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RESUMEN: Se estudiaron siete cepas de herpesvirus equino 1 (EHV-1) aisladas en Ar-
gentina desde 1979 hasta 1996 y una cepa de referencia japonesa, analizéndose los
patrones de restriccion del ADN, perfiles proteicos en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)
y los biotipos, para determinar posibles diferencias entre las mismas y su correlacion
con la patogenicidad en el raton. El andlisis gendmico con enzimas de restriccion demos-
tro que todas las cepas pertenecen al tipo 1P de EHV-1. Solo el primer aislamiento reali-
zado en el pais (cepa SP) mostrd diferencias en su patron de restriccion del ADN. Esta
cepa y la cepa aislada en el arfio 1985 (cepa LP) presentaron ademds diferencias en sus
perfiles proteicos. El estudio de patogenicidad en ratones indicd la presencia de tres
biotipos, no encontrandose correlacion con las variaciones halladas en los electroferoti-
pos y con la sintomatologia clinica en el equino.
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EQUINE HERPESVIRUS TYPE 1 (EHV-1): RESTRICTION
FRAGMENT PATTERNS, POLYACRYLAMIDE GEL
ELECTROPHORESIS PROFILES AND PATHOGENICITY
IN BABY MICE

ABSTRACT: Seven strains of equine herpesvirus 1 (EHV-1) isolated in Argentina from
1979 to 1996 and reference Japanese strain, were compared by restriction fragments
analysis (RFA), polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and inoculation of baby
mice. The RFA revealed that all EHV-1 strains belonged to genome type 1P. Only the first
isolate (SP strain) showed differences. This strain and the LP strain isolated in 1985
presented a small differences for SDS-PAGE analysis. Baby mice inoculation revealed
that three biotypes could be distinguished on the basis of pathogenicity. However, no
strict correlation with pathogenicity in the natural host was seen.

KEY WORDS: Equine herpesvirus 1, Restriction enzyme patterns, Polyacryalamide gel
electrophoresis, Pathogenicity in baby mice
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INTRODUCCION

El virus herpes equino tipo 1 (EHV-1) fue
aislado por primera vez de material de fetos
abortados en EE.UU. en 1933 (Dimock et al.,
1947). Se encuentra distribuido por todo el
mundo y produce cuatro manifestaciones clini-
cas importantes en el equino: enfermedad res-
piratoria, aborto, sindrome neonatal y enferme-
dad nerviosa (Allen y Bryans, 1986; Crabb y
Studdert, 1995).

En nuestro pais se detectaron anticuer-
pos (Ac) por primera vez en el afio 1965
(Matumoto et al., 1965) y en 1978 se determing
la existencia de 25% de reactores en la Provin-
cia de Buenos Aires (Etcheverrigaray et al.,
1978). En 1979 se realizd el primer aislamiento
a partir de un feto abortado (Etcheverrigaray et
al., 1982), en 1984 se describieron brotes epi-
zodticos de enfermedad nerviosa asociada a este
virus (Nosetto et al., 1985) y en 1985 se realizd
el aislamiento a partir de leucocitos de un equi-
no con cuadro clinico respiratorio (Galosi et al.,
1989). Desde ese momento han sido aisladas
numerosas cepas, tanto de animales vacuna-
dos como de no vacunados.

El control de esta virosis se realiza por
medio de vacunas atenuadas e inactivadas
(Kirisawa et al., 1994). En Argentina, desde el
afio 1982, sdlo estd permitido el uso de vacu-
nas inactivadas no existiendo ningun tipo de
informacicon sobre el uso de otro tipo de vacu-
nas antes de esa fecha.

