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Introduccion

La infeccion con HVB-1 es importante por las
grandes pérdidas econdmicas ocasionadas a la
ganaderia mundial, y aunque existen varias vacunas
comerciales que reducen la severidad de la enfermedad,
éstas no previenen la infeccion, el establecimiento de
la latencia, ni la reactivacion. Ademas, a nivel de
laboratorio, no se puede hacer diferencia entre animales
vacunados y no vacunados que han sufrido infeccion
natural, lo cual crea dificultades para implementar
programas de control y erradicacion.

Este virus presenta una distribucion mundial, solo
estan libres Noruega, Finlandia, Suecia, Suiza y
Dinamarca, que realizaron una campana de
erradicacion, restringiendo el movimiento de animales
y sacrificando aquellos que estaban infectados con el
virus.

En Colombia a pesar de que se han realizado 13
aislamientos, 11 en los llanos en 1972-19741,2 vy 2 en
Bogota 1974 y 19953, no se ha caracterizado esta entidad
ni viroldgica, ni patogénicamente, sin embargo se han
realizado estudios de prevalencia, que indican un
porcentaje de positividad que va desde 0.7% en el
departamento del valle (entre los anos 1974 y 1975)
hasta un 67.6% en el Uraba antioquefo (afio 1977). Estos
datos, constituyen una evidencia seroldgica de
prevalencia de infeccion relativamente alta, sin embargo
las evidencias clinicas y virologicas de la enfermedad
SOM mMuy pocas.

Por lo tanto, en Colombia, existe la necesidad de
realizar estudios viroldgicos, con miras a aclarar, la
existencia o no de diferencias bioquimicas y patogénicas
de la cepas de HVB-1 que circulan en el medio, al

compararlas con las cepas de referencia aisladas en
otros lugares del mundo.

Los miembros del grupo BHV fueron originalmente
clasificados en 5 tipos por medio de criterios clinicos e
inmunologicos, de los cuales, el tipo 1 es el de interés
en este trabajo (tabla 1)".

* Pastoret et al en 1980, realizaron un corrido
electroforético de las proteinas del virién, con el objetivo
de diferenciar los virus de origen respiratorio de los de
origen genital, y encontraron que tres de éstas
presentaron un patrén de migracion especificot.

Engels et al en 1981, indicaron que, el DNA del HVB-
1 asociado con RIB, presentaba diferentes patrones de
restriccion al compararlo con el patron del DNA del
virus asociado a VPI*%,

Mayfield et al en 1983, publicaron el mapa fisico de
las cepas denominadas tipo "Cooper' o similares a RIB
y tipo "K22" ¢ similares 'a VPI, seglin su patrén de
restriccion. Posteriormente las cepas similares a RIB
se denominaron cepas [ y las similares a VPI cepas Il o
[T,

Misra et al en 1983, reportaron que los HVB-1,
podrian dividirse en tres grupos diferentes, basados
en su patron de restriccion (1.1, 1.2 y 1.3) y plantea la
posibilidad de que la diferencia en manifestaciones
respiratorias y genitales pueda ser debida a virus
relacionados parcialmente, que aparecen
serologicamente similares, pero al analizar su DNA
representen tipos de virus diferentes. En otro informe,
este grupo de investigadores denominaron los
aislamientos semejantes a RIB como tipo 1 y los
semejantes a VIP como tipo 2, donde las cepas tipo 2a
y 2b se relacionaron con las cepas II y III
respectivamente,
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En 1985 Metzler y colaboradores, caracterizaron
varios virus tipo 1 aislados en Europa, mediante analisis
del DNA digerido con enzimas de restriccién y de
acuerdo a su patrén polipeptidico. E1 DNA viral fue
tratado con la endonucleasa de restriccion HindIll y
sometido a electroforesis. Se encontraron diferencias
en los pesos moleculares en dos de los fragmentos
denominados Ky L, los cuales permitieron clasificar el
HVB-1 en subtipo 1 y subtipo 2; a su vez se hallaron
diferencias dentro de los virus del subtipo 2 en un
fragmento llamado I, lo que permiti¢ diferenciar los
subtipos 2a y 2b (demostrado por otros autores
previamente). Al comparar los perfiles polipeptidicos
de cada cepa, encontraron que las proteinas virales Vp9
y Vp22 mostraron una migracion especifica de subtipo.
La vp9 de la cepa subtipo 1, migré mas rapidamente

