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RESUMEN: La infeccién natural por Herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) se manifiesta por conjunti-
vitis, signos respiratorios (rinotraqueitis), lesiones genitales (vulvovaginitis pustular infecciosa
o balanopostitis) y abortos. El conejo, hasta el momento, ha resultado ser el mejor modelo
experimental para estudiar los diferentes aspectos de la infeccién por BoHV-1, el fenémeno de
latencia, la neuropatogenicidad de BoHV-5 y el comportamiento de diferentes cepas virales.
Este trabajo se desarrollé con el objetivo de estudiar la respuesta de conejas infectadas con
BoHV-1 en diferentes periodos de la gestaciéon para que los datos resultantes puedan ser
utilizados para la mejor comprension de la infeccién en el bovino. Se utilizé un nuevo método
de infeccion intranasal. Los animales desarrollaron signos clinicos. Se recuperé virus a partir
de hisopados nasales, se observaron lesiones histopatolégicas en las muestras analizadas,
se demostro la respuesta inmune humoral y se detecté ADN viral a partir de placentas de
los animales gestantes infectados. En este trabajo se evidencio por primera vez en el modelo
conejo la llegada del virus al torrente sanguineo luego de la infeccion intranasal. Ademds
se aporta una herramienta de utilidad que puede ser utilizada para evaluar la virulencia de
diferentes cepas de BoHV-1 y la respuesta inmune a distintos inmunégenos como también
para realizar estudios de latencia y reactivacion.
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EXPERIMENTAL INFECTION BY BOVINE HERPESVIRUS 1
IN PREGNANT RABBITS

ABSTRACT: Natural infection with Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) produces several clinical
manifestations including conjunctivitis, respiratory signs, genital diseases and abortion. The
rabbit is a good model for studying of latency, pathogenicity of BoHV-5 and other bovine
herpesviruses. This study was conducted in order to analyze the response to experimental
infection with BoHV-1 in rabbits during different periods of pregnancy. The results obtained
could be useful for better understanding of the infection in cattle. A new method of infection
was used. The rabbits developed clinical signs. The virus was recovered from nasal swabs
and histological lesions were found in the analyzed samples. The humoral response was
demonstrated and viral DNA was detected from the placentas. This work showed for the first
time the arrival of BoHV-1 to blood after intranasal infection with the virus. It also provides a
useful tool that can be used to evaluate the pathogenicity of by BoHV-1 strains, the immune
response and to study viral latency and reactivation.
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INTRODUCCION

Existen cinco tipos de herpesvirus que
poseen como hospedador natural al bovino: her-
pesvirus bovino (BoHV) 1 (subtipos 1.1y 1.2), 2,
3,4y 5. E1BoHV-1.1 provoca un amplio espectro
de manifestaciones clinicas: rinotraqueitis (IBR),
conjuntivitis, aborto, enteritis y ocasionalmente
encefalitis. En caso de que la infecciéon sea cau-
sada por el BoHV-1.2, la manifestacion clinica
principal es la vulvovaginitis pustular infecciosa
(IPV) o la balanopostitis (IPB). E1 BoHV-5 es el
mayor responsable de encefalitis (1). La infeccion
experimental por BoHV-1 pudo ser demostrada en
cabras, cerdos y ovinos; el embrion de pollo y los
pequenos roedores (ratones, ratas, cobayos) no
son susceptibles (2). El conejo, hasta el momento,
ha resultado ser el mejor modelo experimental
para estudiar el fenémeno de latencia de BoHV-1,
la neuropatogenicidad por BoHV-5 y el comporta-
miento de diferentes cepas virales (3, 4, 5). Honda
y col. evaluaron la respuesta serologica de conejos
ante la infeccion intratraqueal e intravenosa con
BoHV-1 aunque no lograron reproducir los signos
clinicos (6). Rock y Reed (1982) reprodujeron la
infeccién intraconjuntival y la reactivacién viral
(4). Brown y Field reprodujeron la infeccion por
un método de inoculacién por trepanacion del
seno paranasal y evaluaron la respuesta inmune
humoral y celular, sin embargo estos autores
destacan en su trabajo que la ruta de infeccion
utilizada escapa a la via natural de entrada del
virus y que por lo tanto éste no realiza su etapa
de replicacion primaria en la mucosa nasal (7).
Chowdhury y col. (1997) utilizando el método de
inoculacion de Brown y Field confirmaron la neu-
roinvasividad del BoHV-5 aunque no detectaron
lesiones cuando evaluaron cepas de BoHV-1 (8).
En los estudios experimentales con BoHV-1 en
el conejo, el aborto solo es mencionado como un
hallazgo complementario resultante de la infec-
cion experimental por diferentes vias, excepto
la via intranasal (9, 10). En otros herpesvirus
también abortigénicos como el Herpesvirus equino
1 se ha utilizado como modelo experimental al
raton BALB/c, reproduciendo los signos clinicos
y el fenémeno del aborto, datos que resultan
de utilidad para ampliar el conocimiento de los
mecanismos patogénicos en el huésped natural,
el caballo (11).

