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Herpes Virus Bovino tipo 1 (BoHV-1) como posible causa
de encefalitis en bovinos de la regidén del Magdalena Medio
Colombiano. Estudio seroldgico y analisis epidemioldgico™

Bovine Herpes Virus type 1 (BoHV-1) as a possible cause of encephalitis in cattle of
the Colombian Magdalena Medio Region. Serological study and epidemiological analysis
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Resumen

Los herpesvirus bovino tipo 1y 5 (BoHV-1y BoHV-5), causan enfermedades que producen importantes
pérdidas economicas en ganaderias de todo el mundo. Ambos afectan el sistema nervioso de los bovinos,
aunque ha sido el BoHV-5 mds asociado a este tipo de patogénesis. Teniendo en cuenta la muerte de animales
con sintomas nerviosos y negativos a rabia en la zona de estudio, el objetivo de esta investigacion se centro en
la deteccion de reactores positivos por seroneutralizacion al herpesvirus bovino, recolectando 518 muestras
de sangre en bovinos sin vacuna contra este agente, en los municipios de Caparrapi (Cundinamarca),
Cimitarra (Santander), Honda (Tolima) y Victoria (Caldas). Ademads, informacion epidemiologica util
para discutir sobre enfermedad neurolégica fue recolectada mediante fuentes de informacion primarias
y secundarias. Para el andlisis de los datos se utilizé la prueba chi-cuadrado identificando la relacion
entre la evidencia de infeccion viral y las variables registradas. Los resultados revelaron que 286 casos
fueron positivos a infeccion con herpesvirus, correspondiendo a una prevalencia de 55.5%, sin embargo,
no hubo relacion estadistica (p<0.05) entre la presencia de anticuerpos y las variables que se analizaron.
En conclusion, algunos de los casos de enfermedad neurologica en bovinos del darea pudieron deberse a la
infeccion con los herpesvirus y se discute sobre la presencia de ellos en el medio, los planes de diagndéstico
y control, asi como las pérdidas economicas que puedan causar en ganaderias de la zona.
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Summary

The bovine Herpesvirus type 1 and type 5 (BoHV-1 and BoHV-5), causing diseases and significant
economic losses in farms of worldwide. Both affect the nervous system of cattle, although BoHV-5 has
been the most associated with this type of pathogenesis. Given the death of animals with nervous symptoms
and negative diagnoses for rabies virus in the area of study, this research focused on the detection of
positive reactors to bovine herpes virus serum neutralization. We collected 518 blood samples from animals
without Herpesvirus vaccine, in the municipalities of Caparrapi, Cimitarra, Honda and Victoria, in the
Middle Magdalena River Region. In addition, epidemiological information useful to discuss neurological
disease was collected through primary and secondary sources. For the analysis of data was used chi-square
test by identification of relationship between evidence of viral infection and the variables recorded. The
results revealed that 286 cases were positive for Herpesvirus infection, corresponding to a prevalence of
55.5%, however, there was no statistical relationship (p < 0.05) between the presence of antibodies and the
variables analyzed. In conclusion, some cases of neurological disease in cattle in this region could be due
to infection with herpes viruses. We discussed about the presence of BoHV-1 and BoHV-5 in the ambient,
diagnosis and monitoring plans, as well as economic losses, which may cause in herds in this area.

Key Words: bovine encephalitis, serum neutralization, virus herpes.
Resumo

Os herpesvirus bovino tipo 1 e 5 (BoHV-1 e BoHV-5), causam doencas que produzem importantes
perdidas econémicas no gado de todo o mundo. Juntos afetam o sistema nervoso dos bovinos, embora tem
sido 0 BoHV-5 mais associado a este tipo de patogénese. Tinindo em conta a morte de animais com sintomas
nervosos e negativos a doenca da raiva na zona do estudo, objetivo-se esta pesquisa na detecgio de reatores
positivos pela soro neutralizacdo ao herpesvirus bovino, coletando 518 amostras de sangue em bovinos
sem vacina contra este agente, nos municipios de Caparrapi, Cimitarra, Honda e Victoria, zona conhecida
como Magdalena Médio Colombiano. Alem disso, informacdo epidemiologica util para discutir sobre a
doenca neurologica foi coletada mediante fontes de informacdo primarias e secundarias. Para o andlise
dos dados utilizou-se o teste Ji quadrado, identificando a relacdo entre a evidencia de infeccdo viral e as
variaveis registradas. Os resultados revelaram que 286 casos foram positivos a infec¢cdo com herpesvirus,
correspondendo a uma prevaléncia de 55,5%, embora, ndo apresentou relacio estadistica (p<0,05) entre
a presencia de anticorpos e as varidaveis que se analisaram. Em conclusdo, alguns dos casos de doenca
neurologica em bovinos da drea poderiam ter sido causados pela infeccdo com os herpesvirus e se discute
sobre a presencia no médio, os planos de diagndstico e controle, assim como, as perdas econémicas na
regido.

