 2,1 0 0 1,5
21 0 0,9 1,5 0 0,9 2,7

Tabla 2: Anticuerpos IgA (A) e IgG1 (B) en hisopados nasales de animales infectados con la cepa
BoHV-1 LA a distintos dpi medidos por ELISA y expresados como log;o. Las celdas sombreadas
corresponden a los dias para los cuales esos animales ya habian sido eutanasiados.

Animal 37 10 1243 35 284 14 2 22 21
Dpi 5% 9% o* 15% 15% 21% 42% 42 42
Titulo 0 0 0 2,8 2,2 2,8 2,2 2,2 2,2

Tabla 3: Respuesta de anticuerpos inducida luego de la infeccion. Anticuerpos IgG totales en suero
de animales infectados con la cepa BoHV-1 LA, medidos por ELISA indirecto, expresado como
titulo logyo. El * indica que el dpi corresponde al dia de eutanasia.

Los resultados de excrecion viral y signologia clinica presentados en esta seccion permiten
concluir que se logrd reproducir experimentalmente el cuadro clinico asociado a infecciones con
BoHV-1. La infeccion de bovinos con la cepa de referencia LA de BoHV-1 produjo una alta y
prolongada excrecion viral y signologia clinica moderada, asi como la induccién de una respuesta

inmune especifica, tanto en suero como en mucosas.

1.B. Infeccion experimental de bovinos con el virus BoHV-1AgERgal

Para estudiar el comportamiento /7 vivo de la cepa recombinante BoHV-1AgEBgal se

realizo la infeccion experimental de 6 bovinos.
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1.B.1. Excrecion viral y signologia clinica

Los animales fueron infectados por via intranasal (aerolizacion) con 3 ml de 107> DICTso/ml
del virus BoHV-1AgEBgal. Una vez finalizada la inoculacion, el virus sobrante fue retitulado para

confirmar la dosis administrada registrandose un titulo viral de 10’ DICTso/ml.

Durante la infeccion aguda no se detectaron particulas virales infectivas en cultivos de
tejidos en las muestras de hisopados nasales de ninguno de los animales infectados. Luego de tres
pasajes ciegos, se detecto efecto citopatico en la muestra de un sélo animal correspondiente al dia
2 pi.

Se analizd la presencia de ADN viral en las secreciones correspondientes a los dias 4 y 7 pi
mediante amplificacion por PCR de dos fragmentos del gen gC. Las muestras de todos los animales

fueron positivas para los dias estudiados (Figura 4).

12 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacién por PCR de dos
fragmentos del gen gC utilizando ADN de secreciones nasales tomadas el dia 4 pi (A) y 7 pi (B). Se
muestran los resultados de los animales 189 (calles 1y 2), 287 (calles 3 y 4), 502 (calles 5y 6),
506 (calles 7 y 8), 509 (calles 9 y 10) y 1016 (calles 11 y 12). Calle 13: control positivo. Calle 14:
Control negativo. M: Marcador de peso molecular (1 Kbp Plus, Invitrogen).

Los resultados negativos del aislamiento viral en cultivo de tejidos indican que la cepa
BoHV-1AgERgal no se excreta luego de la infeccion intranasal. Sin embargo, la presencia de ADN
viral en los hisopados nasales de los animales infectados con la cepa BoHV-1AgERgal a los 4y 7
dias pi indicaria replicacion viral. Estos resultados sugieren un bajo nivel de replicacion in vivo de

este virus, o una baja excrecién del mismo en secreciones nasales.

Los animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal no mostraron signos clinicos ni
cambios de la temperatura rectal durante el periodo observado y se mantuvieron sanos durante

toda la experiencia.
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1.B.2. Respuesta inmune

Se realizd un ELISA para detectar la presencia de anticuerpos en las secreciones nasales.
Todos los animales presentaron anticuerpos de clase IgA en las secreciones correspondientes a los
dias 7, 9 6 12 pi (Tabla 4), con titulos entre 0,9 y 1,5 (logyo).

dpi

7 9 12
Animal
502 0,9 0,9
506 0,9 0,9 0,9
287 0,9 0,9 1,5
189 0,9 0,9 0,9
509 0 0 0,9
1016 0,9 0,9 1,5

Tabla 4: Anticuerpos IgA en hisopados nasales de animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal
a distintos dpi medidos por ELISA y expresados como log;o. Las celdas sombreadas corresponden
a los dias para los cuales esos animales ya habian sido eutanasiados

Sdlo un animal infectado (N° 506) presentd anticuerpos de clase IgG1l en secreciones
nasales a los 9 y 12 dpi con un titulo de 0,9 (logyo).

Todos los animales infectados desarrollaron anticuerpos totales a los tiempos ensayados,
alcanzando valores maximos de 2,2 (logy,) (Tabla 5). Solo el animal eutanasiado al dia 9 no
presentd anticuerpos ya que es una fecha temprana para deteccion de los mismos. Asimismo, se

hallaron anticuerpos neutralizantes en el suero de todos los animales durante el ensayo (Tabla 6).

Animal | 502 | 506 |287 189 509 | 1016
dpi 9* 15% | 21% 42% 42 42
Titulo 0 1,6 | 1,6 1,6 1,6 2,2

Tabla 5: Respuesta de anticuerpos inducida luego de la infeccion. Anticuerpos IgG totales en suero
de animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal, por ELISA indirecto, expresado como titulo
logye. El * indica que el dpi corresponde al dia de eutanasia.
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dpi
Anim] 9 15 21 42
502 +
506 nd +
287 nd + +
189 nd + nd +
509 nd + nd +
1016 nd + nd +

Tabla 6. Presencia de anticuerpos neutralizantes en las muestras de suero de animales infectados
con la cepa BoHV-1AgEBgal a distintos dias pi. (-) ausencia de anticuerpos; (+) presencia de
anticuerpos; nd: no determinado. Las celdas sombreadas corresponden a los dias para los cuales
esos animales ya habian sido eutanasiados.

Todos los animales infectados con la cepa BoHV-1AgERgal desarrollaron una respuesta
inmune humoral detectable, tanto sérica como de mucosas. Estos resultados sugieren que en
dichos animales se produjo una estimulacién del sistema inmune debido a la presencia del virus,

confirmando la infeccidon de los mismos.

Conjuntamente, estos datos indican que la cepa BoHV-1AgEBgal logra infectar a los
animales e inducir una respuesta inmune especifica. Sin embargo, no es excretada en secreciones
nasales ni genera signos clinicos de enfermedad en el bovino. Todo esto indicaria que la cepa

BoHV-1AgEBgal se encuentra atenuada /n vivo.

1.C. Estudio de la distribucion viral en tejidos

El estudio de la distribucion viral en los tejidos de los animales infectados con los virus
BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA se abordd mediante aislamiento viral e inmunohistoquimica. El
aislamiento viral a partir de érganos mantenidos a -80°C permitié detectar la presencia de virus
infectivo a tiempos tempranos luego de la infeccion. También se estudié la distribucion de
antigenos virales en las células infectadas de distintos tejidos a partir de d6rganos fijados e

incluidos en parafina utilizando la técnica de inmunohistoquimica.
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1.C.1. Aislamiento viral

Para conocer la distribucion viral en los tejidos durante la infeccién aguda, se realizd el
cultivo en células MDBK y TFB de las muestras procesadas de tejidos congelados a -80°C de los
animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal y eutanasiados a los dias 9 y 15 pi asi como
también de los tejidos de animales infectados con la cepa BoHV-1 LA y eutanasiados a los dias 5,
9y 15 pi.

En los tejidos del dia 5 pi del animal infectado con la cepa BoHV-1 LA se detectd virus
infeccioso en mucosa nasal, olfatoria, orofaringea y traqueal, asi como en linfonddulos de cabeza y
cuello, glandula parétida y bulbo olfatorio (Tabla 7). Los tejidos positivos correspondientes al dia 9
pi fueron mucosa nasal y orofaringea, linfonddulo retrofaringeo y tonsila para el animal infectado
con BoHV-1 LA, mientras que para el animal infectado con el virus BoHV-1AgEBgal solamente
mucosa orofaringea. Los resultados negativos se confirmaron mediante tres pasajes ciegos sobre
células MDBK y posterior inmunofluorescencia. Las muestras procesadas pertenecientes a los

animales infectados y sacrificados al dia 15 pi fueron negativas para ambos virus.

BoHV-1 LA BoHV-1 LA BoHV-1AgEBgal
Tejido
5 dpi 9 dpi 9 dpi

Mucosa nasal + + -
Mucosa orofaringea + + +
Mucosa olfatoria + - -
Mucosa traqueal + - nd
Linfonddulo retrofaringeo - + -
Linfonddulo mandibular + nd nd
Tonsila - + -
Glandula pardtida + - -
Bulbo olfatorio + - -

Tabla 7. Resultados del aislamiento viral de tejidos provenientes de animales infectados con BoHV-
1 LA alos 5y 9 dpi y BoHV-1AgEBgal a los 9 dpi. (+): Resultado positivo. (-): Resultado negativo.
nd: no determinado

Los resultados de la Tabla 7 muestran la distribucién de los virus BoHV-1 LA y BoHV-
1AgEBgal en los tejidos luego de la infeccion en bovinos. El nimero de muestras positivas
observadas al dia 5pi de la cepa BoHV-1 LA confirman la dispersion de dicha cepa, afectando a

tejidos proximos a la puerta de entrada del agente.
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1.C.2. Deteccion de antigenos virales

Para conocer la distribucion de antigenos virales en los tejidos durante la infeccion aguda
con los virus BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA se realizaron cortes por micrétomo de muestras de
organos de los animales infectados y eutanasiados al dia 9 pi y se procesaron por la técnica de
inmunohistoquimica. Se utilizd6 como anticuerpo primario un anticuerpo monoclonal anti-BoHV-1 y
se marcd con el sistema streptavidina-biotina, revelando con una soluciéon de carbazol. Para la

contratincion se utilizd hematoxilina de Mayer.

A los 9 dpi se detectaron antigenos virales en la mucosa orofaringea y en el linfonédulo
mandibular de los animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal. Los tejidos de los animales
infectados con el virus BoHV-1 LA en los cuales se detectaron antigenos virales fueron mucosas

orofaringea y nasal, y linfonddulos retrofaringeo y mandibular (Tabla 8).

Tejido BoHV-1 LA | BoHV-1AgEBgal

Mucosa olfatoria - -

Mucosa nasal + -
Mucosa orofaringea + +
Linfonddulo retrofaringeo + -
Linfonddulo mandibular + +

Tabla 8. Resultados de la inmunohistoquimica de tejidos provenientes de animales infectados con
BoHV-1 LA y BoHV-1AgERgal al dia 9 pi. (+): Resultado positivo. (-): Resultado negativo.

Las imagenes de las inmunohistoquimicas realizadas sobre los linfonddulos de los animales
infectados con BoHV-1 LA y BoHV-1AgEBgal muestran que las células positivas resultaron
morfolégicamente compatibles con linfocitos y presentaron tincion especifica con localizacién
nuclear. El analisis de la localizacion de las células positivas en este tejido mostrd una distribucion
similar de antigenos virales para ambas cepas, con una mayor concentracién en los centros
germinales (Figura 5B, E y H). La cantidad de células reactivas por campo estuvo en el mismo
orden para ambos virus (Figura 5C, F e I). Los controles negativos no mostraron reacciones

inespecificas (Figura 5J-L).

Con respecto a las imagenes correspondientes a la mucosa orofaringea, se observaron
células positivas tanto en la mucosa (Figura 6F) como en la submucosa (Figura 6B, F, He I), y en
los acinos glandulares (Figura 6C). Si bien se observd una leve tincién inespecifica en el citoplasma
de las células epiteliales de la mucosa debido al alto contenido de sustancias reactivas (Figura 6F y
L), esto no interfirid en la discriminacion entre células positivas para antigenos virales con tincion

nuclear intensa y células negativas.
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Figura 5. Inmunohistoquimica de secciones de linfonddulo mandibular correspondientes a
animales infectados con el virus BoHV-1 LA y sacrificados a los 5 dpi (A-C), 9 dpi (D-F) o
infectados con la cepa BoHV-1AgERgal y sacrificado a los 9 dpi (G-I). J-L: control negativo.
Aumento: A, D, Gy J 100x; B, E, Hy K 400x; C, G, I y L 1000x. Las flechas sefialan células
positivas.
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Figura 6. Inmunohistoquimica de secciones de mucosa orofaringea correspondiente a animales
infectados con el virus BoHV-1 LA y sacrificados a los 5 dpi (A-C), 9 dpi (D-F) o infectados con la
cepa BoHV-1AgERgal y sacrificado a los 9 dpi (G-I). J-L: control negativo. Aumento: A, D, Gy ]
100x; B, E, Hy K 400x; C, G, I y L 1000x. Las flechas sefialan células positivas.

De acuerdo a los resultados obtenidos del andlisis de los tejidos de los animales
infectados, se sugiere que el virus BoHV-1AgEBgal infecta un menor nimero de tejidos en

comparacion con la cepa parental LA.

Conjuntamente, los resultados de la experiencia de infeccion aguda sugieren que la cepa
BoHV-1AgEpgal infecta al bovino, detectandose la presencia de genoma viral en las secreciones
nasales y células que expresan antigenos virales en érganos proximos a la puerta de entrada.
Asimismo, la infeccion con esta cepa indujo una respuesta inmune especifica tanto en suero como
en mucosas. Sin embargo, la ausencia de signos clinicos y excrecién viral indicarian que la cepa

BoHV-1AgEpgal estaria atenuada en su virulencia.
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2. ESTUDIO DE LA LATENCIA DE BoHV-1AgESgal EN BOVINOS

El estudio de la latencia de BoHV-1AgEBgal en bovinos se abordd en primer término
mediante la induccién experimental de la reactivacion viral a través de un tratamiento
inmunosupresor. Posteriormente, se analizaron los tejidos propuestos en la bibliografia como sitios

de establecimiento de la infeccion latente.

Con el objetivo de contar con los parametros de excrecién viral, signos clinicos y respuesta
inmune asociados a la reactivacion de BoHV-1 LA y la cepa BoHV-1AgEpgal, se realizd el

tratamiento inmunosupresor experimental a dos animales de cada grupo a los dias 48 y 74 pi.

2.A. Reactivacion de los animales infectados con la cepa BoHV-1 LA

Dos animales (N° 22 y 21) previamente infectados con el virus BoHV-1 LA fueron
inoculados durante 5 dias consecutivos con dexametasona endovenosa (0,1 mg/kg) para inducir la

reactivacion viral.

2.A.1. Excrecion viral y signologia clinica

El animal que recibié el tratamiento con dexametasona a partir del dia 48 pi (N° 22), no
excretd particulas infectivas en secreciones nasales durante el periodo post tratamiento (pt)
evaluado. Asimismo, las muestras fueron negativas al realizarse tres pasajes ciegos como al
analizar la presencia de ADN viral mediante reacciones de amplificacion por PCR. Respecto a la
signologia clinica, el animal 22 no mostrd signos ni presentd registros de temperatura rectal

elevada.

El animal N°21 que comenzo el tratamiento el dia 74 pi presentd excrecion viral a partir
del cuarto dia pt, la cual se prolongé durante 6 dias y alcanzd un valor maximo de 10%°DICTso/ml
al dia 5 pt (Figura 7).

Los resultados de la excrecién viral del animal 21 durante el periodo de reactivacién viral,
en términos de duracién y valores maximos, fueron menores que los detectados durante la
infeccidn aguda (cuando excretd virus durante 9 dias con un titulo maximo de 107-°DICTsy/ml). El
animal 21 tuvo temperatura rectal mayor a 39,5°C durante dos dias consecutivos (dias 9 y 10 pt).
Sin embargo no presentd otros signos clinicos asociados a la enfermedad por BoHV-1 durante

todo el periodo pt examinado.
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Figura 7. Curva de excrecion viral individual de los animales infectados con BoHV-1 LA y tratados
con dexametasona. El dia 1 pt corresponde al dia 48 y 74 pi para los animales 22 y 21,
respectivamente.

2.A.2. Respuesta inmune

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-BoHV en suero y secreciones nasales se

realizaron los ensayos de ELISA detallados en Materiales y Métodos.

En el animal 22 el titulo de anticuerpos séricos no presentd variaciones entre las muestras
anteriores y posteriores al tratamiento inmunosupresor, manteniéndose en un valor de 2,2 (logyg).
Sin embargo se observd un incremento en los anticuerpos de ambos isotipos estudiados en
secreciones nasales, de 0 a 1,5 (logyo) en ambos casos. Para el animal 21 se verificd un aumento
en el titulo de anticuerpos en suero después del tratamiento inmunosupresor, de 2,2 a 3,4 (logy),
asi como incrementos en los anticuerpos de clase IgA e IgG1 en secreciones nasales, alcanzando

valores de 3,3 y 3,9 (logyo), respectivamente (Tabla 9).

Pre TD Post TD
Suero Secreciones nasales Suero Secreciones nasales
Animal | Ig totales IgA IgG1 Ig totales IgA IgG1
22° 2.2 0 0 2.2 1,5 1,5
21° 2.2 0,9 1,5 3.4 3,3 3,9

Tabla 9: Respuesta de anticuerpos en suero y en secreciones nasales antes y después del
tratamiento inmunosupresor, medidos por ELISA, expresado como titulo logie. TD: tratamiento
con dexametasona.

#Pre TD y post TD corresponden a los dias 48 y 65 pi, respectivamente.

®pre TD y post TD corresponden a los dias 74 y 91 pi, respectivamente.
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Los datos de excrecién viral y respuesta inmune sugieren que el animal nimero 21
reactivd la infeccion con BoHV-1 experimentalmente. Respecto al animal 22, no se detecto
variacién en los niveles de anticuerpos séricos ni excrecion de particulas infectivas. Asimismo, el
dia de la necropsia se extrajo una muestra de sangre y un hisopado nasal siendo los resultados
negativos. Sin embargo, se produjo un incremento en los anticuerpos en secreciones nasales entre
las muestras previas y posteriores al tratamiento inmunosupresor. Por lo tanto, no podemos

descartar que dicho animal haya reactivado la infeccion latente.

2.B. Reactivacion de los animales infectados con la cepa BoHV-1AgEpgal

Dos animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal fueron inoculados durante 5 dias
consecutivos con dexametasona endovenosa (0,1 mg/kg) a los dias 48 y 74 pi para inducir la

reactivacion viral.

2.B.1. Excrecion viral y signologia clinica

No se detectd virus infeccioso de las secreciones nasales de ninguno de los dos animales
infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal y tratados con dexametasona, aln después de realizar tres
pasajes ciegos. Asimismo, las reacciones de amplificacion por PCR a partir de las secreciones

nasales de estos animales durante y después del tratamiento inmunosupresor fueron negativas.

No se observaron signos clinicos compatibles con enfermedad producida por BoHV-1 en

ninguno de los dos animales durante todo el periodo pt examinado.

