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RESUMEN

Se describe un brote de IBR con aislamiento de Herpes
Virus Bovino tipo 1 (BoHV1) en la Patagonia argentina.
Durante los meses de junio-julio de 2013 tuvo lugar un brote
de rinitis y conjuntivitis en un lote de terneros confinados en
una recria a corral en el Valle 16 de Octubre, al noroeste
de la provincia de Chubut. Debido a que los sintomas eran
compatibles con la infecciéon por BoHV1, se procedié a tomar
muestras de secreciones oculares y nasales de 12 animales
y muestras de suero de 7 animales. A partir de las muestras
de secreciones se lograron aislar 10 cepas de BoHV1. Si
bien el hallazgo no permite concluir sobre el rol de BoHV1
en el brote, constituye el primer reporte de aislamiento de
BoHV1 y confirma los trabajos previos sobre evidencia
seroldgica de su circulacion en la Patagonia argentina.
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INTRODUCCION

El Herpes Virus Bovino tipo 1 (BoHV1) es miembro de
la familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae,
género \Varicellovirus'. La infecciébn por este virus es
responsable de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) y de
la Vulvovaginitis/Balanopostitis Pustular Infecciosa Bovina
(IPV/IBP)23. También puede generar otras manifestaciones
clinicas como conjuntivitis, enteritis, encefalitis y abortos en
caso de infecciones sistémicas*®. El BoHV1 puede persistir
en el animal infectado a partir de la induccion de latencia
en los ganglios nerviosos periféricos® desde donde puede
reactivarse espontaneamente o debido a eventos de estrés,
generar otro periodo de replicacion, excrecion y circulacion
viral 78,
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ABSTRACT

First isolation of Bovine Herpes Virus type 1 in cattle from
Patagonia, Argentina

An outbreak of IBR with the isolation of Bovine Herpes Virus
type 1 (BoHV1) in Argentinean Patagonia is described. During
June-duly 2013, an outbreak of rhinitis and conjunctivitis
occurred in a group of calves confined to a farm in 16 de
Octubre Valley, northwest of Chubut. Because the symptoms
were compatible with the infection with BoHV1, samples
of ocular and nasal secretions from 12 animals and serum
samples from 7 animals were collected. Ten strains of BoHV'1
from the secretion samples were isolated. Although the finding
does not allow to conclude about the role of BoHV1 in the
outbreak, it constitutes the first report of isolation of BoHV1
and confirms previous studies on serological evidence of its
circulation in Argentinean Patagonia.
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La infeccion por BoHV1 es considerada una causa
significativa de pérdidas en la ganaderia bovina en todo
el mundo”®. La distribucion de la infeccion es mundial y
en nuestro pais es endémica, alcanzando prevalencias de
hasta el 85 %', aun cuando los signos clinicos son poco
frecuentes o estan ausentes'.

En la region Patagonica argentina, un estudio realizado en
el ganado de 47 crianceros de la comunidad Millain Currical,
en la provincia de Neuquén, revel6 una seroprevalencia para
BoHV1 del 53,4%". En la zona noroeste de la provincia de
Chubut, a partir de un muestreo realizado en 84 rodeos de
cria, se detecté un 50% de los establecimientos positivos
a BoHV1 con una seroprevalencia individual del 52,3%".
Debido a que en ambas zonas no se utilizan vacunas que
contengan este virus, los trabajos demuestran evidencia



seroldgica de exposicion a BoHV1 en esta region.

La ganaderia bovina en la provincia de Chubut, se
divide a nivel productivo en dos sistemas en funcion de las
condiciones agroecoldgicas de los ambientes. En las zonas
de bosques y de estepas, donde predominan los pastizales
naturales, se desarrolla la actividad de cria extensiva
mientras que en la zona de valles, por la posibilidad de
producir forraje, la actividad se ha orientado a la recria y
terminacion de los terneros producidos en las areas de
cria®. Dentro de esta uUltima zona se sitia el Valle 16 de
Octubre, ubicado al noroeste de la provincia de Chubut.
Las invernadas comienzan durante los meses de abril y
mayo cuando ingresan al valle terneros de destete de razas
britanicas, de aproximadamente 7 a 8 meses de edad y con
160-250 kg, provenientes de las zonas de cria de la region'®.

A partir de la ocurrencia de eventos que afectan la salud
de los bovinos en las invernadas del Valle 16 de Octubre
que podrian corresponderse con cuadros producidos por
el BoHV1, se llevd a cabo un estudio en terneros alojados
en una recria a corral durante el invierno de 2013 a fin de
intentar confirmar la presencia de BoHV1.