Por lo expuesto, el objetivo de este trabajo
fue estudiar, con un enfoque multidisciplinario,
las diferentes respuestas en conejas luego de la
infeccion experimental con BoHV-1, en distintos
periodos de la gestacion, para ser utilizado como
modelo experimental en estudios comparativos
con el bovino.

MATERIALES Y METODOS

Virus y células: Se utilizé la cepa Los Angeles
(LA) de BoHV 1.1 obtenida del Instituto Nacional de

Tecnologia Agropecuaria de Castelar (INTA), manteni-
da mediante pasajes en células MDBK (Madin-Darby
bovine kidney). Para el crecimiento de las células se
utiliz6 Medio Minimo Esencial (MEM) suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (SFB) irradiado, gluta-
mina (0,03 g/ml), antibiéticos (penicilina 20000 UI/ml
y estreptomicina 10 mg/ml) y antimicéticos (Nistatina
50 ug/ml). Se cultivaron a 37 °C en una atmoésfera
humeda con 5 % de CO,. La cepa viral se inoculé con
una multiplicidad de infeccién de 0,1 y luego de 60
min de adsorcion a 37 °C las células fueron incubadas
con MEM suplementado con 2 % de SFB. Cuando se
obtuvo un pasaje con efecto citopatico del 100 % en
las primeras 48 h post infeccion (PI), los sobrenadan-
tes fueron levantados y centrifugados a 3000 rpm
durante 15 minutos para descartar los restos celula-
res, se fraccionaron y se conservaron a -70 °C. Cinco
muestras representativas de este pasaje viral fueron
tituladas por el Método de Reed y Muench utilizando
diluciones logaritmicas de base 10. La lectura final de
los resultados se realiz6 a los 72 h PI y se determin6
la dosis infectante cultivo celular 50 % por cada S0 pl
(DICC ,,%/50 pl).

Animales de experimentacién: se emplearon
conejas neozelandesas, de 3-4 meses de edad. Los
animales fueron tratados de acuerdo a las normativas
internacionales indicadas en la Guia para el cuidado
y uso de animales de laboratorio (Nacional Research
Council, Nacional Academy Press, Washington DC,
USA 1996, http://dels.nas.edu/ilar_n/ilarhome/) y se
alojaron en un bioterio para animales convencionales,
con agua y comida ad libitum.

INFECCION EXPERIMENTAL:

Experiencia 1: Método por trepanacion (T) de
seno paranasal (Método de Brown):

Se conformaron tres Bloques de estudio de n=4
cada uno y denominados Bloque 1 (T1): inoculadas ~
15 dias antes del servicio y Bloque 2: inoculadas a ~
15 dias del servicio (2do tercio de prefiez) y Bloque 3:
inoculadas a ~ 22 dias (3er tercio) de prefiez. Cada
Bloque estuvo compuesto a su vez por tres grupos: “a”:
gestantes inoculadas (n=2) “b”: gestante no inoculada
(control negativo de infeccion) (n=1) y “c”: no gestante
inoculada (control positivo de infeccion) (n=1).

Se inocularon 500 pl de suspension viral a los
animales de los Bloques 1y 2 (T1 y T2) (4). Los animales
control negativo de infeccién recibieron sobrenadante
de cultivo celular no infectado. No se realiz6 la expe-
riencia con el Bloque 3 (T3) al comprobarse la ausencia
de resultados en los Bloques anteriores.

Experiencia 2: Método de instilacion intrana-
sal (IN): se conformaron tres Bloques de estudio de n=8
cada uno y denominados Bloque 1: inoculadas a ~ 10
a 15 dias previos al servicio, Bloque 2: inoculadas a ~
15 dias (2do tercio) de prefiez y Bloque 3: inoculadas
a ~ 22 dias (3er tercio) de prefiez. Cada Bloque estuvo
compuesto a su vez por tres grupos: “a”: gestantes
inoculadas (n=4) “b”: gestantes no inoculadas (con-
troles negativo de infeccion) (n=2) y “c”: no gestantes
inoculadas (controles positivo de infeccién) (n=2).

