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Resumen

A pesar de que se tiene la secuencia genémica completa del HVB-1 (prototipo de estudio de los
Alfaherpesvirus de rumiantes), hasta el momento, las relaciones entre los Alfaherpesvirus han sido
pobremente caracterizadas. En este articulo, queremos revisar algunos trabajos que han comparado
desde el punto de vista estructural v de secuencia, los deidos nucleicos de este grupo de virus. Tambidn
analizamos, algunos estudios sobre patogénesis, haciendo referencia especial al HVB-1, con énfasis cn
la descripcion de variantes de este agente con diferentes grados de virulencia. Finalmente, se discute lu
posibilidad de que en Colombia, donde no hemos demostrado una lata evidencia clinica ni virologica,
pero si una alta seroprevalencia, circulen cepas relativamente apatégenas, como se ha propuesto desde

hace varios anos.

Introduccion

De acuerdo con las propiedades biologicas. los
miembros de la familia Herpesviridae, se han clasifi-
cado en tres subfamilias, Alfu-. Beta-y Gamma-
herpesvirinae. Los herpesvirus de rumiantes que se
conocen hasta la fecha. pertenecen a las subtamilias
Alfa- o Gama-herpesvirnae. Los miembros de la
subfamilia Alfa-herpesvirinae se caracterizan por su
ciclo de replicacion rapido que conduce a la lisis de la
célula infectada: presentan un rango de hospedero
variable, el cual en algunos casos, es bastante amplio y
establecen latencia principalmente en neuronas de
eanglios sensoriales. A su vez, esta subfamilia de acuer-
do a la homologia entre virus, a las similitudes en la
organizacion genomica y a la relacion de las mas im-
portantes proteinas virales, demostradas por métodos
inmunologicos. se divide en dos géneros: Simplexviris
y Varicellovirus (1).

Los miembros de la subfamilia Gamma-
herpesvirinae presentan un estrecho rango de hospe-
deros y tropismo por células linfoblasticas, en las que
se replican y establecen latencia. Ademas, pueden ser
adaptados bajo condiciones experimentales para que
infecten linfocitos T o B y son potencialmente
oncogeénicos (2).

En esta ocasion haremos énfasis en el HVB-1, que
pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia
Alfaherpesvirinae y al género Varicellovirus.

Este virus se encuentra distribuido en todos los con-
tinentes, su rango de hospedero es limitado. Se acepta
que el reservorio natural es el bovino y se plantea la
posibilidad de que este virus pueda ser transmitido por
garrapatas, va que recientemente fue aislado de
Ornithodorus coriaceus (3).

Existen téenicas inmunologicas modernas para el
diagnodstico de rutina de infeccion por este agente. sin
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embargo, la eficiencia de estas técnicas se ve afecta-
da por la estrecha relaciéon que existe entre los
Alfaherpesvirus de rumiantes los cuales comparten
epitopes proteicos que hacen que se presente
reactividad seroldgica cruzada. Se han hallado muchas
especies silvestres seropositivas al HVB-1, pero los
diferentes signos clinicos caracteristicos de la infec-
cién, sélo se observan en el ganado: por ejemplo, se
han encontrado ciervos rojos y renos seropositivos al
HVB-1, sin embargo, cuando estos animales son in-
fectados experimentalmente con este virus, no desa-
rrollan sintomas ni seroconversion.

De ciervos, se han aislado dos tipos de herpesvirus
llamados CerHV-1 y CerHV-2, que muestran relacion
serolégica con el HVB-1 por la prueba de neutraliza-
cién. Lo que podria explicar la presencia de anticuerpos
contra el HVB-1 en ciervos (4). Esta reactividad cru-
zada, podria en algunos casos (en los que los bovinos
compartan territorio con cérvidos), interferir con los
programas de control o erradicacion de RIB.

Por otro lado, se ha hallado una relacién serologica
entre el HVB-1 y el virus de la enfermedad de Aujeszky
(pseudorabia-PrV), lo cual puede ser demostrado por
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pruebas de hipersensibilidad retardada en el ganado
(5). A pesar de ello, no hay proteccién cruzada. El
andlisis de los genomas de estos dos virus por cinética
de reasociacién, muestra que la homologia es sélo del
8% (3) aunque presentan la misma organizacién
genomica.