Palabras chave: encefalite bovina, herpes virus, soroneutralizagdo.

et al., 2007) aunque la afinidad por este sistema
se relaciona mas con el BoHV-5, que produce
meningoencefalitis fatal (Rissi et al., 2007; Meyer

Introduccion

Los herpes virus bovinos tipo 1 (BoHV-1) y
tipo 5 (BoHV-5), son virus ADN, pertenecientes ¢/ al., 2001).
a la  familia  Herpesviridae,  subfamilia
Alphaherpesviridae, género Varicellovirus BoHV-5 'y BoHV-1 se parecen en aspectos
(Roizman et al.,1992). El BoHV-1 es el maés estructurales, moleculares y antigénicos, se
grande patégeno del ganado (Weiblen et al., 1992) diferencian en la habilidad para invadir y replicarse
produciendo enfermedad respiratoria o reproductiva €0 €l sistema nervioso del bovino (Beltrdo,
(Kahrs, 2001, Weiblen er al.,1992, Zapata et al., 2000, Freitas et al., 2007). Comparten el 85% de
2002a). Otros trastornos incluyen conjuntivitis, ~homologia de ADN traducida en un alto porcentaje
queratoconjuntivitis, enteritis, muerte embrionaria de reacciones cruzadas en pruebas que usan

o fetal y aborto (Takiuchi ef al., 2005). El BoHV-1  anticuerpos policlonales (Andrade 'y Barbosa-
también causa enfermedad neurolégica (Silva Stancioli, 2006), dificultando la instauraciéon de
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programas especificos de control para cada agente.
De la misma forma se explica que la vacunacion
realizada en zonas endémicas a BoHV-1, confiere
proteccion cruzada contra BoHV-5 (Cascio, 1999;
Beltrao, 2000).

En Colombia, el primer aislamiento de BoHV-1
fue en el afio 1972 (CIAT) pasando mucho tiempo
hasta que pudo aislarse nuevamente en casos
naturales (Chaparro et al., 2002, Vera y Betancur.,
2008, Zapata et al., 2002b). Las investigaciones de
tipo seroldgico han sido variadas (Arboleda, 1993;
Sossa et al., 1982; Zuiiga et al., 1998). En cuanto
al BoHV-5, los primeros estudios en Colombia
datan del ano 2005 (Pedraza et al., 2005; Pedraza
et al., 2010a) y aunque su reporte atin no es oficial
por parte del gobierno, se conoce sobre su presencia
desde hace varios afios (Pedraza y Alessi 2007;
Pedraza et al., 2010b).

La enfermedad causada por herpesvirus produce
importantes pérdidas econdmicas en ganaderias de
todo el mundo (Chowdhury et al., 2000), situacion
preocupante en Colombia donde existen altas tasas
de reactores positivos para BoHV-1 (Betancur et
al., 2006; Zapata et al., 2002a). El subdiagnostico
de enfermedades que afectan el sistema nervioso
de los bovinos (Montoya y Pedraza, 2009) y el
relato de campo sobre la muerte de animales con
sintomas nerviosos en la region del Magdalena
Medio, motivd esta investigacion, buscando aportar
informaciéon que facilite el establecimiento de un
mapa epidemiologico sobre la distribucion de estos
virus a nivel nacional.

Materiales y métodos

Tipo de estudio

Se realizd un estudio descriptivo utilizando
fuentes de informacioén primarias y secundarias.

Localizacion

El estudio fue realizado en municipios
pertenecientes a la region del valle del magdalena
medio colombiano, especificamente en Caparrapi
(Cundinamarca) Cimitarra (Santander), Honda
(Tolima) y Victoria (Caldas), zona comprendida
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entre los 5° 12" y 6° 18" de latitud norte, 73° 56’
y 74° 55" de longitud al oeste del meridiano de
Greenwich, sobre la zona intertropical, en el centro
del pais, entre las cordilleras central y oriental.
La altitud vari6 entre 200 y 1250 m.s.n.m.,
caracterizada como un piso térmico calido de
temperatura promedio 26° C.