Distintos grupos de investigacion han rea-
lizado varios estudios in vivo e in vitro para de-
mostrar diferencias entre las cepas aisladas de
fetos abortados y enfermedad neonatal de aque-
llas provenientes de casos respiratorios (Engels
et al., 1986; Kirisawa et al., 1994). Las endo-
nucleasas de restriccion, ttiles para deteccicn
de heterogeneidad entre los aislamientos vira-
les han confirmado que el EHV-1 posee un ge-
notipo simple y dos electroferotipos [1P y 1B]
(Allen et al., 1983) aunque algunos autores
hallaron cepas compuestas de variantes atenua-
das y virus salvaje (Palfi y Christensen, 1995).
El andlisis por electroforesis en geles de polia-
crilamida de las proternas estructurales y no
estructurales del virus aportan datos sobre di-
ferencias de movilidad intratipicas (Allen et al.,
1983). Los estudios en ratones lactantes demos-
traron que existen cuatro biotipos de acuerdo
al drganotropismo y patogenicidad, que no hay
correlacion con la patogenicidad en el equino y
que los diferentes signos clinicos se deben a las
condiciones del mismo (Allen et al., 1983;
Nowotny et al., 1987; Palfi y Christensen, 1995;
Patel y Edington, 1983).

El propdsito del presente trabajo fue de-
terminar el perfil proteico, el genotipo y el bioti-

po de 7 cepas de EHV-1 aisladas en Argentina
entre 1979 y 1996 para determinar el grado de
homogeneidad entre las mismas y establecer su
correlacion con la patogenicidad.

MATERIALES Y METODOS

Virus y aislamientos virales: Se estudia-
ron siete cepas de EHV-1 aisladas en Argenti-
na (Tabla N° 1). Las cepas SP y LP fueron aisla-
das en cultivos primarios de rificn de feto equi-
no (EFK) y las restantes fueron aisladas en ce-
lulas de linea RK , (rifidn de conejo). La cepa SP
fue replicada 62 veces en células heterdlogas;
LP y PMo fueron replicadas 18 veces en cé€lulas
RK |, y las restantes cepas fueron estudiadas a
partir de su aislamiento. La cepa japonesa HH1,
de electroferotipo 1P, fue incluida como cepa
de referencia (Kawakami, Y, 1993).

Cultivos celulares: se utilizaron c€lulas
RK |, desarrolladas con Medio Minimo Esencial
(MEM) (Lab. Nissui, Japdn) suplementado con
10% de Suero Fetal Bovino (SFB), antibidticos
y antimicdticos. Para el mantenimiento de las
células se uso el mismo medio de cultivo con
2% de SFB.

Extraccion del ADN viral: monocapas de
células RK , fueron infectadas con cada una de
las cepas utilizando multiplicidad de infeccicn
(mdi) = 0,5. Cuando el efecto citopdtico (ECP)
fue extensivo, las monocapas se levantaron, se
lavaron con solucion tamponada de fosfatos
(PBS), se lisaron con TEN (100 mM de Tris-HC1
pH 8.5, 12.5 mM de EDTA pH 8.0, 150 mM de
CINay 1% de SDS) y luego se trataron durante
4 horas a 50° C con 0,2 mg/ml de Proteinasa
K. El ADN fue extraido con una mezcla de fe-
nol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y
luego precipitado con etanol puro (Echeverria
et al., 1994).

Analisis con endonucleasas de restriccion
(RE): aproximadamente 1,5 pg de ADN de cada
una de las cepas fueron digeridos a 37° C du-
rante toda la noche con las enzimas BamHI y
Bglll. Luego se separaron por electroforesis en
geles de agarosa al 0,7% (140 x 150 x 5 mm) en
solucion de Tris-acetato (40 mM Tris-acetato, 1
mM EDTA, pH 8.0) a 20 V durante 16 horas, se
tiferon con bromuro de etidio (I pg/ml) y se
visualizaron con luz UV.

Electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE): Monocapas de células RK, fueron
infectadas con cada una de las cepas virales
con mdi= 0,5 y mantenidas con MEM libre de
SFB. Cuando el ECP fue generalizado, las c€lu-
las y los sobrenadantes se levantaron, se cen-
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M: marcador de peso molecular (1 DNA digerido con HindIIl) expresado en kilobases. La
nomenclatura de los fragmentos se cita a la derecha de la cepa de referencia HH1. Los

asteriscos indican las variaciones halladas.