Debido a las reacciones cruzadas que se pueden
presentar entre los herpes de rumiantes, el grupo de
estudio de los Herpesvirus del ICTV (Comité Interna-
cional de Taxonomia Viral) ha propuesto que los virus
de esta familia que se relacionen seroldgicamente pue-
den ser clasificados como especies diferentes si: (a)
sus genomas difieren de una manera realmente de-
mostrable a través de andlisis con enzimas de restric-
cién, en mds de un sitio y, (b) muestran caracteristicas
epidemioldgicas y bioldgicas diferentes (4).

A pesar de que se tiene la secuencia completa del
HVB-1(Figura 1), hasta el momento, la relacion entre
los Alfaherpesvirus ha sido pobremente caracterizada,
lo que se convierte en un obstaculo para el diagndstico
diferencial de estos agentes y para definir las relaciones
filogenéticos entre ellos. A continuacion se presentan
algunos trabajos que se han realizado al respecto.
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Figura 1. Adaptado de Tikoo (3). Mapa del HVB-1 (cepa cooper), en ¢l cual se observa:

a) La organizacién gendmica caracteristica de este
agente, con un segmento tinico largo (UL), un segmento
tinico corto (US) v dos secuencias invertidas repetidas
(RS).

b) La localizacion de algunos genes y la direccion en que
se transcriben.

¢) La region en gris corresponde a los genes del UL30 al
UL28 localizados exactamente entre 0.332 y 0.410 uni-
dades mapa. Esta region incluye los genes que codifi-
can para DNApol (UL30), MDBP (UL29) ¢ ICP18.5
(UL28).

d) Los sitios de corte de la enzima Hind IlI (indicados con
flechas).
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El HVB-1, el HVB-5, el CapHV-I(Caprino), el
BuHV-1(Bufalo), CerHV-1(Ciervo) y el RanHV-
I (Rangiferos-renos) forman un grupo de virus que,
ademas de estar antigénicamente relacionados, poseen
genomas colineares, esto es que presentan organiza-
cion gendmica similar. EI HVB-1 se usa como modelo
para los trabajos de comparacion genética en el estu-
dio de los herpes que afectan a los rumiantes (6). Los
seis virus mencionados, aunque presentan especifici-
dad de especie, algunos de ellos pueden traspasar la
barrera interespecie por lo menos en condiciones ex-
perimentales (4).

A pesar de la semejanza gendémica entre estos
Alfaherpesvirus, se presentan diferencias conside-
rables en cuanto a su patogenicidad; el HVB-5 es de
distribucion mundial y produce meningoencefalitis en
terneros; el Cap-HV-1 esta distribuido mundialmente
e infecta el tracto digestivo de animales jovenes, en
los cuales puede ocasionar enfermedad generalizada;
mientras que en cabras adultas puede producir infec-
ciones subclinicas o ser causa de aborto, Vulvovaginitis
o balanopostitis. El CerHV-1 se aislo de una enferme-
dad ocular en renos rojos (red deer) de Escosia y al
igual que los anteriores, esta distribuido mundialmen-
te; el RanHV-1 se aislo de reindeer en Finlandia y se
ha reportado evidencia serologica de infeccion en
Caribus.

Un analisis comparativos entre el HVB-1 y otros
herpesvirus, mostraron que: los genes situados entre
UL30 y UL28, presentan localizacion idéntica de las
senales de poliadenilacion y organizacion colinear de
los ORFs del UL28 al UL30. Ademas, las secuencias
predichas para las proteinas UL28, UL29 y UL30
muestran una alta homologia y similaridad entre
ellos(Tabla 1), especialmente en los dominios funcio-
nales. Ademas, se han hallado similitudes en los ORFs
de otros genes del HVB-1 como UL T8, UL19, UL15,
ULS, UL39, y el UL40 con otros alfaherpesvirus. Es
de resaltar que la alta homologia, se presenta princi-
palmente en proteinas que son requeridas para la sin-
tesis de DNA viral (UL5, UL29, UL30. UL39 y UL40)
y el empaquetamiento (UL15). Sin embargo, a pesar
de la alta homologia en esta region, se presentan dife-
rencias en el contenido de C-G entre los siguientes
virus, VZV (44.4%), EHV-1 (62%), HSV-1 (66%) a
HVB-1(71.5%) (Tabla 1)(7).