PRESENTACION DEL CASO

Se trabajé en un establecimiento de ciclo completo (43°
07’S; 71° 33’ O) con un lote de 88 terneros de raza Hereford,
Aberdeen Angus y sus cruzas. En mayo de 2013 los terneros
fueron destetados, con aproximadamente 6 meses de edad,
e ingresaron a una recria a corral. En ese momento se
tomaron muestras de suero de todos los terneros como asi
también de secreciones nasales y/o oculares en el marco de
un trabajo de investigacion de tipo exploratorio. En cuanto
al manejo sanitario, en ese momento, se los desparasitd con
ivermectina, para control de parasitos internos y externos,
y con triclabendazole para control de Fasciola hepatica.
Se les aplicé la primera dosis de una vacuna anticlostridial
cuadruple vy todas las terneras fueron vacunadas contra
Brucelosis.

A mediados de junio se detectd 1 ternero con querato-
conjuntivitis y 2 terneros con epifora bilateral. Se tomaron
muestras de secreciones oculares y de sangre de los 3
animales.

A comienzos de julio, se detectaron otros 27 terneros
con rinitis y/o conjuntivitis. De estos, 5 presentaban rinitis
serosa, 17 conjuntivitis serosa y/o purulenta y 5 presentaban
simultaneamente cuadros de rinitis serosa y conjuntivitis.
En este momento se tomaron 11 muestras de secreciones
oculares y nasales correspondientes a 9 animales y 4
muestras de sangre. Todos los terneros con los sintomas
descriptos fueron tratados con tilmicosina a razén de 10 mg/
Kg peso vivo via intramuscular unica dosis, para tratar de
disminuir la intensidad de los sintomas.

Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena yugular
(8 ml) utilizando tubos vacutainer sin aditivos y agujas
20Gx1,5”. Los sueros obtenidos se conservaron en tubos
eppendorff de 1,5 ml, a -20°C hasta su procesamiento’®. El
total de anticuerpos en suero contra BoHV1 se determiné a
través de un ELISA indirecto'. Los sueros se clasificaron
en funcion del punto de corte establecido previamente en
el 40% de la Densidad Optica (DO) ajustada del control
positivo (A,,, BoHV1 + MDBK - A, , MDBK). Los sueros con
una DO mayor al punto de corte fueron clasificados como
positivos, mientras que aquellos que presentaron una DO
menor fueron clasificados como negativos'®.

Las muestras de secreciones se tomaron utilizando hisopos
de dracoén estériles'® de 15 cm de largo que se colocaron
en tubos conteniendo medio de cultivo minimo esencial
con sales de Eagle (MEM-E) como medio de transporte,
suplementado con penicilina 5000 Ul/ml, estreptomicina
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2500 pg/ml y anfotericina B 10 ug/ml'-'°y se conservaron en
nitrégeno liquido hasta su procesamiento. Las muestras (50pl
de sobrenadante) fueron inoculadas sobre monocapas de
células de rifidn bovino Madin Darby (MDBK) desarrolladas
en medio MEM-E suplementado con 10% de Suero Fetal
Bovino (SFB)'®. Las monocapas de células inoculadas se
mantuvieron en medio MEM-E suplementado con 2% de
SFB en estufa a 37°C y fueron observadas diariamente
durante 72 horas para determinar la aparicion de efecto
citopatico’. Las muestras negativas fueron sometidas a tres
pasajes ciegos. A partir de sobrenadante de cultivo de las
monocapas que presentaron efecto citopatico compatible
con BoHV1 se realizé la extraccion de ADN viral mediante el
uso de un kit comercial siguiendo las recomendaciones del
fabricante (High pure PCR template preparation Kit, Roche).
Luego se realizé una PCR multiplex diferencial entre BoHV
tipo 1 y tipo 5 para confirmar vy tipificar los aislamientos?.
La PCR multiplex fue preparada en un volumen de reaccion
final de 12,5 pl conteniendo 50 ng de ADN total extraido, 0,4
pmol de cada cebador (B1, B5, and Bcon); 1,5 mMol dNTPs
(Invitrogen TM Life Technologies, USA); 2,5 unidades de
Taqg DNA Polymerasa (Invitrogen TM Life Technologies,
USA); buffer de PCR 1X (20 mM Tris—HCI pH 8,4, 50
mM KCI); 1,5 mM MgCl, y agua ultra pura hasta llegar al
volumen final. La reacciéon de amplificacion fue realizada
en un termociclador Biometra TRIO — Thermoblock bajo
las siguientes condiciones: un ciclo de 10 min a 96 °C
seguido por 25 ciclos de 1 min a 96 °C; 1 min a 58 °C;
1 min a 72 °C y un ciclo final de extensiéon de 10 min a
72 °C. Finalmente los productos de PCR fueron analizados
mediante electroforesis en gel de agarosa (1%), tefiido con
bromuro de etidio (0,5 ug/ml) en buffer TBE pH 8,4 (89 mM
Tris, 89 mM acido boérico , 2 mM EDTA) y visualizado bajo
luz UV.