2.B.2. Respuesta inmune

Para estudiar la respuesta inmune de mucosas, se analizaron las secreciones nasales de
los animales tratados con dexametasona. No se detectaron anticuerpos de clase IgA o IgG1 en las
secreciones nasales correspondientes tanto al comienzo del tratamiento inmunosupresor como a

los dias posteriores al mismo.

En el animal N° 509 se verificd un aumento en el titulo de anticuerpos después del
tratamiento inmunosupresor, de 1,6 a 2,2 (logy,). El otro animal (N°© 1016) no presentd
variaciones en el titulo de anticuerpos séricos entre las muestras anteriores y posteriores al
tratamiento, manteniéndose en un valor de 2,2 (logo). Asimismo, los ensayos de
seroneutralizacion fueron positivos para las muestras de sueros anteriores y posteriores al

tratamiento para ambos animales.
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Los datos de excrecion viral, signos clinicos y respuesta inmune presentados en esta
seccion sugieren que los animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal no reactivaron la

putativa infeccion latente.

2.C. Evaluacion de los sitios de establecimiento de latencia

Se estudid la distribucion de antigenos y ADN viral en los tejidos propuestos como sitios de
establecimiento de latencia de BoHV-1, provenientes de los animales infectados con los virus
BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA. La técnica de inmunohistoquimica a partir de 6rganos fijados e
incluidos en parafina permitié evaluar la infeccion productiva que ocurre a tiempos tempranos en
estos organos, previo al establecimiento del estado de latencia. Asimismo, se estudio la presencia

de genoma viral en muestras de todos los animales infectados durante las experiencias.

2.C.1. Deteccion de antigenos virales

El ganglio trigémino (GT) es el sitio de latencia mas importante en los alfaherpesvirus. Por
ello se estudio la presencia de antigenos virales en los GT de los animales infectados con los virus

BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA mediante la técnica de inmunohistoquimica.

En las muestras del animal infectado con la cepa BoHV-1 LA correspondientes al dia 5 pi
encontramos células no-neurales positivas mientras que las neuronas fueron negativas (Figura 8A-
C). A los 9 dpi, se observaron tanto neuronas como células no neurales con antigenos virales
(Figura 8D-F). Asimismo, se observé un infiltrado de células mononucleares en las muestras de GT
de ambos dias (Figura 8B y E). Sin embargo, en el GT del animal infectado con la cepa BoHV-

1AgEBgal del dia 9 pi no se encontraron células reactivas (Figura 8G-I).
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Figura 8: Inmunohistoquimica de GT de animales infectados con BoHV-1 LA y eutanasiados a los 5
dpi (A-C) 0 9 dpi (D-F). G-I: GT de un animal infectado con la cepa BoHV-1AgEBgal y eutanasiado
a los 9 dpi. Aumento: A, Dy G 100x; B, E'y H 400x; C, G e I 1000x. Las flechas indican cuerpos
neuronales positivos y las puntas de flecha muestran células no neurales reactivas. Notese en B y
E el infiltrado de células mononucleares.

Asimismo se analizaron muestras de tonsilas de animales infectados con BoHV-1 LA o
BoHV-1AgEpgal sacrificados el dia 9 pi. Se encontraron células positivas en los cortes de tonsila
del animal infectado con el virus BoHV-1 LA (Figura 9A-C) pero no en el tejido del animal infectado
con la cepa BoHV-1AgEBgal (Figura 9D-E).
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Figura 9: Inmunohistoquimica de tonsilas de animales infectados con BoHV-1 LA (A-C) o BoHV-
1AgEBgal (D-F), eutanasiados a los 9 dpi. Aumento: Ay D 100x; B y E 400x; C y G 1000x. Las
flechas sefalan células positivas.

En un corte de mucosa nasal del animal infectado con la cepa BoHV-1 LA y sacrificado al
dia 5 pi se encontrd una célula morfolégicamente compatible con un cuerpo neuronal positivo a la

marcacion con el anticuerpo anti-BoHV-1 (Figura 10A-C).

Figura 10: Inmunohistoquimica de mucosa nasal de animal infectado con BoHV-1 LA, eutanasiado
a los 9 dpi. Aumento: A 100x; B 400x; C 1000x. Las flechas sefialan células positivas.

La deteccion de antigenos virales en GT y tonsila en los animales infectados con el virus
BoHV-1 LA sugiere la infeccion de estos tejidos, de acuerdo a lo esperado para una cepa salvaje
de BoHV-1. El hallazgo de una célula reactiva con morfologia neuronal en la mucosa nasal del
bovino eutanasiado al dia 5 pi podria indicar una de las vias de acceso del virus a los sitios de

latencia.

Los datos de las muestras procesadas por inmunohistoquimica sugieren que la cepa BoHV-
1AgEBgal no produce una infeccién productiva en los sitios de latencia propuestos para BoHV-1 en

el bovino luego de la infeccion experimental por via intranasal a la dosis utilizada en este estudio.
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2.C.2. Deteccion de ADN viral

Para profundizar el estudio del establecimiento de latencia en estos tejidos, se investigo la

presencia de ADN viral en ganglio trigémino (GT) y tonsilas (T) mediante amplificacién por PCR.

La extraccion de ADN de las muestras se confirmo en todos los casos mediante la

amplificacion por PCR de un fragmento de 250 pb del gen celular bovino gapdh (Figura 11).

M 1 2 3 4 36 7 8 M

Figura 11: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion por PCR a partir de
ADN extraido de GT y T de animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal (calles 1-3) y BoHV-1
LA (calles 4-7). Se observa un producto de amplificacion de 246 pb correspondiente a un
fragmento del gen gapdh bovino. Calle 8: Control negativo. M: Marcador de peso molecular.

Todas las muestras de GT provenientes de animales infectados con la cepa BoHV-
1AgEBgal fueron negativas para las reacciones de amplificacién por PCR utilizando oligonucleétidos
especificos para BoHV-1. Sin embargo, todas las muestras de animales infectados con la cepa
BoHV-1 LA fueron positivas, observandose una banda especifica de 390 pb correspondiente a un

fragmento del gen gCy otra banda de 281 pb de un fragmento del gen g£ (Figura 12).
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Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion por PCR a partir de
ADN extraido de GT de animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA. Para cada
muestra, el producto de amplificacion en la calle de la izquierda corresponde a un fragmento de
390 pb del gen gCy en la calle de la derecha, a un fragmento de 281 pb del gen g£. A: GT de
animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal. Calles 1 y 2: dia 15 pi, Calles 3 y 4: dia 91 pi,
Calles 5 y 6: control positivo BoHV-1AgEBgal. Calles 7 y 8: control negativo. B: GT de animales
infectados con la cepa BoHV-1 LA. Calles 1 y 2: dia 9 pi, Calles 3 y 4: dia 21 pi, Calles 5 y 6: dia
42 pi, Calles 7 y 8: dia 91 pi, Calles 9 y 10: control positivo BoHV-1 LA. M: Marcador de peso
molecular.

La amplificaciéon por PCR a partir de tonsilas de animales infectados la cepa BoHV-
1AgEBgal y eutanasiados a los dias 9 y 42 pi fue negativa, mientras que las tonsilas de los
animales infectados con BoHV-1 LA sacrificados a los 9 y 42 dpi fueron positivas. En las muestras

positivas se observa una banda de 354 pb correspondiente a un fragmento del gen gC (Figura 13).
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Figura 13: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion por PCR a partir de
ADN extraido de tonsilas de animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBRgal y BoHV-1 LA. En las
muestras positivas se observa un producto de amplificacion que corresponde a un fragmento de
354 pb del gen gC Calles 1: Control positivo. Calles 2 y 3: T de animales infectados con la cepa

BoHV-1 LA (dia 9 pi), Calle 4: T de animal infectado con la cepa BoHV-1AgEBgal (dia 9 pi), Calle
5: control negativo. M: Marcador de peso molecular.

Los datos de amplificacion por PCR indicarian la ausencia de ADN del virus BoHV-1AgEBgal
en los sitios de latencia propuestos para BoHV-1. La deteccién de ADN viral en las muestras de
todos los animales infectados con la cepa BoHV-1 LA confirma el acceso de esta cepa al GT y

tonsilas.

Conjuntamente, los resultados de la experiencia de reactivacion y el estudio de los GT y
tonsilas sugieren que la cepa BoHV-1AgERgal no alcanzaria estos sitios de latencia, y por ende, no
estableceria una infeccion latente. En consecuencia, la reactivacion no seria posible, tal como

sugieren los resultados obtenidos luego del tratamiento inmunosupresor.
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3. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO /n vitro DE LA CEPA BoHV-1AgEBgal

Los datos obtenidos en los experimentos /n vivo indican que la cepa BoHV-1AgEBgal se
encuentra altamente atenuada en bovinos. Los animales infectados con esta cepa no presentaron
excrecion viral ni signos clinicos de la enfermedad. A pesar de que no siempre se encuentra una
correlacion entre las observaciones /7 vivo e in vitro, mediante la caracterizacion /in vitro del virus
BoHV-1AgEBgal podrian obtenerse resultados que contribuyan a comprender cudles son los
mecanismos alterados en este virus, ya que deficiencias en el crecimiento /n vitro podrian afectar
el comportamiento /7 vivo. Con fines comparativos, se estudid en simultaneo a la cepa parental
BoHV-1 LA.

Asimismo, el virus BoHV-1 LA mostrd ser una cepa virulenta en el bovino, con niveles de
excrecion pi similares a los reportados para otras cepas salvajes de BoHV-1. Sin embargo, los
signos clinicos fueron moderados. En este contexto, se decidié estudiar esta cepa /in vitro en
comparacion con otras cepas salvajes de BoHV-1, a fin de establecer el comportamiento de la
misma contribuyendo al conocimiento del virus BoHV-1AgEBgal que fue desarrollado a partir de

ella.

3.A. Estudio del efecto citopatico

Para obtener informacion acerca del efecto citopatico producido en las células infectadas
con los virus BoHV-1 LA y BoHV-1AgERgal, a fin de establecer posibles diferencias, se infectaron
monocapas de células MDBK a una multiplicidad de infeccion (moi) de 1. A las 48 horas post

infeccion (hpi) las células se observaron al microscopio dptico y se fotografiaron (Figura 14).

Figura 14. Células MDBK infectadas con BoHV-1 LA (A y B) o con BoHV-1AgEBgal (C y D) a una
moi de 1 y fotografiadas a las 48 hpi. Ay C: 100x. B y D: 1000x

Las células infectadas con el virus BoHV-1 LA evidenciaron los cambios morfolégicos tipicos

de la infeccidon por herpesvirus, mostrando la monocapa un extendido efecto citopatico a las 24
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hpi. Las células se observaron de mayor tamafo, redondeadas, se tornaron refringentes, perdiendo
la cohesidn entre ellas. Se observaron grandes espacios vacios en la monocapa (placas de lisis)
debido al desprendimiento de las células (Figura 14A). A mayor aumento (Figura 14B) se evidencid

la presencia de extensos y abundantes puentes intercelulares.

En las células infectadas con la cepa BoHV-1AgEBgal (Figura 14C y D) el desarrollo del
efecto citopatico se encontrd retrasado 24 horas respecto de la cepa LA. Las células se
mantuvieron unidas y con tendencia a “apilarse” unas sobre otras. La presencia de puentes
intercelulares no fue evidente y las células permanecieron sin desprenderse de la monocapa.
Asimismo, si bien las células infectadas se volvieron redondeadas y refringentes, presentaron

menor tamaiio que las células infectadas con el virus BoHV-1 LA.

El anadlisis detallado de la morfologia de células MDBK infectadas, pone de manifiesto
diferencias en el efecto citopatico resultante de la accién de los virus bajo estudio. El fenotipo
alterado de las células MDBK luego de la infeccién da cuenta de posibles diferencias en el
comportamiento /n vitro de ambos virus, cuyo estudio fue abordado mediante distintas estrategias,

como se detalla a continuacion.

3.B. Estudio del ingreso viral a las células

Para evaluar el pegado e ingreso del virus BoHV-1AgEBgal a las células, con el objetivo de
detectar posibles alteraciones en este paso del ciclo de replicacion viral, se determind su cinética

de penetracién en comparacion con la de la cepa BoHV-1 LA (Figura 15).
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Figura 15. Cinética de penetracion de los virus BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA. El pegado de virus a
las células se sincronizé mediante incubacion a 4°C. La penetracién se realizd a 37°C. A diferentes
tiempos Las particulas virales que no penetraron fueron inactivadas mediante un tratamiento a pH
acido y se cubrieron con un medio semisdlido. Se grafica el cociente entre la cantidad de placas de
lisis por pocillo tratadas con pH &cido y tratadas con PBS a cada tiempo. Las barras de error
corresponden a los desvios estandar de dos experimentos independientes.
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Este experimento muestra que no habria diferencias en la tasa de penetracion entre el
virus BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA en células MDBK, indicando que las variaciones en el ciclo
replicativo del virus BoHV-1AgERBgal no estarian relacionadas con diferencias en la capacidad de

infeccion mediante adsorcion a las células.

3.C. Estudio del pasaje célula a célula

3.C.1 Cinética de crecimiento de miiltiples pasos

Para estudiar la replicacion de la cepa BoHV-1AgEBgal en relacion al virus parental BoHV-1
LA, se determinaron las cinéticas de crecimiento de mdltiples pasos para ambos virus en medio
liquido. La moi utilizada fue de 0,1, permitiendo evaluar la dispersion del virus desde las células
infectadas a las células vecinas.

Mediante el analisis de la fraccion extracelular se detecté hasta 150 veces menos particulas
virales infectivas para el virus BoHV-1AgEBgal que para el BoHV-1 LA (10%%%° y 10%%”° DICTso/ml
para BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA respectivamente a las 24 hpi) durante todo el periodo ensayado.
Recién a las 72 hpi ambos virus alcanzaron los mismos titulos (1077° y 107> DICTso/ml para BoHV-
1AgEBgal y BoHV-1 LA, respectivamente) (Figura 16A).

La produccién de particulas virales medida en la fraccion intracelular se demor6 en la cepa
BoHV-1AgEBgal respecto de la cepa LA, registrandose entre 10 y 100 veces menos virus infeccioso
entre las 3 y las 36 hpi (10%*° y 10**® DICTso/ml para BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA,
respectivamente a las 6 hpi). A las 36 hpi los titulos de ambos virus se igualaron (10”% y 10”®
DICTso/ml para BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA, respectivamente) y permanecieron asi hasta las 72
hpi, manteniendo el virus BoHV-1AgEBgal un valor de 107%® DICTs,/ml mientras que el virus BoHV-
1 LA disminuyd a 10”1 DICTsy/ml (Figura 16B).

Comparando ambas curvas se observo que a partir del momento en que la produccion viral
se equipard entre ambas cepas (36 hpi) persiste alin una diferencia significativa en el titulo de
particulas virales infectivas en el espacio extracelular (10> y 10”* DICTso/ml para BoHV-

1AgEBgal y BoHV-1 LA, respectivamente).
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Figura 16. Cinética de multiples pasos del virus BoHV-1 LA y BoHV-1AgEBgal. Las particulas virales
gue no penetraron a las células fueron inactivadas mediante un tratamiento a pH acido. A las
distintas hpi indicadas se tomaron alicuotas de la fraccion extracelular (A) e intracelular (B). El
titulo viral de cada fraccion se determind mediante titulacion en células MDBK y estan expresados
como log;oDICTse/ml. Se graficaron los valores promedios y los desvios estandar correspondientes
a cuatro experimentos.

El egreso de particulas virales infectivas al espacio extracelular se graficéd en una curva de
egreso viral, donde se establecieron los porcentaje de salida del virus de las células en relacion a la
cantidad de virus total producido (Figura 17). Independientemente de la produccién viral total, la
proporcion de particulas que salen al espacio extracelular es menor para el virus BoHV-1AgERgal
gue para el virus LA, en todos los tiempos ensayados, siendo mas pronunciada esta diferencia
hasta las 24 hpi (0% y 26% de salida para BoHV-1AgERgal y BoHV-1 LA, respectivamente a las 12
hpi).
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Figura 17. Porcentaje de salida de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1AgERBgal. Cada punto representa el
cociente entre la cantidad de virus en el espacio extracelular y la suma de la cantidad de virus del
espacio intra y extracelular para cada tiempo ensayado.
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Con el objetivo de determinar si la cinética de crecimiento de la cepa BoHV-1 LA es
comparable a la de otras cepas salvaje de BoHV-1, se realizd el ensayo de cinética de replicacion

utilizando dicho virus vy la cepa de referencia BoHV-1 Colorado (Cooper) (Figura 18).

Las titulos correspondientes a la fraccion extracelular (Figura 18A) e intracelular (Figura
18B) fueron similares entre ambos virus. Los valores maximos alcanzados en la fraccidn
extracelular fueron 10”3”> DICTso/ml a las 48 hpi y 10”*° DICTso/ml a las 36 hpi, mientras que en la
fraccién intracelular fueron de 10® DICTso/ml a las 36 hpi y 10”* DICTso/ml a las 24 hpi, para los
virus BoHV-1 LA y Colorado respectivamente. No se encontraron diferencias en los titulos finales
alcanzados entre ambos virus (10737°*%3 DICTso/ml y 10582°*%6 DICTso/ml en la fraccion
extracelular y 107°*%° DICTso/ml y 10715*%% DICTso/ml en la fraccidn intracelular para los virus

BoHV-1 LA y Colorado, respectivamente)

La deteccion de virus infeccioso en la fraccion extracelular comenzé a las 12 hpi para
ambos virus, siendo menor para BoHV-1 LA que para BoHV-1 Colorado (10%? y 10%*% DICTso/ml,
respectivamente). Sin embargo, a partir de ese punto y hasta el final del ensayo, los valores fueron

similares.

La produccidn de particulas virales infectivas medidas en la fraccion intracelular se detectd
desde las 3 hpi para el virus BoHV-1 LA (10’ DICTso/ml) mientras que para BoHV-1 Colorado
comenzd a las 6 hpi, pero con un titulo igual al que presentd BoHV-1 LA en ese tiempo (10°*y
10%* DICTso/ml para BoHV-1 LA y Colorado respectivamente).
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Figura 18. Cinética de multiples pasos del virus BoHV-1 LA y BoHV-1 Colorado. Las particulas
virales que no penetraron a las células fueron inactivadas mediante un tratamiento a pH acido. A
las distintas hpi indicadas se tomaron alicuotas de la fraccién extracelular (A) e intracelular (B). El
titulo viral de cada fraccion se determind mediante titulacion en células MDBK y estan expresados
como log;DICTse/ml. Se graficaron los valores promedios y los desvios estandar correspondientes
a dos experimentos.
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Los porcentajes de liberacién fueron similares para ambos virus a lo largo de todos los

tiempos ensayados, con valores maximos entre 46 y 52% entre las 36 y 48 hpi (Figura 19).
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Figura 19. Porcentaje de salida de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1 Colorado. Cada punto representa
el cociente entre la cantidad de virus en el espacio extracelular y la suma de la cantidad de virus
del espacio intra y extracelular para cada tiempo ensayado.