Animales y muestreo

Se recolectaron en total 518 sueros de igual
nimero de bovinos, de los cuales, 253 fueron
donados de un banco de sueros del Comité de
Ganaderos de Puerto Boyaca (ASOREGAN)
siendo procedentes del municipio de Cimitarra. Las
restantes 265 muestras fueron colectadas de manera
prospectiva durante el periodo de muestreo entre los
meses de octubre y diciembre de 2008, utilizando
puncion de la vena coccigea de forma aséptica.

El criterio de inclusién de todos los animales
consistid en la ausencia de vacunacion contra IBR.
Todos los animales recibieron vacunacion contra
fiebre aftosa y ninguno reportaba signos clinicos de
alguna enfermedad.

De cada animal se registré informacion sobre la
edad, sexo, raza, procedencia, tipo de explotacion y
plan sanitario al que fue sometido. Luego de colectar
las muestras de sangre en tubos de ensayo fueron
centrifugadas a 500 G durante 10 minutos y los
sueros almacenados en Eppendorf de 1.5 mL fueron
transportados en refrigeracion hasta el Laboratorio
de Patologia de la Universidad de Caldas.

Las muestras fueron congeladas a menos 20 °C
y posteriormente se llevaron al Laboratorio de
Virologia de la UFSM, Rio Grande do Sul, Brasil,
para realizar la prueba de seroneutralizacion en placa
e identificar anticuerpos contra los herpesvirus.

Prueba de seroneutralizacion

Después de la inactivacion de los sueros a 56 °C
durante 30 minutos, aliquotas de 50 pL del suero
fueron diluidas en medio esencial minimo (MEM)
desde la primera diluciéon (1:2) hasta la ultima
(1:256) y fueron incubadas por dos horas a 37 °C
con una concentracion constante de virus (100
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Figura 1. Mapa de la zona de muestreo, se observan las distancias relativas entre los municipios muestreados

y las capitales mas cercanas.

TCDI, [dosis infectivas en cultivo celular]) de la
cepa Cooper del BoHV-1 en placas de polietileno de
96 pozos. Terminado el tiempo de incubacion, una
suspension de 4 x 10° células MDBK (Madin Darby
Bovine Kidney) en MEM fue adicionada en cada
uno de las cavidades de la placa. Posteriormente,
el complejo fue incubado en una cdmara de CO,
al 5% y a 37 °C durante tres dias. Al concluir este
tiempo, se realizd la respectiva lectura, en la cual
se consider6 como positivos a los sueros que
inhibieran el 100% del efecto citopatico (ECP)
causado por el virus (un suero negativo no tiene
anticuerpos contra el virus y por lo tanto las células
MDBK son destruidas en el momento de adicionar
la cepa viral), teniendo como punto de corte la
dilucion 1:4. El punto de corte fue establecido
durante la estandarizacion de la técnica en el Sector
de Virologia de la UFSM.

Analisis estadistico

Para el andlisis se utilizd la prueba chi-
cuadrado (X?) con un nivel de significancia de o
< 5% (p<0.05) para identificar relaciones entre
las variables edad, sexo, raza, procedencia, tipo
de explotacion, plan sanitario y la presencia de
anticuerpos contra agentes herpéticos.

Resultados

Mostrando los datos generales de la serologia
se encontré6 que de 518 bovinos analizados, el
55.5% (correspondientes a 286 muestras) fueron
positivos para el BoHV-1, mientras que el 35.3%
(182 muestras) estuvieron negativos en el momento
del analisis. Las restantes 50 muestras que
corresponden a un 9.12% presentaron citotoxicidad,
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es decir, el suero gener6 un deterioro del cultivo
celular, lo cual probablemente ocurri6 por la
presencia de eritrocitos o alguna otra sustancia que
inhibe el crecimiento de las células.

Respecto a la procedencia de los animales
muestreados, la seropositividad proporcional mas
alta correspondi6 a los bovinos de Cimitarra, con un
60,4% de prevalencia puntual (153 casos de un total de
253), mientras que en Caparrapi el dato de prevalencia
correspondio a un 55.2% (69 casos de 125) y en
ultimo lugar, las prevalencias en Honda con 45.8% (27
casos de 59) y Victoria con 45.7 % (37 casos de 81).
Estos resultados se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Bovinos seropositivos a BoHV-1 en algunos municipios del
Magdalena Medio Colombiano.