Se infectaron los tres Bloques (denominados
IN1, IN2 e IN3), previa anestesia local de las narinas
con Lidocaina al 10% aplicada por aspersién. Com-
probada la insensibilidad de la zona, se introdujo el
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ino6culo (250 ul por cada narina) utilizando una pipeta
descartable (12).

Observacion clinica y muestreo

Los animales fueron observados diariamente
alas 9 hyalas 17 h para constatar la aparicién de
signos clinicos respiratorios. Se llevaron registros de
temperatura y se comprobo la gestaciéon por palpacion
abdominal a los 10-12 dias post servicio (dps). Los
animales de los grupos “b” (controles negativos de
infeccién) se alojaron en un ambiente separado para
evitar una posible infecciéon aerégena.

Muestras para deteccién de anticuerpos (Ac):
se tomaron muestras de sangre entera, por puncion
de la vena marginal de la oreja, para la obtencién
de suero previamente a la infeccion experimental y
aproximadamente cada 10 dias durante un periodo
de 90 dias PI (dPI).

Muestras para aislamiento viral y reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)

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

Hisopados nasales: durante 7 dPI para el caso
de los animales de los Bloques T1 y T2 y a todos los
animales con signos clinicos respiratorios hasta la
desaparicion de los mismos en el caso de los animales
de los Bloques IN1, IN2 e IN3.

Fetos y natimortos: se necropsiaron, se toma-
ron muestras de pulmoén, higado. En los casos posibles
se tomaron muestras de placenta.

Conejas: se tomaron muestras de utero, pul-
moén, rinén y bazo en caso de muerte o necesidad de
necropsia de las conejas gestantes o post parto.

Muestras para estudios histopatolégicos:
parte de las muestras de fetos, natimortos y conejas
fueron fijadas en formol y preparadas usando técnicas
estandar para estudios histologicos.

Técnica de ELISA

Se utilizé un ELISA indirecto previamente estan-
darizado. Se emple6 un antigeno soluble producido con
células MDBK infectadas con la cepa LA de BoHV-1. La
solucién de Bloqueo consistié en solucién tamponada
de fosfatos 0,141 M (PBS) con 0,05 % de Tween 20 y la
dilucién de uso de los sueros problemas se estandarizo
a partir de la dilucién inicial de 1/50 y en diluciones
sucesivas en base 2. Como Ac secundario se utiliz6
suero de cabra anticonejo conjugado con peroxidasa.
El sustrato consistié en acido citrico 0,1M, fosfato
disédico 0,2M, 0,3 mg/ml de azinodietilbenzotiazol-
sulfonato (ABTS) y H,0, al 0,01 %. Los valores de
densidad éptica (DO) fueron leidos utilizando un filtro
de 405 nm en un espectrofotémetro para microplacas
(Titertek Multiskan Flow Laboratory). Se consideraron
positivos aquellos valores de la DO superiores a 2 valo-
res promedios de DO de los sueros negativos (13).

Aislamiento viral

Las muestras se procesaron inmediatamente
de tomadas de acuerdo a los métodos convencionales
para aislamiento viral y se inocularon sobre células,
en diluciones en base logaritmica 10, desde 10! a 10-
3. Se realizaron tres pasajes ciegos antes de dar por
negativa a cada muestra.

Infeccion experimental por Herpesvirus bovino 1

Técnica de PCR

Para la extraccion de acido nucleico viral se uti-
lizé un equipo comercial (Promega). Para la reaccion se
utilizé un par de cebadores que amplifican una regiéon
de 183 pb correspondiente al gen que codifica para la
timidina quinasa (F:5’AGACCCCAGTTGTGAATGC-3"
y Ri:5’ACACGTCCAGCACGAACACC-37). La mezcla
para la reaccion se preparé con: 1 jl (100 ng) de cada
uno de los cebadores, 5 pl de buffer de PCR 10X, 1,5
pl de C1,Mg 50 mM, 0,5 pl de Taq polimerasa, 2 pl de
mezcla de dNTP, 29 pl de agua destiladay 5 pl de ADN
molde. El ciclado se realizé en un Ciclador Eppendorf
(Mastercycler Gradient Eppendorf AG) y consisti6é en un
precalentamiento de 5 min. a 99°C seguido de 1 min. a
95°C y 35 ciclos de 95°C 1min., 61,4°C 1 min. y 72°C
1 min., con una extension final de 5 min. a 72°C. Los
productos de PCR fueron analizados mediante electro-
foresis en geles de agarosa al 1,8% en buffer TBE (50
mM Tris pH 8, 50 mM acido bérico y 1 mM de EDTA)
durante 30 min. a 100 V. Los geles fueron visualizados
con luz UV posteriormente a la tinciéon con bromuro de
etidio. El tamafo de los fragmentos amplificados fue
comparado con un marcador de peso molecular.