En otros trabajos se han realizado analisis de se-
cuencia del gen UL27(gB) y del gen UL**(gD), en
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los cuales se ha encontrado que la secuencia central
del UL27 es altamente conservada entre el CerHV-1,
el RanHV-1, el HVB-1, HVB-5 y el CapHV-1. En
cambio, la region secuenciada del gen D es mas diver-
gente (6).

Comparando las secuencias de aa para las protei-
nas: DNApol, MDB2 y ICP18.5 de los alfaherpesvirus:
HSV-1, HSV-2, VZV, EHV-I1. PrV y HVB-1: de
betaherpesvirus : HHV-1, MCMV y HCMV y de
gammaherpesvirus : HVS y EBV, se construyeron ar-
boles filogenéticos utilizando el método de UGPMA
(Figura 2) (7).

Los arboles obtenidos para las tres proteinas sepa-
ran de una manera clara las tres subfamilias; sin em-
bargo, con la DNApol los alfa y los gamma revelan un
origen comn, diferente a los beta. Con la MDBP y la
ICP18.5 los beta y los gamma se agrupan con un ori-
gen comun y se separan claramente de los alfa.

Con respecto a la subfamilia alfa, los arboles obte-
nidos con las proteinas DNApol y MDBP separan cla-
ramente los géneros: Simplexvirus y Varicellovirus,
lo cual esta de acuerdo con, algunos arboles obtenidos
previamente utilizando el gen UL27(¢gB) de 14
alfaherpesvirus, que permitio dividir la subfamilia en
estos dos linages (8): esta clasificacion fue aprobada
por el ICTV, a pesar de que en los arboles obtenidos
conlaICP18.5, el VZV (prototipo del Varicellovirus)
diverge de los otros virus alfa: todo este grupo presen-
ta un origen comun.

EIHVB-1 se agrupd con el PrV en el arbol DNApol
con igual distancia genética y en la misma rama del
EHV-1: en el arbol obtenido con MDBP se agrupa
con el EHV-1 (igual distancia genética) y la ICP18.5
agrupa HVB-1, EHV-1 y PrV pero coloca al HVB-1
separado.

En resumen, en los tres arboles se ve la coinciden-
cia de la relacion filogenética estrecha del HVB-1 con
EHV-1y PrV y con un margen de confianza minima
de 73%.

En otro trabajo, de analisis filogenético, utilizaron
los genes gB y la gD de los virus HVB-1.1, HVB-1.2,
HVB-5, RanHV-1, CapHV-I v CerHV-1 (6) para,
mediante la comparacion de secuencias, construir dos
arboles por los métodos de Neighbor-joining (NJ) y
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Figura 2. Arboles filogenéticos construidos por comparacion de secuencias aminoacidicas putati-
vas, obtenidas a apartir de los genes (A) DNApol, (B) Proteina de unién al DNA MDBP y (C)
ICP18.5 de alfaherpesvirus (HSV-1, HSV-2, VZV, EHV-1, PrVy BHV-1), betaherpesvirus
(Herpesvirus Humano 6-HHV-6, Citomegalivirus Murino-MCMYV y Citomegalovirus Humano
HCMV) y gamaherpesvirus (Hepesvirus saimiri y Virus de Eibstenbarr-EBYV).

Tomado del Articulo de Meyer G (7).
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Parsimonia (Figura 3). En el darbol obtenido con
Neighbor-joining, se muestra un grupo con igual origen
filogenético conformado por, HVB-1.1, HVB-1.2,
HVB-5 y separa los otro virus de los herpes bovinos.
Ademds, localiza a los virus CapHV-1y PrV como los
mas primitivos.