De estos resultados se desprende que el comportamiento de la cepa BoHV-1 LA no difiere
del de otra cepa de referencia de BoHV-1 (Colorado) extensamente estudiada. De esta forma, las
diferencias encontradas entre BoHV-1 LA y el virus BoHV-1AgEBgal son parte del fenotipo alterado
de la cepa deleteada. En conclusion, se produce una menor liberacion de particulas virales al

espacio extracelular y el pasaje célula a célula estad comprometido en la cepa BoHV-1AgEBgal.

3.C.2. Ensayo de tamaiio de placas de infeccion

Para estudiar fenotipicamente la posible dificultad en el pasaje célula a célula del virus
BoHV-1AgEBgal, detectada en el ensayo de cinética de replicacion de mdltiples pasos, se
analizaron las placas generadas por la infeccion de células con los virus BoHV-1AgERgal y BoHV-1

LA y para obtener datos de sus tamafios.

Para estudiar el pasaje célula a célula, se utilizaron monocapas de células MDBK y un
medio semisolido, con el fin de obstaculizar la difusion viral, dificultando la liberacion de viriones al
medio y su adsorcion a las células vecinas no infectadas. A las 72 hpi las células se fijaron, se
marcaron con un conjugado policlonal anti-BoHV-1 y se fotografiaron bajo un microscopio de

epifluorescencia (Figura 20).

La morfologia de las areas de infeccion fue distinta entre ambos virus. Las placas inducidas
por el virus BoHV-1AgEBgal (Figura 20B) fueron marcadamente de menor tamafio que las
resultantes de la infeccion por BoHV-1 LA, y se observd que en el centro de las mismas no hubo

desprendimiento de células.

101



Resultados

Figura 20. Placas de infeccion producidas por la infeccion con el virus BoHV-1 LA (A) y BoHV-
1AgEBgal (B) sobre células MDBK. Luego de la infeccidn, las células se incubaron bajo un medio
semisolido. A las 72 hpi se fijaron y marcaron con un conjugado policlonal anti-BoHV-1.

Seguidamente, las placas reactivas (como medida de la infeccion) se midieron y se
calcularon las areas medias de infeccién utilizando un software de analisis de imagenes. Los
valores para la cepa BoHV-1 LA se establecieron como el 100% vy las dreas medias para el virus
BoHV-1AgEBgal se expresaron respecto a este valor.

Se observo una reduccion en el drea de infeccion del 72% para el virus BoHV-1AgERgal.

Es decir que este virus forma placas que contienen sélo un 28% de células respecto del nimero de
células involucradas en las placas de infeccién inducidas por el virus parental (Figura 21).
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Figura 21. Tamano de placa de infeccion relativo de la cepa BoHV-1AgEBgal. Las areas medias de
las placas formadas por el virus BoHV-1 LA se establecieron como el 100%. Las barras de error
indican el desvio estandar correspondiente a 20 placas.

Las placas de infeccién inducidas por el virus BoHV-1AgEBgal son marcadamente menores

a las producidas por BoHV-1 LA. Asimismo, no muestran la extensa formacién de sincicios
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observada en las placas inducidas por el virus parental. Estos resultados demuestran una menor

diseminacion mediante transmision de célula a célula del virus BoHV-1AgERgal.

3.D. Estudio del egreso viral
3.D.1. Ensayo de tamaiios de placas de lisis

En las imagenes anteriores se observd que las areas de lisis producidas por el virus BoHV-
1AgEBgal son mucho menores que las producidas por el virus parental (Figura 20). Para estudiar
cuantitativamente estas diferencias y evaluar las propiedades liticas de del virus BoHV-1AgERgal,
asociado al egreso viral de las células, se analizaron las placas de lisis generadas por la infeccion

de células con los virus BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA.

Se utilizaron monocapas de células MDBK y un medio semisdlido. A las 72 hpi las células
se fijaron, se colorearon y se fotografiaron bajo un microscopio &ptico. Se observd que la
morfologia de las areas de lisis fue muy distinta entre ambos virus (Figura 22). El tamafio de las
placas inducidas por el virus BoHV-1AgEBgal (Figura 22B) fue marcadamente menor que el
resultante de la infeccion por BoHV-1 LA. Asimismo, las placas formadas por el primero no
mostraron la extensa formacion de sincicios encontrada en aquellas placas inducidas por el virus
BoHV-1 LA.

Figura 22. Placas de lisis producidas por el virus BoHV-1 LA (A) y BoHV-1AgEBgal (B) sobre células
MDBK. Luego de la infeccidn, las células se incubaron bajo un medio semisolido. A las 72 hpi se
fijaron y se tifieron con cristal violeta.

Finalmente, se midieron las areas de lisis y se calcularon las superficies medias como se
indicé en el ensayo anterior. Las dreas contenidas en cada perimetro se obtuvieron mediante el
uso de un sistema de analisis de imagenes. Este método permite la medicion exacta de las areas,
incluso en los casos en que las placas presentan formas irregulares. El tamano de placa producida
por la cepa BoHV-1 LA fue consistentemente mayor que el tamafo inducido por la cepa BoHV-
1AgERgal. La reduccidn en el area de lisis fue del 91% (figura 23).
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Figura 23. Tamafio de placa de lisis de la cepa BoHV-1AgERgal relativos a la cepa BoHV-1 LA. Las
areas medias de las placas formadas por el virus BoHV-1 LA se establecieron como el 100%. Las
barras de error indican el desvio estandar correspondiente a 60 placas.

Con el objetivo de estudiar si la disminucién en las areas de lisis observada en las células
infectadas con el virus BoHV-1AgEBgal esta asociada a la delecién del gen gE, se realizd el mismo
ensayo utilizando una cepa recombinante con delecién del gen gE, denominada Difivac. Asimismo,
se incluyd en el analisis al virus salvaje BoHV-1 Lam para establecer si el comportamiento del
mismo es comparable al de la cepa BoHV-1 LA.

Al observar la morfologia de las placas de lisis producidas por los virus BoHV-1 Lam y
Difivac se aprecid una menor diferencia entre ellos (Figura 24) que la observada entre BoHV-1 LAy
BoHV-1AgERgal (Figura 22).

Figura 24. Placas de lisis producidas por el virus BoHV-1 Lam (A) y Difivac (B) sobre células MDBK.
Luego de la infeccidn, las células se incubaron bajo un medio semisdlido. A las 72 hpi se fijaron y
se tifieron con cristal violeta.
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Al comparar los datos de los cuatro virus se observé que ambas cepas salvajes producen
placas de tamafios similares y de mayor tamafio que las producidas por los virus con deleciones en
el gen g£, siendo mas variables las correspondientes al virus BoHV-1 Lam. En cuanto a las cepas
con deleciones en el gen g£, se observd que las placas producidas por la cepa BoHV-1AgERBgal son
7,5 veces menores que las producidas por la cepa Difivac (Figura 25).
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Figura 25. Tamafio de placa de lisis de la cepa BoHV-1AgEBgal, BoHV-1 Lam y Difivac relativos a la
cepa BoHV-1 LA. Las areas medias de las placas formadas por el virus BoHV-1 LA se establecieron
como el 100%. Las barras de error indican el desvio estandar correspondiente a 60 placas.

Respecto al virus BoHV-1 LA, la comparacion de los resultados obtenidos con la cepa Lam
permite concluir que la capacidad de producir placas de lisis y su tamaiio es el esperado para una
cepa salvaje de BoHV-1. Sin embargo, la diferencia entre las cepas deleteadas fue significativa y
refleja una alteracion en el comportamiento de la cepa BoHV-1AgERgal.

Al analizar los resultados de los ensayos de tamarios de placas se observé que la diferencia
entre BoHV-1 LA y BoHV-1AgERgal es mayor en el caso de las placas de lisis (Figura 23) que en las
placas de infeccion (Figura 21). Por lo tanto, ademas del pasaje célula a célula, la capacidad litica
en el virus BoHV-1AgERgal se encuentra alterada. Dado que esta propiedad se encuentra vinculada
al egreso de los viriones de las células, se realizaron ensayos de cinética de un paso para abordar
este aspecto.

3.D.2. Cinética de crecimiento de un paso

El estudio de la salida de virus de las células de la cepa BoHV-1AgEBgal se realizd
mediante el establecimiento de su cinética de replicacién de un Unico paso y la comparacién con la
cepa BoHV-1 LA. Para ello se infectaron células MDBK con una moi de 5, lo cual garantiza que se
produzca la infeccion viral de todas las células con el indculo viral. Esto permite evaluar tanto la
produccién viral como la salida de virus de la célula, mientras que las diferencias en el pasaje

célula a célula no alteran los resultados.
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Al analizar la fraccion extracelular de las células infectadas con el virus BoHV-1AgERgal se
observd un retraso en la aparicion de particulas virales, que comenzaron a detectarse a las 9 hpi
con un titulo de 10%'”> DICTso/ml, mientras que para el virus BoHV-1 LA se detecté virus infeccioso
desde las 3 hpi. Asimismo, se encontraron hasta 140 veces menos particulas virales infectivas del
virus BoHV-1AgEBgal que de BoHV-1 LA durante el periodo ensayado (10*® y 10%'> DICTso/ml para
BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA, respectivamente a las 18 hpi). Esta diferencia se mantuvo a lo largo
del tiempo, alcanzando el virus deleteado titulos menores que la cepa parental (10>7% y 10%7%°
DICTso/ml para BoHV-1AgERgal y BoHV-1 LA respectivamente) (Figura 26A).

La produccion viral de la cepa BoHV-1AgEBgal, medida en la fraccion intracelular, se
observd un retraso en el tiempo ya que se detectaron hasta 1800 veces mas particulas virales
hasta las 12 hpi (10%® y 10%%° DICTsy/ml para las cepas BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA
respectivamente a las 6 hpi). A las 12 hpi los titulos de ambos virus se igualaron (10577 y 1071%
DICTso/ml para BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA respectivamente) y permanecieron asi hasta las 24
hpi, alcanzando finalmente valores de 10”%y 107 DICTso/ml para la cepa BoHV-1AgEBgal y BoHV-
1 LA respectivamente (Figura 26B).

El analisis de los graficos correspondientes a ambas fracciones indica que la menor
cantidad de particulas infectivas en la fraccion intracelular de las células infectadas con la cepa
BoHV-1AgEBgal, en comparacion con la cepa BoHV-1 LA entre las 3 y las 12 hpi, no se
correspondid con un aumento en la fraccion extracelular, ya que ésta fue también menor para
BoHV-1AgERgal durante ese intervalo. Asimismo, a partir de las 12 hpi, cuando la produccién
intracelular de la cepa BoHV-1AgEBgal alcanzd la de su parental, y hasta el ultimo tiempo
ensayado, se detecté una menor cantidad de particulas virales infectivas en la fraccion extracelular
para el virus BoHV-1AgEBgal (10*° y 10* DICTso/ml para BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA
respectivamente a las 12 hpi).
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Figura 26. Cinética de un Unico paso del virus BoHV-1 LA y BoHV-1AgEBgal. Las particulas virales
gue no penetraron a las células fueron inactivadas mediante un tratamiento a pH acido. A las
distintas hpi indicadas se tomaron alicuotas de la fraccion extracelular (A) e intracelular (B). El
titulo viral de cada fraccién se determind mediante titulacion en células MDBK y estan expresados
como log;oDICTse/ml. Se graficaron los valores promedios y los desvios estandar correspondientes
a cuatro experimentos.
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El egreso de particulas virales infectivas al espacio extracelular se graficé en una curva de
salida viral, donde se establecieron los porcentajes de salida de virus de las células en relacion a la
cantidad de virus total producido (Figura 27). Independientemente de la produccién viral total, la
proporcion de particulas que salen al espacio extracelular fue menor para el virus BoHV-1AgERgal
en todos los tiempos ensayados, siendo esta diferencia mas pronunciada hasta las 12 hpi (5% y
28% para BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA respectivamente a las 9 hpi).

(2]
o

a
o
1

% de Salida

40

30 A

20 4

10 4 / —e— BoHV-1LA
d — -0 — BoHV-1AgEBgal

0 T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 24
hpi

Figura 27. Porcentaje de salida de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1AgERBgal. Cada punto representa el
cociente entre la cantidad de virus en el espacio extracelular y la suma de la cantidad de virus del
espacio intra y extracelular para cada tiempo ensayado.

Con el objetivo de determinar si la cinética de replicacion de un Unico paso de la cepa
BoHV-1 LA es equivalente a la de otras cepas salvajes de BoHV-1, se realizd el mismo ensayo
utilizando la cepa BoHV-1 LA y la cepa de referencia BoHV-1 Colorado (Cooper) (Figura 28).

Los valores maximos alcanzados en la fraccion extracelular (Figura 14A) fueron 10%37°

DICTso/ml y 10%2%° DICTso/ml a las 24 hpi, mientras que en la intracelular (Figura 28B) fueron de
108 DICTso/ml a las 18 hpi y 107 DICTs/ml a las 24 hpi, para los virus BoHV-1 LA y Colorado,

respectivamente.

Ambas cepas de referencia se comportaron de manera similar, con diferencias entre las 15
y 18 hpi, donde se detectaron 10 veces mas particulas infectivas de virus LA en la fraccion
intracelular que para la cepa Colorado (10”° DICTse/ml y 107 DICTse/ml, respectivamente) (Figura
14A). Esta diferencia también se observd en la fraccidn extracelular (10%?% DICTso/ml y 10°3%

DICTsp/ml, para BoHV-1 LA y Colorado, respectivamente) (Figura 28B).

No se observaron diferencias en los titulos finales alcanzados en las dos fracciones
estudiadas de ambos virus (10%3%*%3 DICTso/ml y 10%2%*%1% DICTso/ml en la fraccién extracelular
y 107°*01 DICTso/ml y 1072*% DICTso/ml en la fraccién intracelular para los virus BoHV-1 LA y

Colorado respectivamente).
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Figura 28. Cinética de un Unico paso de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1 Colorado. Las particulas
virales que no penetraron a las células fueron inactivadas mediante un tratamiento a pH acido. A
las distintas hpi indicadas se tomaron alicuotas de la fraccién extracelular (A) e intracelular (B). El
titulo viral de cada fraccion se determind mediante titulacion en células MDBK y estan expresados
como log;oDICTse/ml. Se graficaron los valores promedios y los desvios estandar correspondientes
a cuatro experimentos.

A pesar de las diferencias encontradas a las 12 y 15 hpi entre las cepas salvajes en ambas
fracciones, los porcentajes de liberacion fueron similares para BoHV-1 LA y BoHV-1 Colorado a lo
largo de todo el ensayo, alcanzandose valores maximos de alrededor del 45% a las 24 hpi (Figura
29).
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Figura 29. Porcentaje de salida de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1 Colorado. Cada punto representa
el cociente entre la cantidad de virus en el espacio extracelular y la suma de la cantidad de virus
del espacio intra y extracelular para cada tiempo ensayado.
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Estos datos muestran que la cepa BoHV-1 LA se comporta de manera similar a otras cepas
salvajes. Respecto a la cepa BoHV-1AgERgal los resultados sugieren que, ademas del retraso en la
produccion de particulas virales infectivas, la salida de virus de la célula se encuentra

marcadamente alterada.

3.D.3. Ensayos ultraestructurales

Para evaluar fenotipicamente la dificultad en la salida de viriones en el virus BoHV-
1AgEBgal se infectaron células MDBK con BoHV-1AgEBgal o BoHV-1 LA a una moi de 10, se

incubaron durante 16 horas, se procesaron y observaron al microscopio electrénico de transmision.

Los estudios ultraestructurales muestran que, en las células infectadas con el virus BoHV-
1AgEBgal, se producen acumulos de particulas compatibles en tamano y morfologia con capsides
virales en el nlcleo celular (figura 30 A-D). Estos agregados se encuentran asociados a un material
electrodenso. En contraste, las microfotografias de las células infectadas con el virus BoHV-1 LA no

evidencian la presencia de dichas estructuras.

Estos resultados sugieren que, en el ciclo de replicacion del virus BoHV-1AgERgal, algun
mecanismo de morfogénesis viral se encuentra alterado, produciendo la retencién de capsides en

el ndcleo de la célula.

En resumen, los datos del estudio in vitro de la cepa BoHV-1AgEBgal sugieren que el
pasaje célula a célula esta comprometido, asi como la capacidad litica. Ademas hay un retraso en
la produccion de particulas virales infectivas y en la salida de virus de la célula, mientras que en el
ciclo de replicacion la alteracion en algin mecanismo de morfogénesis viral produce la retencion de
capsides en el nicleo de la célula. Por otra parte, los resultados obtenidos respecto a la cepa
BoHV-1 LA indicarian que el comportamiento /n vitro de la cepa parental de BoHV-1AgEBgal no
difiere del de otras cepas de referencia de BoHV-1. Por lo tanto, las alteraciones encontradas en la
cepa BoHV-1AgEBgal podrian deberse a los cambios producidos en el proceso de obtencion de la

misma.
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Figura 30. Microscopia electronica. Microfotografias de células MDBK infectadas con BoHV-
1AgEBgal (A-D) y BoHV-1 LA (E y F) y analizadas 16 hpi. Las barras representan 500 nm en los
cuadros A, B, Cy E'y 200 nm en D y F. N: nlcleo. Las flechas indican los agregados de particulas
compatibles con capsides virales.
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4. CARACTERIZACION GENOMICA DEL VIRUS BoHV-1AgEBgal

Para determinar si las propiedades bioldgicas observadas en el virus BoHV-1AgERgal se
debian sdlo a la falta de expresion de la glicoproteina E se decidié obtener el virus revertante. Para
ello se realizaron tres intentos (por recombinacion homdloga entre ADN gendmico viral y un vector
de transferencia portando el gen g£), que resultaron infructuosos ya que se obtuvieron virus que
no expresaban el gen marcador /ac z pero que sin embargo no poseian el gen de interés (gen gF)
segun se determind por amplificacion por PCR y Southern blot (resultados no mostrados). Por ello
se abordaron estrategias alternativas para estudiar el background genético del virus BoHV-
1AgEBgal.

4.A. Analisis de la zona de recombinacion del genoma de BoHV-1AgEBgal

La cepa BoHV-1AgEBgal se origind a partir de un evento de recombinacion homdloga entre
el genoma del virus BoHV-1 LA y el vector de recombinacién construido con las secuencias
flanqueantes al gen gFfy el casette de expresion para el gen /ac z (Puntel, 2002a). Con el objetivo
de identificar si se produjeron otros cambios en la zona de recombinacion, se realizo la
secuenciacion directa sobre el genoma viral de las regiones cercanas al sitio de recombinacion. Se
secuencié cada regidn en tres ensayos independientes y se analizaron las zonas flanqueantes al
gen gF de BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA utilizando oligonucleétidos especificos y ADN gendmico

viral de ambas cepas como templado.