Foto 1: Patrones de restriccion del ADN obtenidos con Bam HI, de 10 cepas de EHV-1 aisladas en

la Argentina entre 1979 y 1996.
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M: marcador de peso molecular (1 DNA digerido con Hind III) expresado en
kilobases. La nomenclatura de los fragmentos se cita a la derecha de la cepa

de referencia HH1

Foto N°2: Patrones de restriccicn del ADN obtenidos con Bglll, de 10 cepas de EHV-1 aisladas en

la Argentina entre 1979 y 1996.

trifugaron y los paquetes celulares obtenidos
se lavaron con PBS y se solubilizaron con
Nonidet P-40 al 1% en TEN. Se procedic de la
misma manera con c€lulas sin infectar como
control (AgC). Estas muestras (Ags) fueron pro-
cesadas para trabajar en condiciones reduci-
das y se separaron por electroforesis en geles
de poliacrilamida al 7,5% (170 x 190 x 1 mm)
empleando un sistema de buffer discontinuo
(Laemmli 1970) durante 7 horas a 30 mA. Los
geles se tifieron con azul brillante de Coomassie
y se decoloraron en solucion de metanol dcido.

Patogenicidad en ratones: Se utilizaron 7
ratones (cepa CF-1) de 3 dias de edad por cada
una de las cepas virales en estudio y 7 ratones
como controles. Se inocularon via intracerebral

(IC) utilizando 0,01 ml de cada suspensidn vi-
ral clarificadas por centrifugacion (DICT 50%=
101°-10%% y sobrenadante de células no infec-
tadas para el caso de los controles. Los ratones
muertos en las primeras 48 horas post-inocu-
lacion (pi) no fueron considerados y aquellos
que murieron y/o mostraron sintomas nervio-
sos a partir del tercer dia pi fueron sacrificados
y sus drganos (cerebro, pulmdn, higado, rifio-
nes y bazo) conservados a -70° C. Los ratones
sobrevivientes fueron sacrificados a los 21 dias
pi. Todas las muestras se procesaron para el
reaislamiento de las cepas y se inocularon so-
bre monocapas preformadas de ce€lulas RK ..
Se realizaron tres pasajes ciegos antes de dar
por negativa a la muestra.
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Tabla N* 1: Cepas de herpesvirus equino 1 (EHV-1) empleadas en este estudio.

CEPA VIEAL LUGAR. DE ANODE SIGH O3 CLINICOS
ATSLAMIENTO ATELAMIENTC
iP Buencs Anes 19949 Aot
LFP Buerncs fires 1925 Finoreamcentis
Fhlo Buenos Ares 1920 Aborto
T Taonmin 1920 Aot
K Contiertes 1991 Aborto
o] Buenos Ares 1991 Exfenredad neonatal
IE Buencs Anes 195 Aot
HHI1#* Japdm 197 Aboto

* Cepa japonesa de referencia

Tabla N° 2: Clasificacion de acuerdo a su patogenicidad en raton (cepa CF-1) de 3 dias de edad,
de cepas de EHV-1 aisladas en Argentina entre 1979 y 1996.

GRUFPO CEFPAS MUERTE | REAISLAMIENTO VIRAL
([diag 1) cerebro visceras
& HH1*, PMo, T, 57 + +
K, IR
B aF 5410 + -
[ LP, 01 1] + -

* Cepa japonesa de referencia

RESULTADOS

La foto 1 muestra los patrones de restric-
cion obtenidos con BamHI. La cepa SP puede
ser diferenciada de las otras por la variacion en
la movilidad del grupo de fragmentos “h, i, jy
k”. Ademds esta cepa carece del fragmento “e”
que estd presente en el resto de los aislamien-
tos aunque con diferente movilidad que la cepa
de referencia HH1. El grupo “q, r, s” es similar
en todas las cepas excepto en O1 en la que este
grupo demuestra poseer menor movilidad.