que la Vp9 del subtipo 2 y con la Vp22 ocurrié todo lo

contrario. Las proteinas Vp23 y Vp25 mostraron una
diferencia en la migracion menor pero constante, que
fue también especifica de subtipo. La Vp23 del subtipo
2a mostré un peso molecular mas alto que el subtipo
2b y la Vp25 del subtipo 2b migré un poco mas rapido
al compararlo con las otras cepas. No se hallo
correlacién entre el patrén de restriccion y el perfil
polipeptidico®.

Los hallazgos anteriores han permitido clasificar las
cepas de HVB-1 en 5 subtipos 1, 2a, 2b, 3ay 3b. Aunque
no se ha demostrado una fuerte correlacion entre el
origen clinico de el aislamiento y el subtipo molecular,
se plantea la posible existencia de una correlacion
parcial, asi: Subtipo 1 contiene las cepas RIB, subtipo 2
contiene las cepas VPI y el subtipo 3 contiene las cepas
neurotropicas. Sin embargo, estudios recientes hallaron
en las cepas neurotropicas caracteriscas tinicas de su
genoma y la han denominado encefalitis bovina subtipo
5 (HVEB-1)v.

Materiales y Métodos

1 Aislamiento y muestreo

Para el aislamiento del agente, se necesitan muestras
de hisopados nasales y vaginales o prepuciales, segtin
corresponda.
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Se propone hacer una intensificacion de muestreos
por medio de dos métodos:

+ Realizar un muestreo en diferentes regiones del pais,
implementando para ello una campana educativa a
nivel nacional, con el objeto de vincular el mayor
nimero de universidades interesadas en la
problematica, que se encarguen de efectuar la toma
de muestras y las remitan al laboratorio de virologia
de la Universidad de Antioquia, donde seran
procesadas. Los materiales necesarios para realizar
estos procedimientos, asi como también el
transporte de muestras seran suministrados por la
Universidad de Antioquia.

* La otra metodologia que se propone es la
inmunosupresion de animales seropositivos
con dexametasona, para inducir la reactivacion viral,
aumentando de esta manera las posibilidades de
aislamiento.

Ninguna de las dos metodologias propuestas son
excluyentes, ambas se pueden realizar a la vez.

Las muestras seran inoculadas en células Madin-
Darby Bovine Kidney (células MDBK donadas por la
universidad de Wisconsin) cultivadas en MEM al 10%
de SBF y mantenidas en MEM al 2% de SBF, las cuales
se observaran durante 5 6 6 dias, para ver si se presenta
o no efecto citopatico (ECP). Las muestras que sean
sospechosas o que presenten EFC, se reinocularan con
el fin de confirmar el aislamiento y obtener una mayor
cantidad de virus para la identificacién y estudios
posteriores.

2. Caracterizacion patogénica in vitro

Los trabajos preliminares se realizaran con dos
cepas virales existentes en laboratorio de virologia de
la universidad de Antioquia, una de ellas (la cepa de
referencia) fue obtenida de la universidad de Wisconsin,
la otra es una cepa aislada en Bogota el afio pasado por
Agustin Gongora v colaboradores, la cual nos fue
donada por el posgrado en medicina vaterinaria de la
universidad Nacional de Bogota.
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Se hara comparacion entre diferentes cepas de virus
de su:

Caracteristicas del ECP: Forma y tamaio de las
placas, presencia de efecto citotoxico.

Se sembraran en platos de 24 pozos, 100.000 celulas
MDBK por ml, se incubaran durante 24 horas y
luego se infectan con 10 moi de TCIDS50, se les
agrega MEM al 2% de SBF y al 1.5% de agarosa e
incubadas a 37°C por 72 horas para posteriormente
ser coloreadas con cristal violeta realizar la
evaluacion de las placas.