Tanto en la zona correspondiente al extremo 5 como a la del 3’ del gen g£ no se
observaron cambios en la secuencia del virus BoHV-1AgEBgal (Figura 31). De acuerdo a lo
esperado, se identificaron 11 y 58 nucledtidos remanentes del gen g£ rio abajo y arriba con
respecto al codon de inicio y terminacion de la transcripcion, respectivamente (Recuadro rojo.
Figura 31A y B, respectivamente). Asimismo se verifico la introduccién, producto de Ila
amplificacion con oligonucledtidos degenerados, de cambios en la secuencia (Recuadro azul. Figura
31A y B, respectivamente) y se corrobord la presencia del inicio y terminacion del cassette de

expresion para /ac z (Recuadro verde. Figura 31A y B, respectivamente).

Los datos de la secuenciacion de las zonas de recombinacidn sugieren que la
recombinacién homdloga se produjo en las zonas esperadas de acuerdo al disefio del vector de
transferencia y que el intercambio alélico (entre le gen g£fy el gen /ac 2) no produjo cambios en

las secuencias flanqueantes al gen g£ del virus BoHV-1AgERgal.
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A 121601 121650
BoHV-1 GB (121600)  GGCTCGIGGITCCACACCGCGCCGGAGAACCAGCGCGAGCTTCGCTGCGT
IA fw2 (128) GGCTCGIGGTTCCACACCGCGCCGGAGRACCAGCGCGAGCTTANC TGCGT
ME fw2 (99) GGCTCGTGGTTCCACACCGCGCCGGANAACCAGCGCGAGCTTaCTGCGT

AgE teorica (121600) GGCTICGTGGTTCCACACCGCGCCGGAGAACCAGCGCGAGCTTCGCTGCGT

121651 121700
BoHV-1 GB (121650) GIGTCCCGCGAGCTGCGTTCCGGCGAACGGCGCACGCGAGAGGGT TCGAA
IA fw2 (178) GTGTCCCGCGAGCTGCGTTCCGGEGAACGGCGCACGCGAGAGGGT TCGAA
AgE fw2 (149) GTGTCCCGCGAGCTGCGTTCCGGGGAACGGCGCACGCGAGAGGGTTCGAA

AgE teorica (121650) GIGTCCCGCGAGCTGCGTTCCGGGGAACGGCGCACGCGAGAGGGTTCGAA

121701
BoHV-1 GB (121700) AAGGGCATTTGGC
IA fw2 (228) AAGGGCATTTGGC
AgE fw2 (199) AAGGGCATTTGGC
AgE teorica (121700) AAGGGCATTTGGC

121750

121751 121800

BoHV-1 GB (121750) TGCT! Ci TT GGCCAA
IA fw2 (272) TGCT! C TT GGCCAA
MoE fw2 (249)

( ARAT CGCC T cC. CCCGCCCAT
AgE teorica (121750) TARAT CGCC T CC CCCGCCCAT A

126201

BoHV-1 GB (123342)
LA rv2 rc (281)

AgE rv2 rc (300)
AgE teorica (126189)

126251 126300
BoHV-1 GB (123392) CACCAGATTACACCGTGGTAGCAGCGCGACTCAAGTCCATCCTCCGECTAG
IA rv2 rc (331) (CACCAGANTACACCGTGGTAGCAGCGCGANTCAAGTCCATCCTCCGGTAG
AgE rv2 rc (347) CACCAGATTACACCGTGGTAGCAGCGCGACTCAAGTCCATCCTCCGNTAG

AgE teorica (126236) (CACCAGATTACACCGTGGTAGCAGCGCGACTCAAGTCCATCCTCCGCTAG

126301 126350
BoHV-1 GB (123442) GCGCCCCLECCLCCC-GCECELTGTGCCGTCTGACGGAAAGCACCCGCGIG
IA rv2 rc (381) GCGCCCCCCCCCCCCECECELTGTGCCGTCTGACGGAAAGCACCCGCGIG
AgE rv2 rc (397) GCGCCCCNCCNCCC-GCGCENTGTGCCGTCTGACGGAAAGCACCNGCGNG

AgE teorica (126286) GCGCCCOCCCECCC-GCGCGECTGTGCCGTCTGACGGARAGCACCCGCGTG

126351 126400
BoHV-1 GB (123491) TAGGGCTGCATATAAATGGAGCGCTCACACAAAGCCTCGTGCGGCTGCTT
IA rv2 rc (431) TAGGGCTGCATATAAATGGAGCGCTCACACAAAGCCTCGTGCGGCTGCTT
AgE rv2 rc (446) TAGGGCTGCATAT AAATGGAGCGNTCACACAAAGCCTCGTGCGGCTGCTT

AgE teorica (126335) TAGGGCTGCATATAAATGGAGCGCTCACACAAAGCCTCGTGCGGCTGCTT

Figura 31: Comparacion de las secuencias nucleotidicas del extremo 5’ (A) y 3’ (B) del gen g£ de
los virus BoHV-1 LA (LA) y BoHV-1AgERal (AgE), y su alineamiento con la secuencia de BoHV-1 del
GenBank (nimero de acceso: NC_001847.1) (BoHV-1 GB) y la secuencia tedrica de virus BoHV-
1AgERal (AgE tedrica). Recuadro rojo: extremos del gen gE£ Recuadro verde: extremos del
cassette del gen /ac z. Recuadro azul: modificacion introducida en el virus BoHV-1AgERgal.
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4.B. Mapeo del genoma de BoHV-1AgEBgal mediante secuenciacion de

productos de amplificacion por PCR

Mediante la amplificacién por PCR de pequefios fragmentos de genes definidos, separados
aproximadamente por 8-15 kpb, y la secuenciacion de los mismos, se realizd un mapeo
exploratorio del genoma de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1AgEBgal con el fin de determinar la

existencia de mutaciones simples a largo del genoma.

Se amplificaron por PCR fragmentos correspondientes a los genes US6, UL11, UL27, UL29,
UL31, UL34, UL36, UL40, UL41, UL43 y UL57 de las cepas BoHV-1 LA y BoHV-1AgEBgal utilizando
ADN genomico viral como templado y oligonucledtidos especificos. Los amplicones obtenidos se

resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa y luego se purificaron.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas luego de la secuenciacion automatica de ambas

hebras fueron alineadas utilizando el programa Vector NTI. Un ejemplo de esto se muestra en la

Figura 32.
1 50
UL40 LA (1) GCAGCTGGATAGCAGCGAGCAGGCGGTCCGCGCTGTACTCAACGTACGCA
UL40 AgE (1) GCAGCTGGATAGCAGCGAGCAGGCGGTCCGCGCTGTACTCAACGTACGCA
51 100
UL40 LA (51) GAAATAGCCTCCACGTCAAGTATATGACTGCCGCGCGGCGCGCGTGACCA
UL40 AgE (51) GAAATAGCCTCCACGTCAAGTATATGACTGCCGCGCGGCGCGCGTGACCA
101 150

UL40 LA (101) AATAAACTCGCGCTCAATTTCCACAGCTTCGCGGAACAGCTCGTAGATGC
UL40 AgE (101) AATAAACTCGCGCTCAATTTCCACAGCTTCGCGGAACAGCTCGTAGATGC
151 200
UL40 LA (151) GGGCCGGCGGCGGCCGCTCCCCGCCGAGGTAGTTGTTGAAGATGCAGCAC
UL40 AgE (151) GGGCCGGCGGCGGCCGCTCCCCGCCGAGGTAGTTGTTGAAGATGCAGCAC
201 250
UL40 LA (201) GACGCGGCCGTGTGCACGGCTTCGTCGCGGCTGATGAGGTCGTTGGTTTG
UL40 AgE (201) GACGCGGCCGTGTGCACGGCTTCGTCGCGGCTGATGAGGTICGTTIGGTTITG
251 300
UL40 LA (251) GCACGTCACGACGAAAAGGTTGTGGGTGCGCAGGTAGGCAATCGCCGCAA
UL40 AgE (251) GCACGTCACGACGAAAAGGTTGTGGGTGCGCAGGTAGGCAATCGCCGCAA
301 323
UL40 LA (301) ACGAGGAGGAGAAAAAAATGCCC
UL40 AgE (301) ACGAGGAGGAGAAAAAAATGCCC

~

Figura 32: Comparacién de la secuencia nucleotidica de un fragmento del gen UL40 de los virus
BoHV-1 LA (LA) y BoHV-1AgEBal (AgE).
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Asimismo, se calcul6 para cada fragmento el porcentaje de identidad utilizando la siguiente
formula:

NUmero de nucleétidos idénticos
Porcentaje de identidad (%) = X 100
Numero de nucleétidos resueltos

De este modo, al comparar los distintos fragmentos de las cepas BoHV-1 LA y BoHV-
1AgEBgal se observo que el porcentaje de identidad a nivel de nucledtidos fue del 100% en todos
los casos (Tabla 10). Estos resultados muestran que las secuencias nucleotidicas de los fragmentos
secuenciados para ambas cepas son idénticas y no se encontraron cambios entre la cepa BoHV-
1AgEBgal y el virus BoHV-1 LA.

Tamaio del

Secuencia Posicion en fragmento Nucledtidos Nucleétidos ) 0/9
blanco genoma * secuenciado resueltos no determinados identidad
UL52 6413 - 6636 224 223 1 100
uL43 18230 - 18433 205 204 1 100
uL41 21069 - 21306 238 237 1 100
uL40 22691 - 23010 323 323 0 100
UL36 31188 - 31474 287 287 0 100
uL34 41252 - 41764 235 235 0 100
uL31 44410 - 44564 155 154 1 100
uL30 46579 - 47495 914 907 7 100
uUL29 49277 - 49506 226 226 0 100
uL27 56631 - 55954 678 677 1 100
UL11 84521 - 84191 332 332 0 100

use 119013 - 119607 595 592 3 100

* Posicion del fragmento amplificado en el genoma de BoHV-1 basados en las secuencias disponibles en GenBank (acceso:
NC_001847).

Tabla 10: Porcentaje de identidad nucleotidica entre las secuencias de los fragmentos amplificados
a partir de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1AgEpRgal.

Las secuencias obtenidas a partir de la cepa BoHV-1 LA se compararon con la Unica
secuencia gendmica de BoHV-1 publicada (NCBI Reference Sequence: NC_001847.1), realizada a
partir de cinco cepas de BoHV-1: K22, Cooper, P8-2, 34 y Jura (Figura 33). Como ejemplo, se
muestra el alineamiento correspondiente al fragmento del gen UL40 (Figura 32). De la misma
manera se analizaron las secuencias de todos los fragmentos amplificados. De este modo, se
identificaron las diferencias y se calcularon los porcentajes de identidad para las secuencias

comparadas (Tabla 11).
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BoHV-1 GB(22651)
UL40 LA (1)

BoHV-1 GB(22701)
UL40 LA (11)

BoHV-1 GB(22751)
UL40 LA (61)

BoHV-1 GB(22799)
UL40 LA (111)

BoHV-1 GB(22848)
UL40 LA (161)
BoHV-1 GB(22898)

UL40 LA (211)

BoHV-1 GB(22948)
UL40 LA (261)

BoHV-1 GB(22998)
UL40 LA (311)

Figura 33: Comparacién de la secuencia nucleotidica de un fragmento del gen UL40 obtenida en el

22651 22700
GGAAAATCGGTCCCAGGAGGCGGGGTGCCAAACAGAGGAGGCAGCTGGAT
———————————————————————————————————————— GCAGCTGGAT
22701 22750

AGCAGCGAGCAGGCGGTCCGCGCTGTACTCGACGTACGCAGAAATAGCCT
AGCAGCGAGCAGGCGGTCCGCGCTGTACTCAACGTACGCAGAAATAGCCT
22751 22800
CCACGTCAAGTATATGACTGCCGCGCGGCGCGCA--ACCAAATAAACTCG
CCACGTCAAGTATATGACTGCCGCGCGGCGCGCGTGACCAAATAAACTCG
22801 22850
CGCTCAATTTCCAC-GCTTCGCGGAACAGCTCGTAGATGCGGGCCGGCGG
CGCTCAATTTCCACAGCTTCGCGGAACAGCTCGTAGATGCGGGCCGGCGG
22851 22900
CGGCCGCTCCCCGCCGAGGTAGTTGTCGAAGATGCAGCACGACGCGGCCG
CGGCCGCTCCCCGCCGAGGTAGTTGTTGAAGATGCAGCACGACGCGGLCCG

22901 22950
TGTGCACGGCTTCGTCGCGGCTGATGAGGTCGTTGGTTTGGCACGTCACG
TGTGCACGGCTTCGTCGCGGCTGATGAGGTCGTTGGTTTGGCACGTCACG
22951 23000
ACGAAAAGGTTGTGGGTGCGCAGGTAGGCAATCGCCGCAAACGAGGAGGA
ACGAAAAGGTTGTGGGTGCGCAGGTAGGCAATCGCCGCAAACGAGGAGGA
23001 23050
GAAAAAAATGCCCTCGATTAGAATCATGAGCACGTACTTTTCGGCCACCG
GAAAAAAATGCCC————————————m—————m - ——

virus BoHV-1 LA (LA) con la secuencia publicada en GenBank (BoHV-1 GB).

siclue“da % identidad

anco
UL52 100
uL43 99
uLa1 100
uL40 98,1
uL36 100
UL34 100
UL31 100
UL30 99,2
UL29 99,1
uL27 100
uL11 99,7
Us6 100

Tabla 11: Porcentajes de identidad (% identidad) para los fragmentos amplificados a partir de

BoHV-1 LA en relacion a la secuencia publicada de BoHV-1 (NC_001847.1).

Estos resultados muestran que las regiones secuenciadas, distribuidas al azar a lo largo del

genoma, se encuentran conservadas entre la cepa BoHV-1 LA y la secuencia de BoHV-1 publicada.

Asimismo, esto sugeriria que la cepa BoHV-1 LA presenta un alto grado de homologia con las

cepas a partir de las cuales se secuencié el genoma completo de BoHV-1.
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4.C. Analisis de los patrones de restriccion del genoma de BoHV-1AgEBgal

El estudio de la variabilidad genética del virus BoHV-1AgEBgal se continué mediante el
analisis del polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP, Restriction Fragments
Length Polymorphism). Para esto, el ADN gendmico de los virus BoHV-1 LA y BoHV-1AgERgal se
digirio, separadamente, con nueve endonucleasas de restriccion diferentes y se analizd el patron
de bandas obtenido luego de la electroforesis en geles de agarosa (Figura 34). Considerando que
la enzima HindIIT se utiliza en la subtipificacion de BoHV-1, resultdé de interés corroborar el patron
obtenido luego de la digestion del genoma de BoHV-1AgERgal. Por ello, se incluyd en el analisis a
la enzima HindIII debido a que el gen g£ presenta un sitio de corte para dicha enzima, el cual se

perderia en el virus BoHV-1AgEBgal, generando un nuevo patrén de fragmentos.

Los patrones de restriccién obtenidos para la cepa BoHV-1 LA fueron comparados con los
esperados, que se calcularon mediante analisis /n silico de la secuencia publicada de BoHV-1. Del
mismo modo, los fragmentos producto de las digestiones del virus BoHV-1AgEBgal se analizaron
por comparacion con el patrén esperado, establecido considerando los cambios introducidos en el
genoma. En la figura 35 se esquematizaron las calles en las cuales se verificaron diferencias con
los patrones esperados y se identificaron las diferencias encontradas, las cuales fueron

corroborados en dos reacciones de digestién independientes (no mostrado).
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Figura 34: Fragmentos de restriccién de los genomas de BoHV-1 LA (calles 1, 3, 5, 7,9, 13, 15y
17) y BoHV-1AgERgal (calles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 y 18). Las cepas fueron digeridas con Avril
(Ly2), HindlII 3y 4), BamHI (5y 6), Stul (7y 8), Dral (9 y 10), KpnI (11 y 12), BgliI (13 y 14),
SphI (15 y 16) y EcoRI (17 y 18). B: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen). A:
Marcador de peso molecular Lambda DNA/HindlII (Promega). A la izquierda se muestra la
fotografia tomada bajo luz UV del gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio (BrEt) y a la
derecha la misma toma en opcidn bajorrelieve (Adobe PhotoShop CS3).
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Figura 35. Esquema de los patrones de restriccion esperados y obtenidos. Las leyendas sobre las
calles hacen referencia a las mismas de la Figura 4. Para cada digestion se esquematizé el patron
esperado obtenido /n silico (izquierda) y el obtenido en el gel de la Figura 4 (derecha).

Presencia de banda no esperada. * Ausencia de banda no esperada. * Ausencia de banda
esperada. Las referencias correspondientes a las letras se encuentran en el texto.
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Los patrones correspondientes a las digestiones con las enzimas Bg/ll, EcoRI'y HindIII son
iguales a los esperados para ambos virus. La digestién con HindIil resulta de importancia ya que
es la enzima que se utiliza en la subtipificacion de BoHV-1 y de acuerdo a lo esperado se observa
la desaparicion de un fragmento de 8,2 Kbp y de otro de 12,4 Kbp para el virus BoHV-1AgERgal.
La zona por encima de 12 Kbp no se logré resolver en la fotografia del gel; lo mismo ocurre en el

caso de Bg/ll.

A continuacién se describen los cambios observados en los patrones de restriccién de
acuerdo a las referencias de la Figura 5.
-AvrllI (1y 2):
« Aparicién de un fragmento en el virus BoHV-1AgEBgal entre 4,4 y 4 Kbp (a).
« Se corrobora la pérdida de una banda de 6 Kbp (b) y la aparicion de una de 8,8 Kbp (c) en
el virus BoHV-1AgEpRgal.
-BamHI (5 y 6):
« En el virus BoHV-1AgEBgal no observa la banda esperada en 7,8 Kbp (d) pero si se ve una
no esperada de aproximadamente 9 Kbp (e).
o Se corrobora la aparicion de una banda de 11,9 (f) y de otra de 3,6 Kbp (g) BoHV-
1AgEBgal de acuerdo a lo esperado
-Stul (7 y 8):
« Para ambas cepas aparece una banda entre 2 y 2,3 Kbp (h) mientras que no se observan
las bandas esperadas de 3,4 Kbp (i) y 11,8 Kbp (j).
« Se corrobora la aparicién de una banda de 15,7 Kbp BoHV-1AgEBgal en el virus BoHV-
1AgEBgal (k).
-Dral (9 y 10):
« Para ambos virus desaparece la banda de 3,1 Kbp (I) y aparece una mayor a 4 Kbp (m).
« En el virus BoHV-1AgEBgal se observa la aparicién no esperada de una banda en 8 Kbp (n)
asi como la pérdida de una banda de 10,7 (0).
« Se corrobora la ausencia esperada de una banda de 9,5 Kbp (p).
-KpnI (11y 12):
« Aparece en ambos virus una banda entre 2,3 y 3 Kbp (q).
» No se observa fragmentos esperados de 1,8 Kbp en ambos virus (r)
-SphI(15y 16):
« Aparece en ambas cepas una banda de aproximadamente 12 Kbp (s) mientras que se
pierde una de 5,5 Kbp (t) y otra de 4,2 (u).
« Se corrobora en el virus LA una banda de 14 Kbp (v) y en BoHV-1AgEBgal una de 17 Kbp

(w)
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Los resultados del estudio de RFLP indican que la cepa BoHV-1 LA no presenta exactamente el
mismo patron de restriccion que el genoma de BoHV-1 publicado. Asimismo, se encontré en
algunos casos, para la cepa BoHV-1AgEBgal, un patron diferente al esperado, indicando posibles
modificaciones de ciertos sitios de restriccion. Algunas de estas modificaciones podrian ser

consecuencia de los cambios observados en el patron de la cepa parental BoHV-1 LA.
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El herpesvirus bovino 1 es un alfaherpesvirus que infecta al ganado bovino. Es un virus
neurotropico, por lo que establece latencia en ganglios sensoriales, e induce un conjunto de
cuadros clinicos (respiratorios, genitales y/o reproductivos) de variada severidad dependiendo de la
virulencia de la cepa (Kaashoek et al., 1996b), factores del hospedador y del ambiente y manejo.
La perpetuacion de este agente en los rodeos bovinos se produce mediante la reactivacion y

reexcrecion de las infecciones latentes ante distintos estimulos.