Enlos electroferotipos con BgllI (Foto N°2)
puede observarse que la cepa SP se diferencia
de las restantes por la movilidad del grupo de
fragmentos “b, ¢, y d”. Las cepas K y Ol de-
muestran una leve diferencia de movilidad del
grupo ‘k, 1 y m” al igual que en la cepa HHI1
aunque en este ultimo caso, este grupo de frag-
mentos demuestra ser mas liviano.

Mediante el uso de la técnica de SDS-
PAGE, los Ag de membranas celulares modifi-
cadas por la accion de cada uno de los virus en
estudio y el AgC otorgaron un numero elevado
de bandas proteicas. La unica diferencia halla-
da fue la pérdida de la banda correspondiente
al peso molecular de 200 kD en las cepas SP y
LP.

Por su patogenicidad en ratones lactan-
tes las cepas fueron categorizadas de acuerdo
a los siguientes criterios: letalidad (*), y capaci-
dad de reaislamiento a partir de cerebro (**) y
visceras (***) (Nowotny et al., 1987; Palfi y

Christensen, 1995; Patel y Edington, 1983) tal
como se demuestra en la Tabla N°2.

En el grupo A se encuentran las cepas
que mataron a la totalidad de los ratones y que
pudieron ser reaisladas de cerebro y visceras.
En el grupo B se incluyen a las cepas que no
mataron a la totalidad de los ratones (SP) y en
el grupo C se presentan las cepas que no fue-
ron letales (LP). En estos dos ultimos grupos el
virus solo fue reaislado de cerebro.

DISCUSION

El RE andlisis con BamHI demostrd que
todas las cepas pertenecen al tipo 1P y no se
observan variantes 1B (Allen y Bryans, 1986).
Los patrones de restriccion no presentaron ca-
racteristicas de recombinaciones entre genomas
1P y vacunas atenuadas como hallaron otros
autores (Meyer et al., 1987; Palfi y Christensen,
1995). No se demostrd variabilidad en el frag-
mento “g” reafirmando que €ste es altamente
estable. Unicamente en la cepa SP se observd
pérdida del fragmento BamHI “e”, lo que podria
deberse al efecto de la mayor cantidad de pasa-
jes de esta cepa en células heterdlogas (Allen et
al., 1983; Studdert et al., 1986). Las cepas res-
tantes presentaron pequefias diferencias de
movilidad de algunos de los fragmentos de res-
triccion.

En el estudio de movilidad de las protei-
nas, las variaciones halladas en la banda co-
rrespondiente a la glicoproteina (gp) de 200 kD
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de PM en las cepas SP y LP confirman los datos
aportados por otros grupos de trabajo que in-
dican que esta gp es variable dentro del mismo
tipo viral (Turtinen y Allen, 1982).

En concordancia con Patel y Edington
(1983), las cepas de reducida letalidad y no le-
tales (grupos B y C) sdlo pudieron ser reaisla-
das de cerebro y a diferencia de otros autores
no se encontraron cepas “no letales y no reais-
ladas” clasificadas en el grupo denominado D
(Palfi y Christensen, 1995). Por otro lado, las
cepas LP y O1, provenientes de casos clinicos
diferentes en equinos presentaron las mismas
caracteristicas patogénicas para el raton, reafir-
mando que no existe correlacion entre las ma-
nifestaciones clinicas en equinos y la patogeni-
cidad en raton lactante.

Como conclusidn del presente trabajo
podemos inferir que no existen mayores dife-
rencias entre los perfiles proteicos de las cepas

Virus Herpes Equino Tipo 1

en estudio como asi tampoco se observd corre-
lacion entre las variaciones halladas en los elec-
troferotipos y la patogenicidad en el raton.

Esta es la primera investigacion epidemio-
logica de cepas argentinas de EHV-1. Debemos
identificar y determinar en el futuro, la impli-
cancia de la heterogeneidad hallada en los pa-
trones de restriccion del primer aislamiento rea-
lizado en el pais.
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