Con el método de Parsimonia, se obtiene un drbol
consistente con el anterior en cuanto a que los HVB-
1.1 y HVB1.2 presenta la misma distancia genética y
se separan como en el anterior de HVB-3, conside-
randose este tltimo como el mas primitivo. La mayor
distancia genética se presenta con respecto a PrV como
en el caso de NJ.

Con respecto a los otros virus; de este andlisis pue-
de decirse lo siguiente: el RanHV-1 estd mds relacio-
nado con el virus de CerHV-1 que con los de CapHV-
1; por su parte, CerHv-1 estd mds relacionado a bovi-
nos que a rangiferinos y caprinos. Estos datos estin
acuerdo con los obtenidos por Lyaku y colaboradores,
quienes en andlisis seroldgicos, encontraron que los
virus de cervidos, caprinos y rangiferinos, poseen una
relacién mds estrecha con el HVB-1 que entre ellos
mismos. (6).

Cambio en 20 bases BHV-1.1
A 100 BHV-1.2
100 BHV-5
7 CerHV-1
RanHV-1
CapHV-1
Prv
B
RanHV-1 CerHV-1
= = BHV-5
CapHV-1 o ..
100
BHV-1.2
Prv BHV-1.1

Figura 3. Arboles filogenéticos de alfaherpes virus de
rumiantes, basados en la secuencia nucleotidica de los genes
que codifican para gB y gD. El drbol A fue obtenido por el
método de neighbor-joining y el drbol B por el método de
Parsimonia. Tomado del articulo de Carlos ros (6)
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En este trabajo a pesar que se usaron varias cepas
de HVB-1 no se hallaron diferencias suficientes en
estos genes, que permitan clasificarlos en subtipos.
La separacion de PrV y HVB-1 de este trabajo, con-
trasta con el trabajo anterior, en el cual el andlisis de
las tres proteinas agrupa PrV, EHV-1 y HVB-1 (6 y
8).

Los futuros trabajos deben estar encaminados a
aclarar el origen de la divergencia que condujo a la
aparicién de las especies de los Herpesvirus de ru-
miantes que circulan en la actualidad. Debido a que
alin existen contradicciones cuando se hacen compa-
raciones de genes diferentes, es necesario hacer com-
paraciones utilizando mayor nimeros de marcadores,
incluyendo secuencias directas de DNA, puesto que si
se conoce la historia natural del HVB-1 se puede me-
dir la potencialidad de atravesar las barreras
interespecie.

Variabilidad y patogénesis del HVB-1

Varios trabajos han demostrado susceptibilidad de
diferentes especies en el laboratorio a la infeccién por
HVB-1, entre ellas: Hurones, zorrillos, hamster, cone-
jos, estos dltimos, en especial, han servido como mo-
delo experimental para el estudio de la infeccion laten-
te (5).

En cabras, se desarrolla una sintomatologia media
y puede darse la transmisién natural entre ellas. En
ovejas, se han encontrado anticuerpos y se ha demos-
trado que estos animales pueden transmitir la infec-
cién a otras ovejas y a terneros durante el periodo ini-
cial de la infeccién. Sin embargo, en uno de los traba-
jos realizados no se pudo recuperar el virus latente por
inmunosupresion, y ademads, no transmitieron el virus a
pesar del tratamiento con dexametazona (9).