Las infecciones con BoHV-1 presentan una distribucién mundial (Ackermann y Engels,
2006). En Argentina los indices de seroprevalencia de BoHV-1 promedian el 60 % del ganado
bovino (entre 24,8 y 84,1 % segun la region, la edad de los animales y el tipo de cria que se
realiza) (Odedn et al., 2001). Frente a estos niveles de prevalencia, la vacunacion es la estrategia
utilizada para el control de las infecciones con BoHV-1. En nuestro laboratorio se ha demostrado
que diferentes vacunas convencionales contra BoHV-1 inducen una buena respuesta humoral y
celular y que confieren proteccion contra los signos clinicos (Romera et al., 2000a). Sin embargo,
la respuesta de anticuerpos es indistinguible de la inducida por exposicién al virus circulante en el

campo en una infeccion natural.

En este contexto, en el afio 1999 se desarroll6 una vacuna marcadora que permite
diferenciar animales vacunados de infectados porque carece del gen que codifica para la
glicoproteina E (gen gF). Esta cepa marcadora, denominada BoHV-1AgEBgal, se obtuvo por
reemplazo alélico del gen g£ por el gen /ac z utilizando la cepa BoHV-1.1 Los Angeles (LA) como
parental (Puntel et al., 1999; 2001; Romera et al., 2000b).

A la fecha, en la mayor parte de los paises de la Union Europea se comercializan y utilizan
vacunas marcadoras vivas, luego de que fuera recomendada su inclusion en distintos esquemas de
inmunizacion de planes de control. Actualmente, en nuestro pais esta siendo evaluada este tipo de
estrategia, y la cepa BoHV-1AgEBgal podria ser una candidata a incorporarse en futuros planes de
control. Sin embargo, es necesario conocer el comportamiento /n vivo e in vitro de esta cepa para
evaluar el impacto que tendria su empleo como inmundgeno vivo. Asimismo, el estudio del
background gendmico es importante para corroborar las modificaciones introducidas

experimentalmente en la cepa BoHV-1AgEBgal.

La cepa parental BoHV-1 LA, a partir de la cual se desarrollé la cepa BoHV-1AgEBgal, ha
sido escasamente estudiada hasta el momento. El efecto producido por la delecion del gen g£f
puede variar entre los diferentes virus recombinantes dependiendo de la cepa parental a partir de
la cual fue construido. Por otra parte, la cepa BoHV-1 LA se utiliza frecuentemente en las
experiencias de desafio viral con BoHV-1. En este contexto, el conocimiento de aspectos de su

patogénesis contribuira en el futuro a mejorar la evaluacion de vacunas contra BoHV-1.
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Estudio del background genémico de la cepa BoHV-1AgEBgal

De acuerdo a la informacion que existe respecto a cepas de alfaherpesvirus con deleciones
en el gen g£ (cepas gE-), los resultados de las experiencias /n vivoy los experimentos /n vitro de la
cepa BoHV-1AgEBgal descriptos en este trabajo no encontrarian explicacién Unicamente en la
delecion del gen gE£. Los estudios de otras mutantes gE- construidas a partir de distintas cepas
salvajes de BoHV-1 y otros alfaherpesvirus no describen los mismos cambios cuali o cuantitativos
que se observaron en la cepa BoHV-1AgEBgal. Una forma de corroborar que la falta de expresion
de la gE fuera responsable exclusivamente de las diferencias observadas en la cepa BoHV-
1AgEBgal hubiera sido la obtencién de un virus revertante, reintroduciendo el gen g£ en la cepa
BoHV-1AgERgal.

De todas maneras, en el contexto de este trabajo de Tesis, se construyd y caracterizd
genéticamente el vector de transferencia (VT) para obtener el virus revertante. El VT se construyd
a partir de la amplificacién por PCR del gen g£ 'y dos fragmentos flanqueantes, a partir de ADN
genomico de la cepa BoHV-1 LA, y su secuencia se corrobord mediante secuenciacion sobre las dos
hebras utilizando 4 pares de oligonucledtidos especificos. Se realizaron varios experimentos de
recombinacién homdloga ensayando distintas condiciones experimentales de transfeccion
(cotransfeccion del VT con y sin bICPO, transfeccion con el VT linealizado, etc). Se obtuvieron
clones virales que producian placas de lisis blancas utilizando la seleccion por color que permite la
expresion del gen /ac z del virus BoHV-1AgERgal al incorporar el sustrato de la enzima B-
galactosidasa en el medio agarizado. Luego de analizar dichos clones mediante amplificacion por
PCR utilizando oligonucledtidos especificos para el gen g£ asi como Southern blot mediante
hibridacion con una sonda del gen gF£ se verifico que si bien los clones no tenian el gen /ac z

tampoco habian incorporado el gen g~.

Teniendo en cuenta que la frecuencia de recombinacién homologa es baja (en general es
del 0,04%) cuando no se adquieren genes que aumenten el finess (por ej. gen de resistencia a
antibidtico) y que el virus receptor replica normalmente, resulta muy complejo en la practica
seleccionar placas de lisis blancas en el background de un virus que forma placas de lisis azules.
De esta manera, es necesario realizar diluciones altas del producto de cotransfeccion, lo cual
disminuye la posibilidad de encontrar el virus revertante. Esto es opuesto a lo que ocurre en el
proceso de obtencidn de un virus deleteado, donde se buscan placas de lisis azules (ganancia del
gen /ac 2) en el background de un virus salvaje que produce placas de lisis blancas, permitiendo la
identificacion del recombinante aln en presencia de alto porcentaje de virus salvaje. En este
trabajo de Tesis, aunque la metodologia empleada (recombinacion homdloga) permitié aislar un
stock viral que producia placas de lisis blancas, su posterior analisis molecular determiné que no

poseia ninguno de los genes involucrados en el intercambio alélico (gen /ac zo gen gE£).
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De esta forma, podria ser que el putativo virus revertante aislado al trabajar con
diluciones altas del extracto de cotransfeccion (1/100.000) no se haya producido por
recombinacién homéloga entre el VT y el genoma viral sino que haya estado presente en la
poblacion viral original (en muy baja proporcion) y/o que sea producto de una recombinaciéon no

homdloga o incompleta entre VT y genoma.

Si bien los virus recombinantes pueden ser generados por eventos de simple o doble
recombinacion, el primero ocurre con mayor frecuencia. Los eventos de simple recombinacion
pueden ocurrir entre los fragmentos del extremo 5’ o 3’ de las secuencias virales no esenciales y
resultar en la aparicion inicial de virus recombinantes intermediarios inestables que contienen una
0 mas copias del VT entero (Spyropoulos et al., 1988). Una segunda recombinacion homologa
intramolecular entre las regiones invertidas repetidas de los virus recombinantes intermediarios
producird virus recombinantes estables o virus no recombinantes salvajes, segin en dénde se
haya producido la recombinacion (Falkner y Moss, 1990). Un virus recombinante estable se
genera luego de que ocurran dos eventos de recombinacidon homodloga que conducen al
intercambio alélico entre el ADN viral y el VT. Se ha sugerido que ambos eventos de
recombinacion pueden no ocurrir en simultaneo, de forma que luego de un sdlo evento de
recombinacién se genera un intermediario inestable donde el genoma viral tiene inserto el VT de
transferencia completo. Finalmente, en un paso posterior, existe igual probabilidad de que este
recombinante se resuelva hacia la incorporaciéon del gen de interés y en consecuencia se elimine
el gen marcador, o que se resuelva hacia el genotipo original, eliminandose el VT completo. En
nuestro caso, podria haber ocurrido que el evento de recombinacién homéloga haya sido exitoso
en la eliminacion del gen /ac z pero que al momento de resolverse el proceso no se haya

incorporado el gen g£.

Debido a que se realizaron varios intentos de obtencion del revertante segln la
metodologia previamente implementada para la obtencidn del BoHV-1AgEBgal y que la re-
adquisicion del gen g£ seria beneficiosa para este virus (debido a su mejor replicacién in vitro) es
posible que el método de screening mediante identificacion de placas de lisis blancas no haya sido
eficiente por las diluciones de infeccién a utilizar en cada paso. Teniendo en cuenta que cada
proceso de aislamiento demandd un ano y su analisis molecular determind que no se trataba del
virus revertante esperado, la caracterizacion de la poblacién obtenida y su posible origen
constituyen un estudio aparte que escapa a los objetivos de este trabajo y seran abordado en el

futuro.

Se abordaron otras estrategias para caracterizar el background gendmico del virus BoHV-
1AgEBgal. En primera instancia, se secuenciaron las zonas de recombinacion, las cuales no fueron
secuenciadas al momento de la construccion de la cepa recombinante. Asi, no sélo se verifico la
ausencia de cambios en las regiones flanqueantes al gen g£ sino que se identificaron

especificamente los sitios donde ocurrié el intercambio alélico. Esto cobra importancia debido a que
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confirma mediante secuenciacion que la insercion del gen /ac z fue por doble recombinacion
homologa, descartando que haya ocurrido recombinacion en un solo sitio originando
recombinantes inestables. Asimismo, se elimina la posibilidad de que hubiera ocurrido insercion al
azar del VT, y se corrobora que el gen g£ se encuentra completamente delecionado por lo que no
existiria posibilidad de reversién al genotipo salvaje. La confirmacidn de la secuencia de interés fue
realizada directamente sobre el genoma viral recombinante, lo cual constituye un resultado mas

robusto que el predicho por la técnica de Southern blot.

Seguidamente, utilizando las herramientas puestas a punto en nuestro laboratorio para el
estudio de virus recombinantes entre BoHV-1 y BoHV-5 (Del Médico Zajac et al., 2009b), se realizd
un mapeo del genoma de BoHV-1AgERgal mediante la amplificacion por PCR de pequefios
fragmentos de genes definidos, separados por aproximadamente 8-15 kpb. La identidad entre las
secuencias obtenidas, distribuidas a lo largo de todo el genoma, a partir de la amplificacién sobre
el ADN de BoHV-1AgERBgal y BoHV-1 LA fue en todos los casos del 100%. La comparacion entre las
secuencias nucleotidicas de la cepa BoHV-1 LA vy la cepa publicada en la base de datos de GenBank
mostré modificaciones puntuales en cinco de los fragmentos secuenciados, indicando cierto grado
de variabilidad nucleotidica entre las secuencias de la base de datos de BoHV-1 y la cepa BoHV-1
LA.

Posteriormente, se continud el estudio de la variabilidad genética del virus BoHV-1AgERgal
mediante el andlisis del polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP). Para ello
se utilizaron 9 endonucleasas de restriccion diferentes que tuvieran sitios de reconocimiento a lo
largo de todo el genoma viral y que el niUmero de fragmentos obtenidos pudiera ser resuelto
mediante electroforesis en geles de agarosa. Asimismo, se consideré que la cantidad de sitios de
corte en el gen marcador fuera baja para minimizar la cantidad de fragmentos diferentes entre el
genoma del virus parental y el recombinante, y asi poder identificar diferencias adicionales a los
generados por la sustitucion alélica.

De esta manera, se compararon los patrones obtenidos a partir de la cepa BoHV-1 LA con
los predichos /n silico a partir de la secuencia publicada de BoHV-1. En primera instancia, se
verificd que el patron correspondiente a la digestion con la enzima Hindlil obtenido en ambas
cepas, que se utiliza para subtipificar los aislamientos de BoHV-1, era el esperado para las cepas
BoHV 1.1 (Mayfield et al., 1983). Sin embargo, se encontraron discrepancias entre la cepa BoHV-1
LA y la secuencia publicada en los patrones obtenidos con las enzimas Stul, Dral, Kpnl y Sphl. Se
han reportado diferencias en los resultados entre distintas cepas correspondientes a un mismo
subtipo, aunque no se han ensayado un gran nimero de enzimas ni se ha estudiado la relevancia
de dichas diferencias. Por ejemplo, Seal et al (1985) realizd un trabajo meticuloso utilizando
distintos aislamientos de BoHV-1 y describid un patrén de digestién con HindIIl para BoHV-1 LA
distinto al de la cepa Cooper (Mayfield et al., 1983; Seal et al., 1985). Los analisis de las
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secuencias nucleotidicas completas de las distintas cepas (auin no disponibles) podran establecer si
tal vez existe una relacion entre estos cambios y la virulencia u otros aspectos de la patogénesis de

las distintas cepas de BoHV-1.

Los resultados obtenidos a partir de la cepa BoHV-1AgERgal mostraron que algunos de los
cambios en el patrén de digestion respecto a la cepa BoHV-1 LA eran los esperados considerando
el reemplazo alélico que tiene el virus recombinante. Por ejemplo, a causa de la delecién del gen
gF se pierde un sitio de reconocimiento de la enzima HindIII originando la pérdida de dos
fragmentos (8,2 y 12,5 Kpb) y la aparicién de un fragmento de 23,5 Kpb. Teniendo en cuenta que
la caracterizacion de los aislamientos de campo se realiza mediante el analisis de los patrones de
HindlIl, esta diferencia constituye un marcador adicional util para la identificacion de la cepa
BoHV-1AgEBgal en estudios epidemioldgicos. Sin embargo, los patrones observados luego de la
digestién con Avrll, BamHI'y Dral no encontrarian explicacion en el cambio alélico de esta cepa.
De esta manera, se sugeriria que la cepa BoHV-1AgEBgal podria tener algunas diferencias
adicionales en su secuencia nucleotidica. En este trabajo no se pudieron identificar
cualitativamente estos cambios. Seria muy interesante poder secuenciar completamente tanto este
recombinante como su cepa parental y asi poder establecer de manera mas precisa la constitucion

genomica de estos virus y su relacion con el fenotipo atenuado de la cepa BoHV-1AgERgal.

Estudio de las propiedades replicativas /in vitro de las cepas BoHV-1AgEBgal y
BoHV-1 LA

Los ensayos de caracterizacion de la replicacion viral /n vitro de la cepa BoHV-1AgERgal
realizados en esta Tesis fueron también llevados a cabo con la cepa BoHV-1 LA. La realizacién
simultanea de los ensayos con ambas cepas facilitd el mantenimiento de las condiciones
experimentales y permitid realizar comparaciones entre las mismas. Para enriquecer el andlisis
comparativo, se incluyeron en los andlisis otras cepas salvajes de BoHV-1 asi como otra cepa

deleteada en el gen gE.

Se realizd la caracterizacion /n vitro mediante cinéticas de penetracion viral, crecimiento
viral de uno y multiples pasos y ensayos de tamafo de placa de lisis y de foco de infeccidn,
permitiendo evaluar el ingreso a la célula, la produccion de particulas virales, la capacidad litica y la
dispersién célula a célula de las cepas BoHV-1 LA y BoHV-1AgEBgal. Para estos ensayos se utilizo
la linea celular MDBK que, a pesar de ser una linea celular transformada, mantiene tanto
caracteristicas epiteliales como el contenido de uniones estrechas. Siendo que los alfaherpesvirus
tienen tropismo por este tipo de células y las uniones estrechas son estructuras involucradas en el
pasaje célula a célula, ésta linea celular es un buen modelo para el estudio de la replicacion viral /n
vitro (Nakamichi et al., 2002).
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Si bien no se ha reportado que la glicoproteina E participe en el mecanismo de adsorcion y
penetracion a las células, este ensayo fue realizado para excluir que dichos mecanismos fueran
responsables de las variaciones en otros parametros correspondientes a etapas posteriores del
ciclo replicativo del virus BoHV-1AgEBgal. Las cinéticas de penetracion correspondientes a los virus
BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA no mostraron diferencias entre si y estuvieron en concordancia con
datos publicados para otras cepas gE- de BoHV-1 (Spilki et al., 2004; Mettenleiter et al., 1989;
Rebordosa et al., 1996).

Continuando con el ciclo de infeccidn viral, se estudio la dispersion viral a otras células. Las
cinéticas de replicacion de multiples pasos se realizan a baja multiplicidad de infeccién (moi), lo
cual permite evaluar la diseminacion del virus desde las células infectadas hacia las células vecinas,
ya sea por la salida de la progenie viral al medio extracelular e infeccion de células adyacentes, o
por el mecanismo de pasaje célula a célula. Asimismo, los titulos de las fracciones intra y

extracelular son indicativos del crecimiento viral.

Las diferencias en los titulos obtenidos en la fraccidén extracelular revelan que la dispersion
de la cepa BoHV-1AgERBgal es mucho menor que la del parental BoHV-1 LA. Contribuirian a esto la
menor capacidad de pasaje célula a célula asi como la disminucion de viriones liberados al espacio
extracelular, como se observa a lo largo de todo el ensayo en la curva de egreso. Este menor
porcentaje en el egreso viral de la cepa BoHV-1AgEBgal podria ser atribuido a la menor cantidad
de células infectadas (fraccion intracelular) que hay en cada tiempo. Sin embargo, para el
momento en que la cantidad de virus en el espacio intracelular se equipara entre ambas cepas,
aun se observa un menor titulo de virus BoHV-1AgEBgal en el espacio extracelular. Por lo tanto,
independientemente de los niveles de produccion viral, la dispersion viral se encuentra alterada en
la cepa BoHV-1AgERgal.

Las diferencias en el titulo de virus en la fraccién intracelular a tiempos tempranos, cuando
aln no se encuentra actividad en la fraccion extracelular, podrian sugerir una deficiencia del virus
BoHV-1AgEBgal en el pasaje célula a célula. Luego, la produccion de particulas virales se demora
en la cepa BoHV-1AgERgal hasta las 36 hpi, posiblemente debido a la alteracion en los mecanismos
de dispersién que mantendria a una mayor proporcion de la monocapa sin infectar. Estos datos
indican que el crecimiento de la poblacion viral es menor para la cepa BoHV-1AgEBgal durante
todo el ensayo y a las 72 hpi, cuando se verifica un extenso efecto citopatico, se iguala la

produccién viral a la cepa BoHV-1 LA.

Los resultados de la cinética de multiples pasos de la cepa BoHV-1AgEBgal no concuerdan
con otros trabajos publicados en los cuales no encuentran diferencias entre cepas salvajes y
mutantes gE- (Kalthoff et al., 2008; Trapp et al., 2003). En este trabajo detectamos una
importante alteracion en la dispersion viral de la cepa BoHV-1AgERgal, al que contribuyen tanto el

pasaje célula a célula como la liberacion al medio extracelular.