RESULTADOS

Del sangrado realizado al ingresar los animales a la recria
a corral en el mes de mayo se obtuvo una seroprevalencia
de 27,4% contra BoHV1 y no se lograron aislamientos de
las 88 muestras de secreciones nasales y/o oculares.

De las muestras de secreciones oculares de los 3
animales con sintomas tomadas al inicio del brote en el mes
de junio, se aislé un BoHV1 y no se detectaron anticuerpos
especificos contra este virus.

De los 9 animales muestreados en julio en pleno brote,
en 8 de ellos se aislaron 4 cepas de BoHV1 de secreciones
oculares y 5 cepas de secreciones nasales. De los oculares 2
correspondieron a casos clinicos de conjuntivitis y 2 a casos
de rinitis y conjuntivitis. De los nasales uno corresponde a
un caso de rinitis y 4 a casos de rinitis y conjuntivitis. En
cuanto a la serologia especifica contra BoHV1, todas las
muestras resultaron negativas (Tabla 1).

DISCUSION

En la Patagonia argentina si bien se cuenta con trabajos
que evidencian, a partir de datos de serologia, la circulacion
de BoHV 1" no se han llevado a cabo trabajos tendientes
a confirmar la presencia del virus mediante su aislamiento.

Las manifestaciones clinicas observadas en la recria a
corral en la que se trabajo, concuerdan con la sintomatologia
y epidemiologia descripta para IBR teniendo en cuenta la
aparicién aguda del brote, la ocurrencia simultdnea de rinitis
y conjuntivitis*y el aislamiento de 10 cepas de BoHV1 de
animales con signos clinicos?".

Al momento del destete se detectdé una prevalencia de
27,4% de terneros con anticuerpos contra BoHV1. Ello podria
deberse a la permanencia de anticuerpos calostrales®? o a
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Tabla 1 - Comparacion de los resultados serolégicos y aislamientos de BoHV1 obtenidos de 12 terneros al momento del destete

(mayo) y al momento de presentacién de los signos clinicos (junio-julio) de 2013 en una recria

Destete Brote
Mayo 2013 Junio — Julio 2013
N° Animal Cuadro Clinico Secrecion

Serologia Aislamiento Serologia Aislamiento
362 Epifora Bilateral (0] Neg Neg Neg Neg
376 Queratoconjuntivitis (0] Neg Neg Neg Neg
407 Epifora Bilateral (0] Neg Neg Neg Pos (O)
353 Rinitis N Neg Neg Neg Pos (N)
363 Rinitis N Neg Neg Neg Neg
381 Rinitis + Conjuntivitis N Neg Neg SM Pos (N)
384 Conjuntivitis (0] Neg Neg SM Pos (O)
391 Rinitis + Conjuntivitis O-N Neg Neg SM Pos (O)
412 Conjuntivitis (0] Neg Neg SM Pos (O)
423 Rinitis + Conjuntivitis N Pos Neg Neg Pos (N)
429 Rinitis + Conjuntivitis O-N Neg Neg SM Pos (O-N)
444 Rinitis + Conjuntivitis N Neg Neg Neg Pos (N)

SM: Sin muestra, Neg: Negativo, Pos: Positivo, O: Ocular y N: Nasal

una infeccion activa?'.