Estudios histoldogicos

e inmunohistoquimicos

Las secciones de 6rganos incluidas en parafina
fueron teniidas con hematoxilina y eosina (HE). Algu-
nas muestras fueron procesadas para inmunohisto-
quimica (IHQ) utilizando un anticuerpo monoclonal
anti glicoproteina D. Para el revelado de la reaccién se
utilizé un reactivo comercial (DakoCytomation LSAB
2 Systems).

Analisis estadistico de los datos

Los resultados de ELISA y los aislamientos vira-
les se compararon por analisis de varianza (Anova) y
por el test de diferencia minima significativa DMS en
el caso de p<0,05. Se utiliz6 la prueba Q de Cochran
para el analisis de los signos clinicos producto de la
inoculaciéon experimental. El paquete estadistico utili-
zado fue Epi Info 2000 (www.cdc.gov/epiinfo).

RESULTADOS
INFECCION EXPERIMENTAL Y
OBSERVACION CLINICA

Experiencia 1

Ninguno de los animales inoculados por
este método presentd signos clinicos. La tem-
peratura en todos los casos vari6é dentro de los
parametros normales (38,6 - 40°C). Uno de los
animales del Bloque T1 (T1-al) fue negativo a la
palpacion gestacional a los 10-12 dias post servi-
cio (dps). Las hembras registrada T1-a2 y las dos
conejas gestantes del Bloque T2 (T2-al y T2-a2)
resultaron positivas a la palpacion gestacional
llegando a término al parto, sin particularidades
y obteniéndose 7, 8 y 5 gazapos vivos respecti-
vamente que se desarrollaron normalmente. Los
animales T1-bl y T2-b1l (controles negativos de
infeccion) no presentaron signos clinicos y llega-
ron al parto a término obteniéndose 6 y 4 gazapos
vivos, respectivamente.

Experiencia 2:

Se reprodujo la infeccién experimental en
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los tres Bloques (IN1, IN2 e IN3). En todos los ca-
sos la temperatura vari6 dentro de los parametros
normales (38,6 - 40°C). El examen clinico revel6
rinitis y descarga nasal en un comienzo serosa
(1-2 dPI) para luego tornarse seromucosa durante
periodos variables que fluctuaron entre los 5 y
7 dPI en los diferentes animales. Se observaron
rales respiratorios que persistieron desde el 2do
hasta los 8 dPI. Los animales gestantes inocula-
dos del Bloque IN1 (IN1-al, a2, a3 y a4) fueron
negativos a la palpacion gestacional a los 10 dps
y se mantuvieron en observaciéon por 25 dias
mas, sin que se hubiera producido el parto en
ninguno de ellos. La coneja IN2-al llegé al parto
normalmente aunque solo se hallaron dos nati-
mortos y un tercer gazapo murié inmediatamente
del parto. Los animales denominados IN2-a2 y
IN2-a3 murieron en el parto y 4 dias previos al
parto, respectivamente. La coneja IN2-a4 llegb
al parto normalmente aunque sus 4 neonatos se
presentaron hipoquinéticos y murieron por aplas-
tamiento. Los animales IN3-al, IN3-a3 e IN3-a4
llegaron al parto y se presentaron indistintamente
casos de mortinatos, neonatos hipoquinéticos y
neonatos normales. La coneja IN3-a2 muri6 a los
4 dPI mostrando signos de neumonia aguda. Los
seis animales no gestantes (controles positivos de
infeccion) de los tres Bloques (IN1-cl y c2, IN2-
cl y c2 e IN3-cl yc2) mostraron signos clinicos
y se recuperaron de la infeccién. Los controles
negativos de infeccién (animales del grupo “b”)
no presentaron signos clinicos y llegaron al parto
a término.

Técnica de ELISA

Experiencia 1: se detectaron Ac contra
BoHV-1 con mayor titulo a los 30dPI para decre-
cer y ser indetectables a los 80 dPI.

Experiencia 2: Las curvas que ejemplifican
los resultados serologicos hallados se muestran
en los Graficos I, II y III. Los gazapos que so-
brevivieron resultaron positivos al test de ELISA
al mes del nacimiento.

Aislamiento viral y PCR

Experiencia 1: los hisopados nasales
tomados en los primeros 7 dPI y la sangre con
anticoagulante tomada a las 48 y 72 h PI resul-
taron negativos para el AV y PCR.