Para estudiar estos dos mecanismos por separado se determind por inmunofluorescencia

directa el tamafio de las placas de infeccion generadas por las cepas BoHV-1AgERgal y BoHV-1 LA
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luego de la infeccién de monocapas de células MDBK utilizando un medio semisdlido. Este medio
presenta un obstaculo para la difusion viral, dificultando a los viriones liberarse al medio, alcanzar
y adsorber a las células vecinas no infectadas. Adicionalmente, con esta técnica se elimina el
componente poblacional caracteristico de la cinética de multiples pasos pudiendo realizar una

observacién directa del fendmeno del pasaje célula a célula.

Se observd que las placas de infeccién producidas por la cepa BoHV-1AgERgal involucraron
un 28% de células en relacion a las placas generadas por la cepa BoHV-1 LA (establecida
arbitrariamente como el 100%), lo cual confirma que la dispersion célula a célula se encuentra

disminuida mas de tres veces en la cepa deleteada respecto de la cepa salvaje.

Este trabajo presenta el primer reporte de estudio del pasaje célula a célula mediante
inmunofluorescencia, ya que otros autores abordan este mecanismo mediante el analisis de los
focos de lisis; por lo tanto, no es posible comparar los resultados de este trabajo con otros de la
literatura. Sin embargo, este método seria el mas adecuado para evaluar el pasaje célula a célula
ya que mediante la deteccion de focos de células infectadas a una baja moi se identifica de

manera mas precisa la propagacion viral a través de este mecanismo.

Considerando los datos de la cinética de mdltiples pasos y el ensayo anterior, que sugerian
una alteracion en el egreso directo del virus BoHV-1AgEBgal y en el pasaje célula a célula,
respectivamente, se realizé el ensayo de tamaino de placas de lisis, cuyos resultados contribuyen
con el estudio del pasaje célula a célula y permiten estudiar fenotipicamente la capacidad litica de
las cepas BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA.

La observacion al microscopio de las placas generadas por ambas cepas virales sobre
monocapas de células MDBK reveld que aquellas generadas por la cepa BoHV-1 LA resultaron mas

de 10 veces mayores que las generadas por la cepa BoHV-1AgERgal.

La reduccion del tamafio de placa de lisis observado en las células infectadas con el virus
BoHV-1AgERgal en relaciéon a la cepa parental es mucho mayor que la reportada para otros virus
deletados en el gen g£ obtenidos a partir de distintas cepas salvajes de BoHV-1, donde encuentran
reducciones de aproximadamente el 50% (Rebordosa et al., 1996; Spilki et al., 2004; Brum et al.,
2009; Trapp et al., 2003; Kalthoff et al., 2008). Por esto, se repitid el ensayo incorporando una
cepa de BoHV-1 deletada en el gen gF£ (Difivac) para determinar si la drastica disminuciéon del
tamafio de placas de lisis observado en la cepa BoHV-1AgEBgal era producto de las condiciones
experimentales utilizadas en esta Tesis 0 una caracteristica de esta cepa. El tamario de placas
obtenidas luego de la infeccion con la cepa Difivac estuvo de acuerdo a lo reportado para otras
cepas mutantes gE-. Para descartar que las observaciones se debieran al comportamiento de la
cepa parental, se incorpord otra cepa salvaje de BoHV-1 (Lam). Dado que los tamanos de placa de
lisis de la cepa Lam y LA fueron similares, puede sugerirse que la disminucion en los valores

correspondientes a la cepa BoHV-1AgEBgal no es debida a las caracteristicas inherentes a la cepa
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parental. Por lo tanto, la diferencia entre las cepas deleteadas refleja una alteracién en el

comportamiento de la cepa BoHV-1AgEBgal.

En este contexto, es posible sugerir que en el caso del virus BoHV-1AgERgal bajo estudio
exista tal vez una modificacion adicional a la delecion del gen g£, responsable del fenotipo
observado. En este sentido, diversos estudios con cepas BoHV-1 gE- que ademas portan otras
deleciones encuentran reducciones en el tamafo de placa de lisis en el mismo orden que en este
trabajo. Por ejemplo, una mutante BoHV-1 gE- y UL49- produjo placas de lisis 83% mas pequenas
que el virus salvaje (Kalthoff et al., 2008). Asimismo, un estudio utilizando un recombinante BoHV-
1 gE- y gG- encontré que la gG seria necesaria para la localizacion de gE en las uniones

intercelulares, indispensable para el mecanismo de pasaje célula a célula (Nakamichi et al., 2002).

La diferencia entre las cepas BoHV-1AgERgal y BoHV-1 LA en los tamafios de placas de lisis
fue mucho mayor que la obtenida en el ensayo de las placas de infeccion, confirmando que,
ademas de la reduccion en el pasaje célula a célula, la capacidad litica se encontraba disminuida
en la cepa BoHV-1AgEBgal respecto de la parental, tal como se sugirié al analizar la cinética de
multiples pasos. Dado que esta propiedad se encuentra vinculada al egreso de los viriones de las

células, se realizaron ensayos de cinética de un paso para abordar este aspecto.

Las cinéticas de replicacion de un Unico paso se realizan a alta multiplicidad de infeccion.
Debido a que todas las células se infectan con el indculo viral, ni el pasaje célula a célula ni la
infeccion de células vecinas a partir de la progenie viral estan siendo evaluadas. De esta forma se
mide la produccion de particulas virales infectivas, indicada por el titulo viral de la fraccion total
(intracelular y extracelular) a un tiempo dado y la salida de particulas virales al medio exterior
(fraccidon extracelular). Esta Ultima fraccion aporta informacion tanto sobre el tiempo necesario
para que el virus complete su ciclo de replicacion (tiempo pi al cual se detecta en el medio

extracelular), asi como acerca de la capacidad litica del virus (titulos en la fraccion extracelular).

La comparacion de las cinéticas de un Unico paso entre las cepas BoHV-1AgEBgal y BoHV-1
LA mostré que la produccion viral es menor para la cepa BoHV-1AgEBgal durante todo el ensayo.
La cantidad de virus en la fraccién extracelular es menor, confirmando que la salida y la capacidad
litica de BoHV-1AgEBgal se encuentra reducida. Asimismo, la deteccion de virus en la fraccion
extracelular se observa al menos 3 horas mas tarde en relacion a la cepa parental, indicando que

la duracién del ciclo de replicacion seria mayor para la cepa BoHV-1AgEBgal.

Nuevamente, estos resultados no concuerdan con los reportados para otras cepas gE- en
las cuales no encuentran diferencias en la produccion viral entre recombinantes y parentales.
Diversos trabajos coinciden en que a las 12 hpi se encuentra mas virus gE- que parental en la
fraccion extracelular y sugieren que la salida al espacio extracelular seria un mecanismo de
compensacion que realizan las mutantes dado que poseen limitado el pasaje célula a célula esta
limitado (Chowdhury et al., 1999; Spilki et al., 2004; Rebordosa et al., 1996; Rijsewijk et al.,

1999b; Muylkens et al., 2006a). Este fendmeno también se reporta en el caso de mutantes
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deleteadas en gE de EHV-1 (Tsujimura et al., 2006) y HSV-1 (Balan et al., 1994). Para el caso de la
cepa gE- estudiada en esta Tesis se puede sugerir que, ademas del pasaje célula a célula, el

egreso al espacio extracelular se encuentra marcadamente disminuido.

Para evaluar fenotipicamente al virus BoHV-1AgERgal e intentar explicar la dificultad en la
salida de viriones del msmo se observaron al microscopio electrénico de transmisién células MDBK
infectadas con BoHV-1AgEBgal o BoHV-1 LA. Se detectaron acumulos asociados a un material
electrodenso de particulas compatibles en tamafo y morfologia con capsides virales en el nlcleo
celular de las células infectadas con el virus BoHV-1AgERgal. Estos resultados sugieren que, en el
ciclo de replicacion del virus BoHV-1AgEBgal, algin mecanismo de morfogénesis viral se
encontraria alterado, produciendo la retencién de capsides en el nucleo de la célula. La produccién
de estos acimulos podria explicar los menores titulos de virus intracelular que se describen en las
cinéticas de replicacion de la cepa BoHV-1AgEBgal. De todas maneras, esto no impide
completamente la produccion de particulas infectivas y los retrasos en la produccion viral son
compensados en los Ultimos tiempos ensayados. Otra consecuencia de estas observaciones podria
ser la demora que se observa en la salida de virus en comparacion a la cepa BoHV-1 LA, aln

cuando la produccion viral alcanza los valores de la cepa parental.

El estudio ultraestructural de cepas gE- de BoHV-1 no ha sido abordado hasta el momento
por otros grupos. Sin embargo, se han reportado alteraciones en la morfogénesis viral en cepas de
otros alfaherpesvirus deleteadas en gE. La delecion simultanea de las colas citoplasmaticas de gM
y gE resulté en un drastico impedimento en la maduracién y egreso viral en células infectadas con
PRV, aboliéndose la adquisicion de la envoltura secundaria en el 7rans Golgi y observando la
presencia de agregados de capsides con material electrodenso en el citoplasma (Brack et al.,
2000). Luego, se definié que el material electrodenso contenia proteinas del tegumento, entre ellas
UL49 (Fuchs et al., 2002). Asimismo, una cepa de PRV deleteada en los genes gM y UL11 produjo
el mismo tipo de agregados (Kopp et al., 2004). En HSV, mutantes deleteadas en los genes gD y
gE producen agregados similares de capsides con tegumento en el citoplasma (Farnworth et al.,
2003). Sin embargo, estos trabajos no describen estructuras nucleares sino citoplasmaticas. Por lo
tanto, es posible que en el caso del virus BoHV-1AgEBgal bajo estudio un paso previo en la
morfogénesis viral se encuentre alterado, sugiriendo que tal vez exista una modificacion en otro
elemento viral responsable del fenotipo observado. Los productos de los genes US3, UL31, UL34,
gB y gH serian candidatos a estudiar en esta cepa ya que participan en la salida de las capsides
virales del nucleo, tal como se describié para PRV (Mou et al., 2009; Klupp et al., 2001) y HSV-1
(Wisner et al., 2009).

Los resultados obtenidos con la cepa BoHV-1 LA indicarian que el comportamiento /n vitro
de la cepa parental de BoHV-1AgERgal no difiere del de otras cepas de referencia de BoHV-1. Las
cinéticas de replicacion incorporando la cepa Colorado de BoHV-1 mostraron una similitud entre los

valores de ambas cepas salvajes. Asimismo, los tamafios de placa de lisis fueron similares a la cepa
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Lam. De este modo, las diferencias encontradas en el virus BoHV-1AgEBgal serian parte del

fenotipo alterado de esta cepa deleteada.

En conjunto, el analisis de los datos de replicacion viral /in vitro indica que la dispersion
viral, en términos de pasaje célula a célula como de liberacién de particulas virales infectivas al
medio extracelular, es menor en la cepa BoHV-1AgERgal que en la cepa BoHV-1 LA, lo mismo que
la produccion total de particulas virales infectivas. Asimismo, se sugiere una deficiencia en la
morfogénesis viral. Por lo tanto, las alteraciones encontradas en la cepa BoHV-1AgEBgal podrian

deberse a modificaciones adicionales a la delecion del gen gF£.

Respecto al impacto de los resultados obtenidos de los ensayos /n vitro en la produccion a
gran escala de la cepa BoHV-1AgEBgal como antigeno vacunal, los datos de este trabajo sugieren
gue para obtener titulos virales comparables a los de una cepa salvaje, se deberian realizar

infecciones a baja moi y cosechar el virus no antes de las 72 hpi.

El comportamiento /in vitro e in vivo de una cepa viral puede estar modificado por
numerosas variables experimentales. En este trabajo encontramos una severa alteracion en el
comportamiento in vitro asi como una importante atenuacién /7 vivo. Uno de los mecanismos que
podria alterar la virulencia de la cepa BoHV-1AgEBgal es el nimero de pasajes de los virus
utilizados en los ensayos. La atenuaciéon del fenotipo /in vivo causada por pasajes previos por
células del agente infeccioso ha sido demostrada para otros alfaherpesvirus (Dudnikova et al.,
2009). Cuanto mayor sea el nimero de pasajes, mejor adaptado estara un virus a la linea celular
en la que se realiza el pasaje. Esta adaptacion podria manifestarse, por ejemplo, en el tamano de
placa de lisis, por ser éste un parametro relacionado con la replicacion viral. En este trabajo, tanto
para los ensayos /in vitro como para los experiencias in vivo se utilizé una cepa BoHV-1AgEBgal con
un bajo nimero de pasajes (11'°). Asimismo, el nimero de pasajes fue igual en todas las cepas
utilizadas, lo cual descarto la posibilidad de que las diferencias observadas se deban a variaciones
en el nimero de pasajes por lineas celulares, evidenciando que las caracteristicas observadas son
inherentes a las cepas BoHV-1AgEBgal y BoHV-1 LA.

Como ya se menciond, no siempre es posible establecer una correlacién entre las
observaciones /in vivo e in vitro. Sin embargo, del estudio /n vitro de la cepa BoHV-1AgERgal se
obtuvieron resultados que podrian ayudar a comprender su comportamiento /n vivo. Asi, la baja
dispersion observada en los ensayos /in vitro podria explicar que durante la infeccién aguda de
bovinos con la cepa BoHV-1AgEBgal, se vea disminuida la dispersion y por lo tanto la cantidad de
tejidos infectados sea menor que para el caso de BoHV-1 LA. En consecuencia, la posibilidad de
acceder a las terminaciones nerviosas de las neuronas sensitivas que inervan la puerta de entrada

seria menor, y por ende, no se produciria el acceso a los sitios de latencia. Si bien se ha
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establecido que la gE de distintos alfaherpesvirus es necesaria para el transporte retrégrado y
anterégrado del virus entre el sistema nervioso y la mucosa oronasal (Brum et al., 2009; Liu et al.,
2008), creemos que en este caso el impedimento en la llegada al GT es consecuencia de la baja

dispersion del virus BoHV-1AgEBgal en la puerta de entrada.

La ausencia de signos clinicos en los animales luego de la infecciéon podria ser producto de
la disminucion en la capacidad litica de la cepa BoHV-1AgEBgal in vitro. La lesién primaria por
BoHV-1 es el resultado de la lisis de las células infectadas que origina necrosis focal de las
mucosas nasal, laringea, traqueal o genital, una secuela directa de la replicacion viral y el efecto

citopatico producido.

Finalmente, la disminucion en la produccion total /n vitro de particulas virales infectivas de
BoHV-1AgERgal podria explicar la ausencia de excrecion de particulas virales luego de la infeccién

intranasal de animales con la cepa recombinante.

Estudio de la infeccion aguda y reactivacion viral de la cepa BoHV-1AgEBgal y

BoHV-1 LA en el hospedador natural

Para caracterizar el comportamiento de la cepa BoHV-1AgEBgal en el hospedador natural, en
este trabajo de Tesis se evalud la virulencia /7 vivo, en términos de signologia clinica, excrecion
viral y reactivacion de animales infectados con el virus BoHV-1AgEBgal y la cepa parental BoHV-1
LA. Asimismo, estos datos contribuiran en la evaluacion del impacto que podria producir el uso de

esta cepa como vacuna viva.

La cepa BoHV-1AgEBgal evaluada en este trabajo de Tesis no produjo ningun signo clinico
en los terneros infectados luego de la administracion de una alta dosis de la misma por via
intranasal. El efecto que produce la utilizaciéon de cepas deleteadas en el gen g£ en la induccion de
signos clinicos no es consistente entre trabajos previos publicados. Asi, mutantes deleteadas en el
gen gE (gE-) producidas a partir de la cepa Lam (van Engelenburg et al., 1994, 1995a; Kaashoek
et al., 1996b, 1998; Schynts et al., 2003a), una cepa brasilera subtipo 1.2 (Franco et al., 2002b) o
la cepa Za (Kaashoek et al., 1994) producen signos clinicos leves, tales como secrecion nasal
seromucosa o erosiones restringidas en la cavidad nasal e hipertermia de corta duracién, mientras
gue un virus gE- construido a partir de la cepa Cooper, si bien se utilizd una dosis de virus total por
animal 10 veces menor que en este trabajo, no produjo signos clinicos en los animales infectados
(Chowdhury et al., 1999).

La ausencia de signos clinicos podria ser una caracteristica ventajosa de la cepa

recombinante ya que BoHV-1, como ya se menciond, participa en el desarrollo de enfermedad
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respiratoria bovina. En ésta, la infeccion viral predispone a los animales a la infeccion bacteriana,
generalmente de bacterias que son comensales del aparato respiratorio bovino (Duff y Galyan,
2007). Si bien los factores virales que favorecen la progresion de la enfermedad respiratoria severa
son objeto de estudio, se ha establecido que la disminucion de la inmunidad mediada por células
luego de la infeccion con BoHV-1 y la lesién viral sobre las estructuras que forman parte de la
inmunidad innata son facilitadoras de la lesion bacteriana (Carter et al., 1989; Griebel et al., 1987).
El epitelio nasal contiene uniones estrechas que impiden el trafico paracelular de agentes, y
lesiones en el mismo disrumpen esta barrera anatomica. Asi, lesiones inducidas por vacunas
virales, que en ambientes experimentales controlados ocurren de manera benigna, podrian

ocasionar cuadros mas severos en condiciones de explotaciones ganaderas intensivas.

De esta manera, los resultados de nuestro trabajo indicarian que la capacidad patogénica, o
sea de producir lesiones, de la cepa BoHV-1AgEBgal es baja. Asimismo, la ausencia de signos y

lesiones sugiere que esta cepa es segura para su uso en animales.

En este trabajo se pudo reproducir la enfermedad en bovinos estableciendo los parametros
de virulencia de la cepa parental BoHV-1 LA. Asi se comprobd que la cepa BoHV-1 LA induce
signos clinicos moderados, con leve hipertermia y secrecién nasal pero sin el desarrollo de lesiones

en la mucosa nasal como se reporta para otras cepas salvajes de BoHV-1 (Tikoo et al., 1995).

La virulencia de distintas cepas de BoHV-1 puede presentar variaciones respecto a factores
tanto del hospedador, del ambiente como del agente infeccioso (Nandi et al., 2009). Entre los
primeros, la edad constituye un factor de riesgo, siendo los animales mas jovenes mas susceptibles
al desarrollo de enfermedad (Boelaert et al., 2005; Solis-Calderdn et al., 2003). Sin embargo, en
este trabajo se utilizaron terneros jovenes que desarrollaron solo signos leves. Factores
relacionados al ambiente y al manejo de los animales, tales como la carga animal, el ingreso de
animales y su participacion en ferias han sido asociados a la severidad de la enfermedad pero son
dificiles de aplicar a condiciones experimentales como las utilizadas en este trabajo (Vonk
Noordegraaf et al., 2004; van Schaik et al., 2002, 2003).