Con respecto a la primera posibilidad, si bien no se cuenta
con serologia de las madres de ese campo, se presume que el
establecimiento no deberia diferir de los datos obtenidos por
Perez Aguirreburualde (2014)'4, quien hallé una prevalencia
seroldgica del 52,3% de BoHV1 en los rodeos de cria de la
zona. A ello se suma el hecho de que de los 7 terneros a los
que se les tomaron muestras pareadas de sangre al destete
y durante el brote, 6 resultaron seronegativos a BoHV1 en
ambos momentos y el ternero caravana 423 dio un resultado
positivo en la primera instancia y luego negativo en el
muestreo durante el brote. En este ultimo caso, si se tiene
en cuenta la vida media de los anticuerpos calostrales (180-
240 dias)?? y la serologia negativa al momento de iniciado
el brote, explicaria que los anticuerpos hallados al momento
del destete serian calostrales?.

La segunda posibilidad plantea que la serologia positiva
encontrada al destete puede deberse a una infeccion
activa, donde la aparicion de la respuesta humoral se hace
detectable cuando se elimina la infeccién viral, lo cual
explica la ausencia de aislamientos en ese momento®°®. Sin
embargo, Kaashoek y col.?' demostraron que los anticuerpos
por infeccion natural activa pueden detectarse hasta 3 afos
post infeccion. En este caso el ternero 423, seropositivo al
destete, resultd negativo posteriormente durante el brote,
lo que reforzaria la hipétesis de que los anticuerpos serian
calostrales.

Al momento de la obtencion de los aislamientos y
con presencia de casos clinicos, los animales fueron
seronegativos para BoHV1. Esta situacién refleja el periodo
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post infeccién inmediato, en el que los animales no tienen
anticuerpos y excretan altos titulos de virus en los exudados
nasales, conjuntivales y genitales favoreciendo el inicio de
la circulacion viral 7. Si bien no es frecuente la presencia de
signos clinicos, cuando estos ocurren pueden atribuirse a la
destruccion de las células infectadas debido a la replicacién
viral'2, Posterior a ello, se genera la respuesta inmune de
tipo humoral y celular y la recuperacion clinica del animal
dentro de 1 a 2 semanas'. Sin embargo los animales son
incapaces de eliminar por completo el BoHV1 ya que el
mismo ha desarrollado estrategias de difusién local para
permanecer en latencia en neuronas ganglionares del
sistema nervioso periférico durante toda la vida del animal
infectado’. A partir de alli y bajo condiciones de estrés natural
el virus puede reactivarse, replicar y difundir hacia animales
susceptibles generando la recurrencia de la enfermedad o
bien cursar de manera subclinica™'2.

En relacién a las posibles causas de reactivacién, al inicio
del brote los animales se encontraban en la recria a corral
desde aproximadamente 45 dias previos. Esto se contradice
con la bibliografia que plantea que la mayor cantidad de
casos clinicos se observan durante los primeros 45 dias post
arribo a las invernadas??. Los factores identificados como
estresores como son la adquisicion de animales en remates
o ferias, el transporte y la mezcla de animales de diferentes
origenes con condiciones sanitarias desconocidas® no
sucedieron en este caso ya que los animales provenian de
un mismo campo de cria y la recria se hizo en el mismo
establecimiento. Otros factores descriptos como estresores
como el destete, castracion, desparasitacion y vacunacién?



se hicieron en el mes de mayo, lo que los descarta como
desencadenantes del brote.

Para algunos autores el rol del clima es un factor de
riesgo?’2® sin embargo Taylor y col.?6, cuestionan la relacion
entre las variables climaticas y la ocurrencia de casos clinicos
por BoHV1. Los animales sanos pueden termorregular en
la medida que reciban cantidades adecuadas de energia,
tengan reparo y se mantengan secos®. La temperatura
critica inferior (TCI) en esta categoria de animales se ubica
entre los 6-10°C?’. Para la zona del trabajo la temperatura
media en el mes de junio es de 3,9°C y en julio de 3,4°C?°.
A esto se le suma que hacia fin de otofio y comienzo del
invierno en la zona donde se llevo a cabo este trabajo se
producen las mayores precipitaciones®. Por ello se presume
que la temperatura ambiente inferior a la TCI, sumado a las
lluvias y la falta de reparo en el corral accionaron como
factores de estrés.

CONCLUSIONES

A partir de lo dicho anteriormente se puede concluir que:
- Los casos de rinitis y conjuntivitis que tuvieron lugar en
una recria de terneros en confinamiento, en el Valle 16 de
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Octubre durante el invierno 2013, corresponden a un brote
de IBR.

- Durante el mismo se aislaron 10 cepas de BoHV1, lo
que constituye el primer aislamiento de este virus en la
Patagonia argentina.

- La ocurrencia de este brote de IBR estuvo condicionado
por factores climaticos como generadores de estrés.
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