Experiencia 2: los hisopados nasales de los
tres Bloques de animales fueron positivos al AV
observandose mayores niveles de excrecién viral
al 2do y 3er dPI (Graficos IV, V y VI). Se hallaron
diferencias significativas (p<0,5) entre los valores
obtenidos en diferentes dias del mismo animal.
No se encontraron diferencias significativas
(p=0,92) entre los tres Bloques. Las muestras
de los animales controles negativos de los tres
Bloques fueron negativas para AV.

Las muestras de sangre, fetos, natimortos,

neonatos y placentas resultaron negativas por
AV. La PCR resulté positiva con tres de las 8
muestras de placentas de la coneja IN2-a2, 2 de
la IN2-a3 y las 4 de la IN3-a2.

Estudios histologicos

e inmunohistoquimicos

Se analizaron las muestras del gazapo
muerto en las primeras 24 h de vida (muerte pe-
rinatal) y de dos natimortos de la coneja IN2-al.
Los estudios histologicos del gazapo mostraron
zonas de atelectasia en pulmones y extensas
areas de hemorragia en higado, los rifiones no
presentaron lesiones. En los natimortos se en-
contraron cambios autoliticos en pulmoén, higado
y rinén. La IHQ resulté negativa para todas las
muestras. En la coneja IN2-a2 muerta en el par-
to, se observaron areas de congestion, edema,
hemorragia y areas de enfisema y atelectasia en
pulmoén como asi también focos con bacterias y
abundante infiltrado de neutréfilos. No se ob-
servaron cuerpos de inclusion (CI). Las lesiones
fueron compatibles con bronconeumonia supu-
rativa (Figura 1). El higado mostro6 grandes areas
de hepatocitos con cambios grasos y células con
necrosis coagulativa, manteniendo la integridad
de los hepatocitos de la zona periportal. Se ob-
servo la presencia predominante de macréfagos
y linfocitos, marcada dilatacién sinusoidal, ede-
ma periportal y células con pigmento biliar. Los
riflones presentaron zonas con hemorragia glo-
merular e intertubular, hialinizacién glomerular,
material proteinaceo en el espacio de la capsula
de Bowman y presencia de bacteria en los glo-
mérulos. En el Gitero no se observaron lesiones.
La IHQ resulté negativa en pulmoén, higado, ri-
N6n y atero. Los tres natimortos de esta coneja
presentaron severos cambios autoliticos que no
permitieron evaluar la presencia de lesiones. En
el pulmén de la coneja IN2-a3 (muerto 4 dias
antes del parto) se observaron zonas colapsadas,
otras con marcada respuesta intersticial y focos
diseminados con abundante cantidad de macré-
fagos y neutréfilos. El higado presenté retraccion
y necrosis de células individuales y escasas cé-
lulas inflamatorias (mononucleares y ocasiona-
les eosinofilos) en espacio porta. Se observaron
células acidofilas y otras necréticas. Los riflones
y el atero no presentaron particularidades. Los
dos fetos de este animal como asi también dos
neonatos hipoquinéticos de la coneja IN2-a4 y un
natimorto de la coneja IN3-al solo presentaron
cambios grasos en higado. En las muestras de
pulmoén de la coneja IN3-a2 muerta a los 4 dPI
se observaron areas de enfisema y focos neumo-
nicos con macroéfagos, neutréfilos y eosinoéfilos.
Las muestras de cornete nasal presentaron CI
tipicos (Figura 2) y la IHQ resulté positiva (Figura
3). El higado present6 regular cantidad de células
inflamatorias en el espacio porta. Los rifiones
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se presentaron con areas focales de hiperemia,
focos de hemorragia glomerular e intersticial
cortical y cortico-medular y acimulos inflama-
torios mononucleares (nefritis intersticial no
supurativa). En el titero se observaron algunas
glandulas endometriales dilatadas y quisticas con
moderada infiltracién de células mononucleares
en la lamina propia del endometrio superficial y
marcada hiperemia. Los cuatro nonatos muer-
tos estudiados del animal IN3-a2 asi como un
neonato hipoquinético de la coneja IN3-a4 solo
presentaron cambios grasos en higado. En todas
las placentas analizadas (IN2-a2 y a3 e IN3 a2) se
observaron focos de mineralizacion de arterias y
focos de necrosis. También se presentaron zonas
de autélisis y zonas hiperémicas. La técnica de
IHQ result6 negativa en todos los casos.