Finalmente, la severidad de la enfermedad causada por este virus esta influenciada por la
virulencia de la cepa (Kaashoek et al., 1996b). Asi, las infecciones subclinicas con BoHV-1 son
bastante frecuentes. Diversas cepas de BoHV-1 poseen una baja capacidad de inducir signos
clinicos y se han clasificado como cepas de baja virulencia (Kaashoek et al., 1996b, Nandi et al.,

2009). Sin embargo, la cepa BoHV-1 LA no ha sido estudiada por otros grupos.

El cuadro de signos leves inducido por un virus puede ser atribuido a la inmunidad pasiva
adquirida por los animales, especialmente en areas endémicas. En efecto, se ha demostrado que
los anticuerpos calostrales son eficientes en la proteccién contra los signos clinicos de BoHV-1

(Lemaire et al., 2000b). Sin embargo, esta hipdtesis no podria aplicarse a este trabajo ya que se
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utilizaron animales seronegativos. En conclusion, la cepa BoHV-1 LA seria una cepa de virulencia

intermedia.

En conjunto, la ausencia de signos clinicos observada en los animales infectados con la cepa
BoHV-1AgEBgal podria deberse, en parte, a la delecién del gen g£ como se ha reportado en los
otros casos mencionados. Asimismo, la moderada virulencia de la cepa parental podria influir en la
atenuacion observada para la cepa deleteada, siendo que se ha propuesto que la virulencia de la
cepa a partir de la cual se origina una mutante de deleciéon en el gen g£ podria determinar la

virulencia del mismo (Muylkens et al., 2006b).

La ausencia de signos clinicos tiene su impacto en el potencial uso de esta cepa
recombinante como vacuna viva. Los paises que incluyen en los programas de erradicacion el uso
de vacunas marcadoras permiten su aplicacién como vacuna viva o inactivada. Se ha comprobado
que las vacunas gE- vivas generan mayor proteccion frente al desafio viral en animales
seronegativos (Bosch et al., 1996; van Drunen Littel-van den Hurk, 2006). Por lo tanto, cobra
importancia el estudio del comportamiento /7 vivo de esta cepa para evaluar su uso en futuros

planes de erradicacion.

Mientras que la cepa parental BoHV-1 LA se excretd durante 12 dias con titulos maximos de
107 DICTso/ml, luego de la infeccién intranasal con la cepa BoHV-1AgEBgal no se detectd virus
infectivo en las secreciones nasales de los animales infectados, tal como ya habia sido observado
cuando se utilizd esta cepa experimentalmente como vacuna viva (Romera et al., 2004, 2005;
Puntel et al., 2001). Esto es una caracteristica distintiva a lo reportado para las cepas de BoHV-1
deleteadas en el gen g£ ya mencionadas, las cuales se excretaron en todos los casos luego de
administrarse a animales por via intranasal. La cepa Za (gE-), comercializada y utilizada en Europa
en los programas de erradicacién de BoHV-1, ha sido extensamente estudiada y luego de la
administracion intranasal se excreta con altos titulos en todas las experiencias (Kaashoek et al.,
1994; Strube et al., 1996; Mars et al 20003, b). Asimismo, en uno de los trabajos donde se inoculd
dicha cepa por via intramuscular a animales jovenes, también se detectd excrecion nasal post
infeccion (Strube et al., 1996). La cepa Lam gE- se excreté en algunos casos durante el mismo
periodo de tiempo que su parental (van Engelenburg et al., 1995a; Kaashoek et al., 1998; Schynts
et al., 2003a) o durante dos dias menos (van Engelenburg et al., 1994; Kaashoek et al., 1994),
pero en todos los casos con titulos similares a la cepa Lam salvaje. Asimismo, en algunas
oportunidades se detectd excrecion viral en las secreciones oculares (Kaashoek et al., 1998; van
Engelenburg et al., 1995a). Finalmente, la cepa Cooper gE- y BoHV-1.2 gE- se excretaron en
secreciones nasales y oculares luego de la inoculacion intranasal aunque durante menos dias que

la cepa parental (Chowdhury et al., 1999; Franco et al., 2002b).
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Continuando con el estudio de las secreciones nasales, se detectd ADN viral en las muestras
de los animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal. En este sentido, en un trabajo donde
infectan ratones con una mutante de HSV-2 no replicativa observan que no hay persistencia de
ADN en el sitio de inoculacion mas alla del dia 3 pi (Jones et al., 2000). La cinética de clearence en
la mucosa nasal por células dendriticas que no disrumpen la barrera epitelial es muy alta y en 30
minutos se observa su llegada llevando antigenos vacunales a los linfonddulos regionales luego de
infeccidén nasal con bacterias muertas (Jahnsen et al., 2006). Podriamos sugerir entonces, que para
la cepa BoHV-1AgERgal el genoma viral detectado en las secreciones nasales no seria un residuo
de la inoculacién sino el producto de la replicacion viral, que ocurriria en la mucosa nasal del
bovino en niveles tan bajos y/o durante tan poco tiempo que impidieran recuperar virus infeccioso
mediante aislamiento en cultivo de tejidos, pero lo suficiente para detectar genoma viral mediante

amplificacion por PCR.

La ausencia de excrecién de virus infectivo en las secreciones de animales infectados con la
cepa BoHV-1AgEBgal, sumada a la evidencia de replicacién viral en la mucosa nasal, ponen de
manifiesto la polarizacion del epitelio de la puerta de entrada. Los dominios apicales y
basolaterales de las membranas plasmaticas se encuentran separados por uniones estrechas. El
estudio de la distribucién subcelular luego de la infeccién con BoHV-1 indica que la gE se localiza
en las zonas de contacto entre células infectadas, y no en las membranas apicales o basales. El
patrén de localizacién coincide con el de la B-catenina, una proteina celular presente en las
uniones entre células (Nakamichi et al., 2002). Se ha demostrado para HSV-1 que el transporte de
los viriones hacia las zonas de contacto entre células, asi como el pasaje a través de las uniones
intercelulares durante la infeccion productiva esta mediado por la gE (Johnson et al., 2001). Asi, se
propone que los virus que carecen del gen g£ tendrian alterado este mecanismo de dispersion y
por lo tanto saldrian de las células a través de las membranas apicales. Esto podria explicar el
comportamiento de las cepas gE- en las cuales se encuentra mayor cantidad de virus en el espacio
extracelular a tiempos tempranos y se detecta virus en las secreciones nasales (Muylkens et al.,
2006a). Mientras que la cepa recombinante BoHV-1AgEPgal bajo estudio no ha mostrado
alteraciones en su cinética de penetracion in vitro, si se ha comprobado la dificultad en el pasaje
entre células. Sin embargo, BoHV-1AgEBgal pareciera poseer alterado otro mecanismo de salida de
las células que /n vitro podria ser compensado parcialmente pero, en los epitelios respiratorios del
bovino, altamente polarizados, se haria mas evidente, disminuyendo la excrecion viral hacia la

cavidad nasal.

La ausencia de excrecion de virus infectivo en secreciones nasales constituye una ventaja de
la cepa BoHV-1AgEBgal ya que permitiria su uso como vacuna viva sin los riesgos de diseminacion
a otros animales. A pesar de considerarse la difusion al ambiente de virus vacunal como de bajo
riesgo (Scientific Committee on Animal Health and Animal Welfare, European Commission, 2000),

se ha reportado la infeccion de animales seronegativos al ubicarlos en contacto con animales
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inoculados con una vacuna viva gE- (Mars et al., 2000b). Solo se ha conseguido evitar la excrecion
nasal de virus gE- administrandolo como vacuna viva por via intramuscular (Mars et al., 2000b;
Makoschey et al., 2007).

Asimismo, la reduccién de la posibilidad de dispersidon de la cepa BoHV-1AgEBgal adquiere
una importancia epidemioldgica adicional respecto a la transmisién a otros rumiantes. Hasta el
momento, ninguna enfermedad severa proveniente de una infeccion por BoHV-1 ha sido
identificada en las especies de rumiantes distintas del vacuno. Sin embargo, varias especies de
rumiantes domésticos y salvajes son sensibles a la infeccién por BoHV-1 y podrian ser
responsables de brotes esporadicos. Estas infecciones podrian contribuir a mantener el BoHV-1 en
una regién especifica y en el seno de una poblacidon de rumiantes que podria convertirse en un
reservorio de virus para los vacunos domésticos, poniendo en riesgo el desarrollo de los programas

de control y erradicacion (revisado por Thiry et al., 2008)

La baja replicacion del virus BoHV-1AgEBgal en la puerta de entrada disminuiria los riesgos
de recombinacién y reversion. El estudio /n vivo de varias cepas virales con fenotipo gE-, producto
de la coinfeccion de células con una cepa vacunal gE- atenuada y distintas cepas salvajes, sugirid
gue la introduccién de la delecién del gen gF£ en un contexto gendmico salvaje restablece la
virulencia conservando el fenotipo gE- (Muylkens et al., 2006b). La coinfeccién de bovinos por via
intranasal con dos cepas de BoHV-1, una de ellas gE-, result6 en la aparicion /in vivo de mutantes
producto de la recombinaciéon que se reexcretaron experimentalmente (Schynts et al., 2003a).
Asimismo, En un trabajo realizado en nuestro laboratorio se evalud la virulencia en bovinos de
recombinantes entre BoHV-1 y BoHV-5 obtenidos /n vitro y se determind que establecian una
infeccion latente en GT (Del Médico Zajac, 2009c). Existen evidencias que sugieren que la
recombinacidn genética no esta restringida a situaciones experimentales ya que recientemente se
han reportado cepas recombinantes naturales. El analisis de muestras de casos clinicos de
infecciones con HSV-1 (Norberg et al., 2004; Bowden et al., 2004) revelaron la presencia de cepas
recombinantes intraespecificas en poblaciones naturales. Asimismo, luego de estudiar diversos
aislamientos de campo de EHV-1, se identifico un virus recombinante interespecifico el cual
contenia el gen ICP4 de EHV-4 en el contexto gendmico de EHV-1 (Pagamjav et al., 2005). Para
gue ocurran eventos de recombinacion es necesario que las moléculas de ADN se encuentren en el
seno de una misma célula. En condiciones naturales, para que dos o mas moléculas de ADN viral
coexistan en una célula es necesario que ocurran infecciones simultaneas (coinfecciones),
reactivacion de un virus latente acoplada a una infeccidn o reactivacion de dos virus latentes (Thiry
et al., 2005, 2006). En este sentido, un estudio reciente en Brasil ha reportado que un 76% de
bovinos se encuentran latentemente infectados de manera simultanea con BoHV-1 y BoHV-5
(Campos et al., 2009). Por todo lo anterior, la baja replicacién de la cepa BoHV-1AgEBgal en la
puerta de entrada constituye una caracteristica ventajosa en relaciéon al riesgo de recombinacion

en condiciones naturales, permitiendo su uso como vacuna viva.
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Los resultados de excrecion viral y signologia clinica discutidos aqui permiten concluir que se
logré reproducir experimentalmente el cuadro asociado a las infecciones con BoHV-1, indicando
gue la cepa LA se excreta en titulos similares a otras cepas salvajes aunque su virulencia seria
moderada ya que indujo signos clinicos leves (Kaashoek et al., 1996b). El comportamiento /7 vivo

de la cepa BoHV-1AgEBgal difiere notablemente de lo reportado para otras cepas gE- de BoHV-1.

Los datos indican que esta cepa es avirulenta en terneros ya que no se registraron signos
clinicos ni excrecién nasal de particulas infectivas luego de la infeccion intranasal, disminuyendo de
esta manera tanto el riesgo de diseminacion del virus, los posibles eventos de recombinacion o

reversion asi como la incidencia de enfermedades asociadas a la infeccion.

El estudio de la dispersion del virus desde el sitio de inoculacion durante la infeccion aguda
se profundizd a través del andlisis de los tejidos de los animales infectados. La inoculacién se
realizd por via intranasal mediante nebulizacién para reproducir la via de ingreso mas comdn de
BoHV-1 (Romera et al., 2000a). Se colectaron distintas muestras de cabeza y cuello y se realizé el

aislamiento viral e inmunohistoquimica para BoHV-1.

Una vez en el hospedador, el virus se adsorbe a las células epiteliales de la puerta de
entrada y comienza el ciclo de infeccidn litica. Desde alli se dispersa hacia otros tejidos mediante
mecanismos de pasaje célula a célula o mediante el egreso desde células infectadas y adsorcion a

células no infectadas desde el espacio extracelular.

En este trabajo de Tesis se aisl6 BoHV-1AgERgal a los 9 dpi de la mucosa orofaringea,
mientras que se detectaron antigenos virales en mucosa orofaringea y linfonddulo mandibular.
Esto concuerda con el trabajo de van Engelenburg et al (1995a), donde utilizando una cepa Lam
gE- encuentran a los 7 y 8 dpi virus infeccioso solamente en dos tejidos, aunque la distribucion de
antigenos virales no fue evaluada en esa oportunidad (van Engelenburg et al., 1995a). De esta

manera se comprob0 la limitada dispersion del virus BoHV-1AgEBgal en los tejidos bovinos.

El hallazgo de células de linfonddulo mandibular expresando antigenos del virus BoHV-
1AgEBgal podria tener impacto en la reexcrecion de esta cepa ya que los tejidos linfoides asociados
a la mucosa de la puerta de entrada asi como las tonsilas y los linfonddulos han sido propuestos

como posibles sitios de latencia de BoHV-1 (Winkler et al., 2000, Perez et al., 2005).

Respecto a la distribucion del virus parental, en este trabajo de Tesis se detectd virus BoHV-
1 LA a los 5 dpi en mucosa nasal, olfatoria, orofaringea y traqueal, asi como en linfonddulos de
cabeza y cuello, glandula parétida y bulbo olfatorio. Los tejidos positivos correspondientes al dia 9
pi fueron mucosa nasal y orofaringea, linfonddulo retrofaringeo y tonsila. Para ambos dpi, los
resultados concuerdan con los del trabajo de van Engelemburg et al (2005a) ya mencionado.
Asimismo, en tiempos posteriores, no se aisla virus, tal como en el trabajo de Mweene et al (1996)
donde no detectan virus en ningun tejido de animales sacrificados el dia 22 pi luego de la infeccién

con la cepa LA (Mweene et al, 1996).
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Los datos de la distribucién de antigenos virales y virus infeccioso en tejidos bovinos
sugieren que la cepa BoHV-1AgEpgal infectaria un menor nimero de tejidos que la cepa parental,
tal como se observa a los 9 dias pi, o infectaria los mismos tejidos pero por menos tiempo, como
se determind para el caso de la mutante de Lam. Esto sera investigado a través del analisis de
muestras del dia 5 pi de tejidos animales infectados con la cepa recombinante, que no pudieron
estudiarse en el contexto de esta Tesis debido a problemas técnicos durante las experiencias con
bovinos. Sin embargo, dado que la cepa BoHV-1AgEBgal bajo estudio demostrd poseer muy
alterada la habilidad de pasaje entre células, seria esperable una menor dispersion viral en los

tejidos epiteliales.

El modelo de reactivacion experimental mediante el uso de corticosteroides exdgenos ya ha
sido establecido y se utiliza frecuentemente para estudiar la patogénesis de diferentes cepas de
BoHV-1 (Sheffy y Davies, 1972). El estudio del establecimiento y la reactivacion de una infeccion
latente en la caracterizacion de una cepa candidata para ser utilizada como vacuna en bovinos
resulta indispensable para evaluar el impacto que tendria su eventual administracion como vacuna
viva. Para ello, dos animales pertenecientes a cada grupo, infectados con los virus bajo estudio,
fueron inoculados por via endovenosa con dexametasona. Se determind la reexcrecion viral, la
signologia clinica asociada, la respuesta inmune y la presencia de virus y antigenos virales en los

sitios asociados a la latencia.

El resultado del tratamiento inmunosupresor no fue el mismo en los dos animales infectados
con la cepa BoHV-1 LA. El animal 21 reexcretd virus salvaje durante 5 dias con un titulo viral
maximo de 10%° DICTsy/ml, o sea, un periodo de tiempo menor y un pico de excrecidn inferior al
observado durante la infeccién aguda (pico de excrecién: 107> DICTse/ml, periodo de excrecidn: 9
dias). Sin embargo, no se manifestaron signos clinicos durante todo el periodo de reexcrecion viral,
lo cual estd en concordancia con trabajos anteriores en los cuales la reactivacion de una infeccion
latente bajo condiciones experimentales no siempre estd asociada a signologia clinica (Meyer et al.,
2001, van Engelenburg et al., 1995a; Kaashoek et al., 1996b). La disminucion en el tiempo y titulo
viral excretado asi como la ausencia de signos clinicos podria deberse a la respuesta inmune de
memoria que controla la infeccion en el epitelio de manera mas rapida que durante la
primoinfeccion en un animal seronegativo, protegiéndolo de la enfermedad (Pastoret et al., 1980).
Asimismo, se comprobd un aumento en los titulos de anticuerpos en secreciones nasales y suero
entre las muestras anteriores y posteriores al tratamiento. Esto indicaria que la replicaciéon en la
puerta de entrada luego de la reexcrecion fue suficiente para producir una nueva estimulacion del
sistema inmune. Estos datos nos permiten concluir que en dicho animal se produjo la reactivacion

viral desde los sitios de latencia del virus, a los 74 dpi.

La reexcrecion viral de cepas de BoHV-1 en condiciones naturales ha sido verificada
previamente (Thiry et al., 1985b, 1987), incluso en cepas vacunales deleteadas en el gen g£

(Dispas et al., 2003). Este fendmeno tiene un serio impacto en la epidemiologia de esta
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enfermedad por dos motivos: en primera instancia, produce la dispersion del virus manteniendo al
agente en el ambiente e infectando al rodeo (Kutish et al., 1990; Tikoo et al., 1995); en segunda
instancia, la reactivacion en condiciones naturales luego de un estimulo estresante mediante la
liberacion de cortisol enddgeno, podria desencadenar un cuadro respiratorio severo (Jones y
Chowdhury, 2007). El cortisol estimularia a los receptores to/l-like (TLR) y seria el factor
desencadenante del desarrollo de enfermedad respiratoria, en general neumonia, como se ha
propuesto desde los modelos de sinergia virus-bacteria en el complejo respiratorio bovino (Hodson
et al., 2005). Si esto ocurriese en un grupo de animales bajo estrés, existe la posibilidad que se
produzca la infeccién o reinfeccion de los animales y la aparicion de un brote de enfermedad
respiratoria (Babiuk et al., 1988).