De acuerdo a los andlisis del genoma viral y a los
patrones polipeptidicos, las cepas de HVB-1 se pue-
den clasificar en los siguientes subtipos moleculares,
de la siguiente manera:1, 2a y 2b. Se han realizado
varios estudios tendientes a aclarar la relacion exis-
tente entre estos subtipos y el patrén de la enferme-
dad, de lo cual se ha hallado correlacién parcial. El
subtipo 1 se asocia a la forma respiratoria (RIB) y los
subtipos contienen las cepas asociadas a las formas
genitales (VPI/BPI) (10).
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En analisis de southern blot e hibridizacion con son-
das de DNA del HVB-1 dirigidas contra una cepa de
HVB-1 respiratoria, una genital y una encefalitica
(HVB-5) mediante digestion con la enzima Pstl, se
pudo determinar que existen regiones hipervariables
en las cepas de HVB-1. Los cambios se presentan
después de un pase en el animal. cuando el virus se
reactiva de la fase latente o cuando se presenta una
superinfecion con otra cepa de HBV-1, pero no hay
cambios cuando se hacen pases in vitro. Las regiones
hipervariables estan localizadas en los genes regula-
dores inmediatos tempranos. Estas variaciones podrian
deberse a cambios en la secuencia de nucledtidos en
estos genes 0 a secuencias repetidas en tandem, simi-
lares a las halladas en el virus de la varicela-zoster

().

Por otro lado, aunque no existe correlacion total
entre el subtipo molecular y el sitio donde se presentan
las lesiones. en algunos trabajos se ha asociado el au-
mento en la frecuencia y la severidad de la enferme-
dad con la aparicion de variantes virales, por ejemplo,
en Inglaterra la incidencia de enfermedad clinica an-
tes de 1977 era baja. a pesar de que existia una alta
seroprevalencia (alrededor del 30%). Después de 1977,
se comenzo a observar un incremento alarmante en la
incidencia y la severidad de los brotes de RIB. Con la
hipotesis de que podria ser un nuevo genotipo el cau-
sante de estos brotes, se realizaron dos estudios re-
trospectivos. Estos estudios revelaron que los aisla-
mientos hechos antes de 1977 pertenecian al subtipo
molecular 2b y los aislamientos posteriores al aiio 1977
pertenecian al subtipo molecular 1. Los investigadores
concluyeron que la causa mas probable de la presen-

Summary
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cia del nuevo tipo. fue la introduccion de animales
Holstein, importados de Norte América.

Tres estudios realizados en Inglaterra, han compa-
rado la patogenicidad de dos aislamientos, el HVB-1.1
y el HVB-1.2b. Entre los parametros medidos estaban
la duracion y el nivel de excrecion del virus. Las cepas
HVB-1.1 tuvieron los niveles mas altos excrecion y
por mas largo tiempo. Ademas, los HVB-1.2b se aso-
ciaron con una virulencia mucho menor (12).

En Australia, donde los indices de seroprevalencia
estaban alrededor del 30% (relativamente alta) y la
presentacion clinica de la enfermedad era baja, se pre-
sento un aumento stbito en la severidad de los casos
respiratorios entre los afos 1989 v 1993, Tal aumento
se asocio con la aparicion de un nuevo genotipo de
HVB-1 diferente al que habia circulado durante varios
anos (cepas VPI subtipo HVB-1.2b). Aunque la nue-
va cepa se clasifico como HVB-1.2b al digerir con
Hind 111, se observaron diferencias con las cepas an-
teriores en el patron de digestion con BamHI (12). Sin
embargo, no se realizaron ensayvos in vivo que demos-
traran una virulencia mayor de la nueva variante viral
aislada.

Una situacion similar podria estar ocurriendo en
nuestro pais, donde las evidencias clinicas y virologicas
son muy escasas, a pesar de la alta seroprevalencia de
infeccion. Por lo tanto, es factible pensar en la posibi-
lidad de que circulen cepas con baja virulencia, que
permanecen latentes por mas tiempo o se replican de
manera menos eficicnte que las cepas ya caracteriza-
das. Esta posibilidad ha sido planteada por nuestro grupo
desde hace varios afos.

Although the complete sequence of the HVB-1 (prototvpe of study of the Altaherpesviruses of runtinants)
is available, the relationship among the Alfaherpesvirus has been poorly characterized. This becomes an
obstacle for the differential diagnosis of this viruses and for the filogenetic analysis among them. In this
review, we want to present some of the information which has been published recently on genomic, clinic
and serological comparisons among the agents of this viral group, with special emphasis on BHV-1. The
data pressented are compatible with our hypotesis that IBR strains circulating in Colombia may be less

virulent.
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