DISCUSION

Desde hace mucho tiempo por razones
practicas, éticas y humanas se han desarrollado
modelos animales para su aplicacién en inves-
tigaciones biomédicas. Los modelos animales se
definen como “organismos vivientes con una inhe-
rente adquisicion natural a procesos patoldgicos
inducidos o espontdneos que de una u otra manera
semejan el mismo fenémeno ocurrido en el hués-
ped natural” (14). Los animales de laboratorio
son modelos muy convenientes y herramientas
utiles en el estudio de muchas enfermedades de
origen viral. En el caso de Medicina veterinaria
y sobre todo cuando se trata de grandes ani-
males el uso del huésped natural para estudiar
aspectos patogénicos e inmunolégicos de una
infeccion, muchas veces se torna dificultoso
por el manejo laborioso de estos animales como
también por el costo que ello implica. Debido a
estas circunstancias, se planteé como principal
objetivo de este trabajo demostrar que el conejo
es un modelo valido para estudiar la infeccion por
BoHV-1.1, tanto en su manifestacién respiratoria
como abortigénica, hecho no bien documentado
a la fecha. En este trabajo se describe la infec-
cién experimental con BoHV-1.1 en el conejoy la
reproduccioén de la infeccion respiratoria y sisté-
mica que continua a la via natural de infeccién.
En una primera etapa se procedié a realizar la
experiencia con el método de Brown (introduccion
del in6culo por trepanacion del seno paranasal)
trabajando con dos Bloques de animales. No se
evidenciaron signos clinicos ni hubo AV de las
muestras tomadas. Los animales llegaron al parto
normalmente y solo se detectaron Ac. Al compro-
barse la ausencia de resultados en los Bloques T1
y T2 no se trabajé con los animales del Bloque T3
y debido a que este método por trepanacién no
resulté eficaz para nuestra experiencia se proce-
di6 a modificar el método de infeccién. Es por eso
que se utiliz6 un método de inoculacién directa
que respeto la puerta de entrada natural del virus

Infeccion experimental por Herpesvirus bovino 1

con el objetivo de reproducir el mecanismo de
infeccion natural. Con la utilizacién de anestesia
local que desensibilizé a la mucosa e impidi6 la
expulsion refleja del in6culo y con la ubicacién
vertical del animal se logr6 introducir la suspen-
sién viral. El método resulté exitoso ya que a las
24 h PI se confirmé la infeccién con la aparicion
de los sintomas respiratorios, a diferencia del
bovino en donde el periodo de incubaciéon puede
llegar hasta 1 semana (1). Los signos clinicos que
hasta el momento no habian sido reproducidos
fueron similares a los observados en el bovino y
se produjeron en todas las conejas inoculadas.
Los registros de temperatura no sufrieron varia-
ciones. Este hecho puede deberse a que, segiin
datos aportados por otros autores, la respuesta
febril es de menos de 24 h de duracién a partir
de iniciados los sintomas y no se produce en to-
dos los casos (10). Para ser posible la evaluacion
de pequenas variaciones en la temperatura, los
animales deberian haber estado en condiciones
ambientales controladas que en esta experiencia
no fueron utilizadas.

La reproduccion clinica de la infeccién, el
AV a partir de las muestras de hisopados nasales
y las curvas ascendentes de excrecién viral re-
gistradas demostraron una activa multiplicacién
y eliminacién del virus. La presencia de CI en
cornetes nasales y la reaccion de IHQ positiva en
los animales muertos reconfirmaron y revalidaron
el método utilizado asi como el establecimiento
de la infeccién.

En ninguno de los casos se observaron
signos nerviosos, hallazgos que obtuvieron otros
autores a pesar de haber inoculado BoHV-1 (15).
Esto se debe precisamente a que en el caso de
experiencias de reproduccién de enfermedad
neurolégica en conejos, la edad de los mismos es
un factor determinante y los animales no sobre-
pasaban los 30 dias de edad. En esta experiencia
todos los animales empleados fueron adultos.