En el otro animal infectado con la cepa BoHV-1 LA y sometido al tratamiento inmunosupresor
(N° 22) no se detectd reexcrecién viral luego del tratamiento con dexametasona. Asimismo, el
titulo de anticuerpos séricos no mostrd variaciones entre las muestras anteriores y posteriores al
tratamiento. Esto ha sido reportado en otros trabajos, en los cuales se postula que la reactivacion
experimental es un fendmeno que depende de otros factores, ademas del estimulo con
corticosteroides exdgeno (Meyer et al.,, 2001; van Engelenburg et al., 1995a). Los términos
reactivacion y reexcrecion se han utilizado en la literatura como sinénimos, donde animales que no
reexcretan virus luego de un tratamiento inmunosupresor se considera que no reactivan la
infeccidn latente. Sin embargo, la reactivacion viral involucra una secuencia de acontecimientos en
las neuronas sensoriales que puede culminar o no en la reexcrecion viral y esto uUltimo depende de
factores entre los cuales se han sugerido la respuesta inmune luego de la infeccion o vacunacion y
la cepa viral utilizada (Muylkens et al., 2007). La respuesta inmune inducida luego de la infeccién
podria prevenir la reexcrecion viral (Pastoret et al., 1980), como es el caso de animales con altos
titulos de anticuerpos previos al tratamiento experimental (Bosch et al., 1998). Se ha sugerido que
hasta los 60 dpi la reexcrecion puede no producirse (Muylkens et al., 2007). En este caso, el
animal 22 fue sometido al tratamiento a los 48 dpi, por lo tanto, la cercania entre las fechas de
infeccion y administracion de dexametasona podria explicar la ausencia de reexcrecion. Respecto a
la cepa viral, se ha establecido que las diferentes cepas de BoHV-1 poseen distinta capacidad de
reexcretarse. Asi, luego de inducir la reactivacion en animales infectados con distintas cepas
salvajes, la reexcrecion no se verificd en todas ellas (Kaashoek et al., 1996b; Madic et al., 1995b).
Este trabajo de Tesis constituye el primer reporte de reactivacion experimental de la cepa BoHV-1
LA, por lo tanto no disponemos de informacion adicional acerca de cdmo se comporta esta cepa en

relacién al tratamiento inmunosupresor.

Por todo lo anterior, podemos concluir que en el animal 22 no se produjo la reexcrecion,
aunque la reactivacion viral pudo haber tenido lugar. En este sentido, se registr6 un leve
incremento en los titulos de anticuerpos en secreciones nasales en las muestras posteriores al
tratamiento. Es posible que se haya producido la reactivacién viral y una reexcrecion viral

transitoria y/o intermitente que no haya sido detectada en secreciones pero que haya estimulado
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la respuesta inmune de mucosas, ocasionando un incremento en los titulos de IgA e IgG1, pero sin

inducir variaciones en los titulos séricos.

En todos los animales infectados con la cepa BoHV-1 LA se detectd la presencia de ADN viral
en GT. Mediante THQ se comprobod la expresidon de antigenos virales en el mismo. En las muestras
correspondientes al dia 5 pi del animal infectado con la cepa BoHV-1 LA encontramos células no-
neurales positivas, pero no neuronas. A los 9 dpi, se observaron tanto neuronas como células no-
neurales expresando antigenos virales. En las muestras de estos dos dias (5 y 9 dpi) se detectaron
infiltrados de células no neurales con tincidén especifica para BoHV-1. Esto esta en concordancia
con lo que se ha reportado respecto a la patogénesis de BoHV-1 en GT (Winkler et al., 2002). Las
primeras células en infectarse son las no-neurales (gliales y mononucleares infiltrantes) mientras
gue a medida que la infeccién progresa, se infectan las neuronas. Los focos de infiltracién
mononuclear en los GT de animales cursando la infeccion aguda, en los cuales se distinguen
células productoras de IFN-y en contacto cercano con cuerpos neuronales, podrian estar

involucrados en el establecimiento de la infeccidn latente (Winkler et al., 2002).

La muestra de mucosa nasal del animal infectado con la cepa BoHV-1 LA y eutanasiado a los
5 dpi presenté un hallazgo interesante. En la IHQ se pudo observar una célula compatible con un
cuerpo neuronal con una marca intensa para antigenos virales. Los cuerpos neuronales de las
neuronas de primer orden de la ruta mas importante (via del trigémino) se encuentran en el GT.
Por esto, es posible que se trate de una neurona de primer orden correspondiente al sistema
olfatorio que tiene el cuerpo neuronal en la mucosa y hace sinapsis con la neurona de segundo
orden en el bulbo olfatorio, como ha sido descripto para PRV en tejidos porcinos (Mulder et al.,
1994). Asimismo, en dicho animal se encontrd virus infeccioso en el bulbo olfatorio, indicando a

ésta como una posible via de acceso del virus BoHV-1 LA al sistema nervioso.

Los resultados correspondientes al tratamiento inmunosupresor de los animales infectados
con la cepa LA indican que al menos uno de los dos reactivé la infeccidn viral con reexcrecién de
virus al ambiente, mientras que el otro podria haber reactivado la infeccién latente pero con muy
baja reexcrecion viral. La deteccion de antigenos virales asi como de genoma viral en todos los GT
de los animales infectados indica que la cepa LA es capaz de producir latencia luego de la infeccién

y reactivarse mediante la administracion de corticoides.

En el caso de los animales infectados con la cepa BoHV-1AgEpBgal, no se detecté reexcrecion
viral ni signos clinicos en ninguno de los dos casos luego de la administracion de glucocorticoides.
Hasta el momento, no se ha reportado que la gE esté involucrada en el acceso al SNP o en el
establecimiento de la infeccidn latente. Asimismo, el genoma de las cepas gE- ha sido detectado en

GT en todos los casos. Se ha sugerido que la gE seria necesaria para el transporte anterégrado, o

140



Discusion

sea la reexcrecion viral, en una cepa Cooper gE- (Brum et al., 2009; Liu et al., 2008). Si bien todas
las cepas gE- descriptas previamente establecen latencia en GT, la reexcrecién de las mismas es
controversial. En este sentido, en varios ensayos utilizando la cepa Lam gE- no se observo
reactivacion viral (van Engelenburg et al., 1995a; Kaashoek et al., 1996a, 1998), mientras que en
un estudio mas reciente usando la misma cepa reactivaron 4 de los 5 animales tratados con
dexametasona (Schynts et al., 2003a). La cepa brasilera BoHV-1.2 gE- utilizada como vacuna viva
en bovinos no fue aislada de las secreciones nasales de los animales tratados con dexametasona
(Franco et al., 2002b). Respecto a la cepa Za, diversos trabajos reportaron la ausencia de
excrecion viral luego de inducir la reactivacion experimentalmente en bovinos adultos (Kaashoek et
al., 1994; Mars et al., 2000a), mientras que se detectd reexcrecién en terneros (Lemaire et al.,
2001) y reexcrecion espontanea de esta cepa 8 meses después de haber sido administrada como
vacuna viva (Dispas et al., 2003). Un aislamiento natural de BoHV-1 con deleciones puntuales en el
gen gF se reactivo experimentalmente (Egyed et al., 2000). La caracteristica de no reexcretarse de
la cepa BoHV-1AgEBgal constituye una importante ventaja ya que implica menor dispersion de
virus vacunal asi como disminucion en el riesgo de desarrollar enfermedad respiratoria severa.
Asimismo, cuanto menos replique la cepa en el bovino, menores seran las probabilidades de

recombinacion que pudiesen alterar su fenotipo.

Otro aspecto importante de la cepa BoHV-1AgEBgal es que no ocurriria la infeccién
productiva en GT, ya que no se encontraron células positivas para antigenos virales en este tejido.
Asimismo, no pudo detectarse genoma viral en ninguna de las muestras de los seis animales
infectados con BoHV-1AgEBgal. Todos estos datos sugeririan que la cepa BoHV-1AgEBgal no podria
establecer una infeccion latente en GT, constituyendo este trabajo el primer reporte de una cepa
replicativa de BoHV-1 que no establece una infeccidn latente en el hospedador natural. Una posible
explicacion a este fendmeno estaria fundamentada en la limitada capacidad de dispersion de esta

cepa de modo que no logra acceder a los sitios de latencia.

Finalmente, se han reportado como posibles sitios adicionales de latencia para BoHV-1 los
tejidos linfoides, tonsilas y linfonddulos. La importancia bioldgica de dichos tejidos en el ciclo de
latencia-reactivacion en el bovino no ha sido aun establecida. En este trabajo, la amplificacion por
PCR a partir de tonsilas del dia 9 pi fue positiva para el animal infectado con la cepa BoHV-1 LA y
negativa para el animal infectado con la cepa BoHV-1AgEBgal. Esto esta en concordancia con los
resultados del aislamiento viral a partir de esas mismas muestras. Asimismo, las tonsilas
correspondientes a los animales sacrificados el dia 42 pi indican la latencia de genoma viral de la
cepa parental mientras que la cepa BoHV-1AgEBgal no alcanzaria este dérgano, posiblemente
debido a la baja dispersion viral. De esta manera, el rol putativo que pudieran tener estos sitios
extraneurales en la reactivacion de BoHV-1 no presentaria una desventaja para el caso de BoHV-
1AgEBgal. El rol de la infeccién de las tonsilas como de los linfonddulos en la reactivacion y

reexcrecion de estos virus sera abordado en futuros trabajos.
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Los anticuerpos séricos anti BoHV-1 aparecen tardiamente en una infeccion (alrededor del
dia 10 pi), por lo que son considerados de mayor importancia en las infecciones secundarias
previniendo la reinfeccion y participando en el clearence viral por diversos mecanismos (Babiuk et
al., 1996; Romera et al., 2000a). En este trabajo de Tesis, la respuesta inmune humoral en suero
desarrollada por los animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal fue similar en todos los
terneros tanto para los niveles de anticuerpos totales, como para los anticuerpos neutralizantes,
manteniendo niveles elevados hasta el momento de la eutanasia. El titulo de anticuerpos totales

oscilé entre 1,6 y 2,2 (logyo). Estos resultados confirmarian la infeccion de estos animales.

Por su parte, los animales infectados con la cepa BoHV-1 LA presentaron mayores titulos de
anticuerpos totales en suero que los animales infectados con la cepa gE-. Este resultado es
consistente con los de numerosos trabajos que comparan el desarrollo de anticuerpos
neutralizantes entre cepas gE- y cepas salvajes de BoHV-1, aunque esta diferencia no se asocia a
la capacidad protectiva de las cepas deleteadas (Chowdhury et al., 1999; Kaashoek et al., 1994,
1996a, 1998; van Engelenburg et al., 1995a; Belknap et al., 1999). En el caso de la cepa BoHV-
1AgEBgal, su inmunogenicidad y performance como vacuna viva o inactivada frente al desafio viral
ya ha sido estudiada con anterioridad y demostroé ser protectiva (Romera et al., 2004; 2005; Puntel
et al, 2001).

La inmunoglobulina G1 (IgG1) presente en secreciones nasales también podria colaborar en
los mecanismos involucrados en la proteccion frente a infecciones virales secundarias neutralizando
las particulas virales presentes en la mucosa nasal (Madic et al., 1995a, b; Haan et al., 2001).
Dado que hasta el momento no existen reportes sobre la presencia de células productoras de IgG1
en la mucosa nasal de bovinos, se ha sugerido que este anticuerpo es transportado selectivamente
desde el suero a la superficie mucosa (Madic et al., 1995a, b). Se ha reportado la presencia del
receptor neonatal heterodimérico de Fc (heterodimeric neonatal Fc receptor, FCRn) en las células
epiteliales de las vias respiratorias inferiores y en los alvéolos pulmonares, el cual mediaria el
transporte de los anticuerpos IgG a través de la barrera mucosa (Mayer et al., 2004). En esta
Tesis, ambos virus indujeron la secrecion de IgG1 en el periodo post infeccion. En los animales
infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal este isotipo se detectd en un sélo animal (N° 506) durante
dos dias (dias 9 y 12 pi) con un titulo de 0,9 (logy,), mientras que en los animales infectados con la
cepa BoHV-1 LA se encontraron titulos altos (hasta 3,3 logyo) a los dias 9 y 12 pi, similares a los
reportados luego de una infeccién con BoHV-1 salvaje (Madic et al., 1995a). Estos resultados
serian coherentes con la teoria del transporte selectivo de este isotipo desde el suero,
considerando que se detectaron titulos mayores de anticuerpos séricos en los animales infectados
con la cepa BoHV-1 LA que con la cepa BoHV-1AgERgal.

Posteriormente, se detectd una rapida y elevada respuesta secundaria luego del tratamiento

inmunosupresor de los animales infectados con la cepa BoHV-1 LA, incluso mayor en el animal 21
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que presentod reexcrecion viral alcanzando titulos de 3,9 (logyg). En los animales infectados con la
cepa BoHV-1AgEBgal no se detectaron anticuerpos en secreciones nasales luego de la
administracion de dexametasona, aportando evidencias de que en estos animales la reactivacion

viral no parece haber sucedido.

En numerosas ocasiones se ha reportado que los anticuerpos IgA presentes en la mucosa
nasal son efectivos en la proteccion frente a infecciones virales respiratorias (Haan et al., 2001;
Israel et al., 1992; Nedrud et al., 1987; Renegar et al., 19913, b), y previenen la diseminacion viral
a hospedadores susceptibles. La induccion de IgA depende del inmundgeno, la ruta de
inmunizacion y el adyuvante utilizado (Gao et al., 1995). Varios trabajos han reportado la presencia
de IgA en mucosas de bovinos inmunizados con diversas vacunas de BoHV-1 (Gao et al., 1994,
1995; Israel et al., 1992; Zhu et al., 1996) y luego de la infeccién con este virus (Madic et al.,
1995a). Sin embargo, no existe hasta el momento informacién publicada sobre la evaluacién de
anticuerpos en secreciones nasales de animales infectados con una cepa de BoHV-1 que porte

deleciones en el gen g£.

En esta Tesis, se detectaron anticuerpos de isotipo IgA en las secreciones nasales de los
animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal durante la infeccion aguda a partir del dia 7 pi,
alcanzando un titulo de 1,5 (logy) a los 12 dpi. Esto constituye el primer reporte de la respuesta
inmune en mucosas de una cepa gE- y reafirma el hecho de que esta cepa es inmunogénica a
pesar de replicarse en bajos niveles. Asimismo se detectd este isotipo en las secreciones de
animales infectados con la cepa BoHV-1 LA a partir del dia 7 pi. Al dia 9 pi todos los animales
desarrollaron IgA, alcanzando valores de 2,1 (logyo) a los 12 dpi. Estos resultados coinciden con los
reportados por Madic et al. (1995a) obtenidos luego de la infeccion de varios grupos de bovinos
con ocho cepas diferentes de BoHV-1 por via intranasal, aunque en esa oportunidad el titulo

obtenido fue menor y la deteccion se demoro hasta el dia 10 pi.

Previo a la realizacion del tratamiento inmunosupresor se detectd la presencia de IgA en las
secreciones de uno de los dos animales latentemente infectados con la cepa BoHV-1 LA,
coincidiendo con el trabajo de Madic et al. (1995a), mientras que en los dos animales infectados

con la cepa BoHV-1AgEBgal no se detecto este isotipo.

Luego de la administracion de dexametasona se observo una rapida respuesta de IgA en
ambos animales infectados con la cepa BoHV-1 LA, siendo mayor el titulo alcanzado por el animal
que reexcreto virus (N° 21), indicando la existencia de respuesta de memoria en las mucosas. En el
trabajo de Madic et al. (1995b), el nimero de animales que desarrolla una respuesta de IgA es
incluso mayor que la cantidad de animales que reexcreta virus o presenta incrementos en
anticuerpos de tipo IgG en suero, sugiriendo que la respuesta de IgA seria el indicador mas
sensible de reactivacion viral (Madic et al., 1995b). En este sentido, el animal infectado con la cepa
BoHV-1 que no reexcretd virus (N° 22) mostrd un incremento en el titulo de IgA, por lo que

posiblemente haya reactivado la infeccion latente sin que se detecte reexcrecion viral.
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Por su parte, los animales infectados con la cepa BoHV-1AgEBgal no desarrollaron IgA luego
de la administracion de dexametasona. La ausencia de una infeccion latente y por ende de
reactivacion podria explicar esto, y por ello no puede descartarse la existencia de memoria de

mucosas hasta evaluar la respuesta inmune luego de un desafio viral.

En resumen, el conjunto de los resultados obtenidos en las experiencias /n vivo utilizando la
cepa BoHV-1AgEBgal y discutidos aqui sugieren que la alteracion en la dispersion que presenta
esta cepa produce la ausencia de excrecion viral, lesiones y signos clinicos en el bovino luego de la
infeccidn bajo las condiciones experimentales ensayadas en este trabajo de Tesis. No se
encontraron evidencias de que esta cepa alcance e infecte tonsilas o GT, constituyendo éste el
primer reporte de una cepa replicativa de BoHV-1 que no estableceria una infeccion latente ni
reactivacion/reexcrecion viral. Todo esto tendria importantes implicancias en la estabilidad de esta
cepa, disminuyendo los riesgos de dispersion del virus en los rodeos y de recombinacion, asi como
reduciendo la incidencia de enfermedad respiratoria bovina. Asimismo, este trabajo constituye la
primera descripcion de los niveles de anticuerpos e isotipos en secreciones nasales de bovinos

infectados con una cepa BoHV-1 gE-.

Adicionalmente, la experiencia de infeccion viral con BoHV-1 y la metodologia desarrollada
en este trabajo aplicada al andlisis de muestras provenientes de animales infectados, constituyen
una valiosa herramienta para el estudio de la patogenia de virus genéticamente modificados, virus
recombinantes y aislamientos de campo. Por otro lado, resulta una contribucion al conocimiento de
la cepa parental BoHV-1 LA que se utiliza en las experiencias de desafio viral llevadas a cabo por
nuestro laboratorio.

Los resultados de este trabajo de Tesis, conjuntamente con los antecedentes de
inmunogenicidad, proteccion frente al desafio viral e inocuidad de la cepa BoHV-1AgEBgal vy la
creciente tendencia mundial al uso de vacunas marcadoras en el control de la enfermedad causada
por BoHV-1, indican que la cepa BoHV-1AgEBgal podria incorporarse como inmundgeno vivo en los

esquemas de vacunacion de futuros planes de control y erradicacion de BoHV-1 en nuestro pais.
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La cepa BoHV-1AgEBgal es menos eficiente en la dispersion viral respecto a la cepa
parental BoHV-1 LA y a otras cepas gE-, tanto en el mecanismo de pasaje célula a célula

como en el de liberacion de particulas virales infectivas al medio extracelular.

La cepa BoHV-1AgEBgal produce menos particulas virales infectivas que la cepa BoHV-1 LA

Yy que otras cepas gE-.

El comportamiento /n vitro de la cepa BoHV-1 LA no difiere del de otras cepas de

referencia de BoHV-1.

El virus BoHV-1AgEBgal se encuentra atenuado en su virulencia en el hospedador natural,

y esta atenuacion es mayor que la descripta para otras cepas gE-.

El virus BoHV-1 LA es una cepa de virulencia moderada.

La cepa BoHV-1AgEBgal induce una respuesta inmune humoral sérica y de mucosas.

El virus BoHV-1AgERgal no establece una infeccidn latente en los tejidos asociados a la

latencia ni se reactiva experimentalmente.

La cepa BoHV-1AgEBgal podria ser utilizada como vacuna viva en un plan de control de

BoHV-1 sin riesgos de producir enfermedad ni diseminarse a otros animales.
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