Rango de células susceptibles. 10 moi de TCIDS50
de los aislados se sembraran en células permisivas
como MDBK (células de rinon bovino), VERO
(células de mono verde africano), fibroblastos de
oreja de bovino y células no permisivas como Hep-
2 (células de cacinoma de laringe humano) y se
observara la presencia o ausencia de ECP.

~ Se medira también la eficiencia de replicacion: Se
inocularan células MDBK con 10 moi de TCID50
de cada virus, se incuban durante 72 horas y se
mide el titulo viral.

3. Analisis bioquimicos
3.1 Perfil polipéptico

3.2 Marcaje de proteinas. Las células MDBK seran
infectadas con 10 moi de TCID50, incubadas a 370C
durante 1 hora (adsorcion viral), luego lavadas con
PBS y se les adiciona MEM al 2% de suero bovino
fetal (con metionina 1/10), incubar 6 horas.
Después agregar 20 uCi de 35S - Metionina, incubar
nuevamente a 37°C y recolectar virus extracelular
y células de 22 a 24 horas posinfeccion.

3.3 Preparaciéon de muestras para la electroforesis.
Las células seran lavadas 2 veces con PBS,
desprendidas, transferidas a tubos conicos y
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centrifugadas. El sedimento se resuspende en 1 ml
de buffer de solubilizaciéon (50 mM de Tris - Hcl,
pH 6.8, SDS al 3%, 5% de mercapto-etanol, 3% de
glicerol y azul de bromofenol) calentado a 100°C
por 3 minutos y guardados a -70°C hasta su uso.
Los virus extracelulares se obtendran por medio
de varios pasos de centrifugacion, de la siguiente
manera: 15 min a 800xg, 15 min a 4800xg y 120 min
a 100000xg. El sedimento obtenido en el dltimo paso
de centrifugacion, se resuspendera en 0,2 ml de
buffer de solubilizacion, se calentard y sera
guardado a-70°C hasta su utilizacion. Las muestras
seran corridas en gel SDS-PAGE preparado a partir
de una solucién madre al w/v 29.2% de acrilamida
y 0.8% de N,N-Metilbisacrilamida, corridas a
20 mA y posteriormente tratadas con En 3 Hance
(NEN), se secara el gel y se hara la autoradiografia.
El peso molecular de las bandas radioactivas se
determinara corriendo en paralelo proteinas
marcadas con 14C (NEN).

3.4 Purificacion viral y extracciéon de DNA. Las células
se congelaran y descongelaran para obtener la
mayor cantidad de virus. Para obtener virus en alta
concentracion se proponen 2 métodos:

Por centrifugacién 15 min a 800xg, 15 min a 4800xg
y 120 min a 100000xg. El virus sedimentado se
resuspendera en 1 ml de buffer TEN (10 mM de Tris-
Hcl, pH 7.5, 1 mM de EDTA y 150 mM de NaCl). Luego
se tratard con DNAasa [, RNAasa A y con proteinasa K
(250 ug/ml).

Por centrifugacion isopicnica en gradientes de
sucrosa o Cloruro de cesio (CsCl) y posteriormente
tratado con proteinasa K.

LLa mezcla se extraera varias veces con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). EI DNA
precipitado con etanol y disuelto en buffer TE (10 mM
de Tris-Hel, pH 7.5, 1 mM de EDTA).

4. Analisis con endonucleasas de restriccion

1 ug de DNA extraido sera digerido durante toda la
noche con 10 U de cada una de las endonucleasas de
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restriccion (HindIIl, BamHI y EcoRI). La reaccién se
parara con 0.2 de glicerol al 25%, 25 mM de EDTA,
SDS al 1%y 0.1% de azul de bromofenol. Se tomaran 0.5
ug del DNA fraccionado y se separara en un gel de
agarosa 0.4% en buffer TBE (90 mM de Tris-Hcl, 90
mM de acido bérico, 2.4 mM EDTA, pH 8.3). El tiempo
de corrido es alrededor de 16 horas a 14 V en presencia
de bromuro de etidio (0.5 ug/ml) y luego se visualiza
bajo luz ultravioleta.
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