En relaciéon a la respuesta inmune humo-
ral, trabajos realizados por Honda y col. (1991)
determinaron la respuesta de Ac en conejos ino-
culados por via intratraqueal e intravenosa. Los
resultados hallados por los autores indicaron un
pico de deteccion de Ac entre las 3-4 semanas
posteriores a la primera inoculacién a pesar de
no haberse registrados signos clinicos y los Ac
decrecieron a partir de las 9 semanas PI. Estos
datos son coincidentes con la infeccion en el
huésped natural. En esta experiencia y en con-
cordancia con los autores, en todos los Bloques
T e IN el mayor pico de Ac se detect6 a los 30-35
dPI, decreciendo posteriormente para llegar a
valores indetectables entre los 80 y 90 dPI que
fue el punto final de la experiencia. Por otro lado
se pudo observar la deteccién de Ac, aunque en
muy bajos niveles, en los gazapos que mamaron
calostro (6).
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Como resultado de la infeccién y la com-
plicacion bacteriana secundaria se sucedieron
una serie de eventos de similares caracteristicas
que las que cita Tikoo para el bovino, de manera
que a partir de los signos clinicos observados a
nivel de tracto respiratorio superior, en el modelo
experimental se desencadené una severa neu-
monia que condujo a la muerte de un animal de
la experiencia (1). La reaccién de IHQ confirma
la deteccién de antigenos virales y los hallazgos
histopatolégicos demuestran lesiones tipicas
compatibles con infecciones bacterianas conco-
mitantes. En relacion a la deteccién de viremia las
experiencias realizadas por Fuchs y col. (1999) en
bovinos demuestran que el virus es transportado
por los leucocitos y puede ser aislado a partir de
ellos. Otros autores hacen referencia a que es
muy poca la cantidad de particulas virales que
se unen o se transportan en los leucocitos y no
siempre el AV a partir de los mismos es posible
(16). En esta experiencia no fue positivo el AV ni
la deteccién de ADN viral por PCR a partir de las
muestras de sangre extraidas. Probablemente en
este modelo experimental y para determinar el
momento exacto de recuperacion viral y la dura-
cion de la viremia, deberian haberse tomado las
muestras en lapsos mas cortos en las primeras 24
h lo que en este caso constituia un riesgo ya que
podria haber llevado a los animales a un aborto
espontaneo o muerte por estrés traumatico con
modificaciones de los resultados. El aborto por
BoHV-1 en este modelo experimental s6lo se men-
ciona en la bibliografia como un hallazgo casual
resultante de la infeccién por BoHV-1 en conejas
ocasionalmente prefiadas pero en ningiin caso se
evalué como tal para validar el modelo conejo en
el estudio de la infeccién abortigénica. Se cita al
aborto por BoHV-1 como un hecho producido en
algunas conejas inoculadas por via intravenosa,
sin embargo no se detallan registros de signos
clinicos previos al mismo (10). Si analizamos el
Bloque de animales IN1 (inoculados 10-15 dias
anteriores al servicio), los signos clinicos fueron
evidentes y la respuesta de Ac permiti6é confirmar
la infeccion. En todos los animales de este Bloque
no hubo palpacioén gestacional positiva ni parto
posterior. Podria suponerse que la accién del
virus impidi6 la concepcién y el establecimiento
de la gestacién. Este hecho se ha observado en
el bovino al registrarse bajos indices de prefiez
como consecuencia de endometritis causada por
el virus presente en semen utilizado en insemina-
cién artificial. Esta seria una posible explicacion
a la falla de prefiez en el modelo experimental.
En el segundo Bloque de animales (IN2: ino-
culados en el segundo tercio de la prefiez), los
signos clinicos fueron coincidentes con aquellos
del Bloque IN1. Dos de los animales murieron
con evidente signos de neumonia producida por
complicaciones bacterianas secundarias. Las

muestras de fetos y neonatos tomadas de todos
los animales, aquellos que murieron y los que
llegaron al parto normalmente, fueron negativas
a AV y PCR y tampoco se observaron lesiones
tipicas ni CI. Estos datos coinciden también con
lo expresado por algunos autores para la infec-
ci6én natural en el bovino en donde demuestran
moderadas lesiones en feto aunque no detectan
CI ni alteraciones microscopicas que confirmen
la infeccién por BoHV-1 (17). Igual que sucede en
el bovino, la muerte fetal podria haber sucedido
entre las 24-48 h PI y la demora en la expulsion
de los fetos hizo que estuvieran presentes severos
signos de autélisis que dificultaron el estudio
histolégico, el AV y probablemente la deteccion
de ADN viral por PCR. Esta bien documentada
la relacion de los efectos toxicos y/o inhibitorios
que las muestras clinicas pueden ejercer sobre la
PCR como asi también la pérdida de infectividad
de la particula viral, condicién indispensable
para ser aislada en cultivos celulares. Los fetos
y natimortos analizados de una coneja muerta
del Bloque 3 (IN3-a2) no presentaron cambios
histolégicos patognomoénicos.

El aspecto mas importante a ser considera-
do al evaluar al conejo como modelo experimen-
tal es la diferente estructura de la placenta en
relacion con la del bovino, sin embargo pueden
ser comparables. En el titero bovino prefiado se
establece un estrecho contacto entre la placenta
epiteliocorial (sindesmocorial) y el feto a través
de estructuras denominadas placentomas de
manera que esta interdigitacion entre la madre
y el feto aumenta la superficie de contacto. La
bibliografia cita que la ruta del BoHV-1 hacia
el feto involucra la ruta sanguinea a través del
cord6n umbilical ya que en el feto las lesiones pri-
marias se suceden en el higado (18). En el conejo,
en cambio, la placenta es de tipo hematocorial,
sin embargo también se sucede el mismo fené-
meno produciéndose un estrecho contacto entre
la madre y el feto lo que para algunos autores,
luego de la mitad de la gestacién, estaria dado
por el hecho que solo el endotelio fetal separaria
a ambos (hemoendotelial) (19). Es por eso que
los hallazgos mas relevantes, lo constituyen los
resultados de los estudios de las placentas de
los Bloques 2 y 3 en las que se observaron focos
necroéticos alternados con zonas de hiperemia y
otras de autdlisis. Esto es coincidente con los
datos aportados por Gibbs para el bovino quien
cita que los cotiledones pueden presentar lesiones
degenerativas aunque no son patognomonicas
(20). Las lesiones histologicas observadas en la
placenta de bovinos infectados con BoHV-1 re-
velan ademas marcado edema perivascular y ex-
tensiva necrosis coagulativa en el corioalantoides,
lo que conduce a un severo y gradual cese de la
circulacién placental llevando al desprendimiento
de la misma y al aborto subsecuente, sin obser-
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vaciéon de lesiones tipicas virales en el feto. Por
otro lado, hallazgos detallados por Smith (1997)
revelan evidencias de AV en placenta a pesar de
ausencia de lesiones. El mismo autor cita que en
el caso de otros herpesvirus como el que produce
el aborto equino también se observaron abortos
sin poder aislarse virus de las placentas las que
a veces tampoco presentaban lesiones (18). En
este trabajo el AV no fue positivo, sin embargo
el dato mas significativo de este estudio es la
deteccién de ADN viral a partir de las muestras
de placentas lo que confirma el pasaje del virus
a través de la misma.
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Grafico I: Curva de anticuerpos obtenidos por ELISA co-
rrespondiente a los animales del Bloque IN1 (inoculacién
previa al servicio). Los datos correspondientes a 30-45 dias
post infeccién (dPI) fueron arreglados para la muestras no
determinadas, tomando un promedio entre los valores ante-
riores y posteriores para suavizar la curva, de manera de no
mostrar un dato falseado. Los titulos fueron transformados

Infeccion experimental por Herpesvirus bovino 1

En este trabajo se evidenci6 por primera
vez la llegada del virus al torrente sanguineo en
conejas, luego de la infecciéon por la puerta de
entrada natural del virus. Con estos resultados
se valoriza a este modelo experimental para es-
tudiar la patogenia de la infeccién. Ademas se
aporta una herramienta de utilidad para evaluar
la virulencia de diferentes cepas de BoHV-1, la
respuesta inmune a distintos inmunégenos y
para continuar con los estudios de latencia y
reactivacion de virus latente.
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Grafico IV: Representacion grafica del promedio de los titu-
los virales obtenidos y expresados como DICC50%/50ul (eje
vertical), a partir de los hisopos tomados de los animales
inoculados del Bloque IN1 y a diferentes dias post infeccion
(dPI) (p<0.5 entre los dPI por cada animal)
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Grafico II: Curva de anticuerpos obtenidos por ELISA co-
rrespondiente a los animales del Bloque IN2 (inoculacién en
el 2° tercio de preniez). Los titulos fueron transformados en
log. base 10.
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Grafico III: Curva de anticuerpos obtenidos por ELISA co-
rrespondiente a los animales del Bloque IN3 (inoculacién en
el 3° tercio de prefiez). Los titulos fueron transformados en
log. base 10.
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Grafico V: Representacion grafica del promedio de los titulos
virales obtenidos y expresados como DICC50%/50ul (eje
vertical), a partir de los hisopos tomados de los animales
inoculados del Bloque IN2 y a diferentes dias post infecciéon
(dPI) (p<0.5 entre los dPI por cada animal)
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Grafico VI: Representacion grafica del promedio de los titu-
los virales obtenidos y expresados como DICCS50%/50ul (eje
vertical), a partir de los hisopos tomados de los animales
inoculados del Bloque IN3 y a diferentes dias post infecciéon
(dPI) (p<0.5 entre los dPI por cada animal)
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Figura 1: Pulmon de la coneja IN2-a2. Neumonia supurativa.
HE (Obj.20X)

Figura 2: Cornete nasal de la coneja IN3-a2. Se observan
cuerpos de inclusién intranucleares (flecha), redondos e
intensamente basofilicos. HE (Obj.40X)
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Figura 3: Inmunohistoquimica de cortes de pulmoén de la
coneja IN3-a2. Se observa inmunomarcacion positiva en las
células de la mucosa del bronquiolo (Obj. 40X).
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