Seroneutralizacion en placa para BoHV-1

Municipio Toxicas *
No. %

Positivas
No. %

Negativas

No. % Total

Caparrapi 69 55.2 39 31.2 17 13.6 125
Cimitarra 153 60.4 92 36.4 8 3.2 253
Honda 27 45.8 19 32.2 13 22.0 59
Victoria 37 45.7 32 39.5 12 14.8 81

* Se refiere a la presencia de eritrocitos o alguna sustancia inhibidora del
crecimiento celular.

Respecto a la edad y teniendo en cuenta la
posible inmunidad pasiva a través del calostro, se
registré que todos los animales seropositivos fueron
mayores de dos afios. De acuerdo al sexo, aunque
debido al tipo de explotacion se encontraron pocos
machos, estos tuvieron una prevalencia proporcional
del 67% (6/9) mientras que en las hembras
correspondio al 55% (280/509).

Los resultados por sistema utilizado para
produccién indicaron que las ganaderias dedicadas
a la cria y ceba tuvieron el 59 % de positivos
(222/378) mientras las ganaderias de doble propoésito
presentaron un 46% de prevalencia puntual (64/140).
Estos resultados se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Seropositividad para BoHV-1 segun el tipo de explotacién pecuaria.

Seroneutralizacion en placa para BoHV-1

Tipo de :
explotacion Toxicas *

No. %

Positivas Negativas

No. % No. % Total

Cria - Ceba 222 587 131 347 25 6.6 378
Doble Prop. 64 457 51 364 25 179 140

* Se refiere a la presencia de eritrocitos o alguna sustancia inhibidora del
crecimiento celular.
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Asi mismo, se pudo observar respecto de la
raza, que los animales mestizos y de la raza cebu
comercial tuvieron un nivel de seropositividad
proporcional de 56% cada uno, (186 casos en los
mestizos de un total de 334 y 70 casos en los cebtl
de un total de 126), mientras que los animales de
la raza Lucerna presentaron un 52% de prevalencia
puntual (30 casos de 58). Estos resultados se
resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Seropositividad para BoHV-1 de acuerdo a la raza de bovinos.

Seroneutralizacion en placa para BoHV-1

Razas Positivas  Negativas  Toxicas* ..,
No. % No. % No. %
Brahman 70 55.6 38 30.2 18 143 126
ucerna 30 51.7 19 32.8 9 15.5 58
Mestizo 186 557 125 374 23 6.9 334

* Se refiere a la presencia de eritrocitos o alguna sustancia inhibidora del
crecimiento celular

El criterio para definir los individuos positivos
correspondid a la inhibicion del efecto citopatico
en la dilucion 1:4 teniendo en cuenta que eran
animales que no recibieron vacuna previa contra
herpes. Se realizo el modelo estadistico prueba de
Chi-cuadrado (p>0.05) concluyendo que no hubo
relacion estadistica significativa entre la presencia
de anticuerpos contra herpesvirus y las variables
edad, sexo, raza, procedencia y tipo de explotacion.

Discusion

Si bien el cuadro neuroldgico en bovinos esta
mas asociado con el BoHV-5, estd completamente
definido que el BoHV-1 también puede causar este
tipo de enfermedad. En este estudio se utilizo la
cepa Cooper del BoHV-1 para hacer las pruebas
serologicas debido a la facilidad econdomica y por
considerar innecesario probar para BoHV-5 basados
en los resultados obtenidos previamente por los
mismos investigadores en animales procedentes de
los Llanos Orientales (datos en via de publicacion)
en los que pudo comprobarse que tanto para uno
u otro de los virus, los animales reaccionan de
manera similar. La explicacion para este efecto
es la estrecha relacion en aspectos estructurales,
biologicos, antigénicos y moleculares que
comparten los dos virus (Beltrao, 2000; Flores et
al., 2009) y de esta forma es posible asumir que los



196 Piedrahita LE et al. Herpes Virus Bovino tipo 1 (BoHV-1) posible causa de encefalitis

anticuerpos presentes en los sueros, son el producto
de la presencia de cualquiera de ellos en el campo.

Las serologias para BoHV-1 en bovinos
de diferentes regiones de Colombia indican
prevalencias que varian entre el 0.75% (Zapata et
al., 2002a) hasta el 74% (Betancur et al., 2006),
mientras que para BoHV-5, en bovinos de la region
de los Llanos orientales, este dato correspondié a un
7.7% (utilizando una dilucion de 1:64) y a un 58.4%
(utilizando una dilucién 1:2) en los animales que se
muestrearon. En el mismo trabajo se encontrd que
un 55% de las muestras fueron positivas para ambos
virus (Pedraza et al., 2010b). El verdadero impacto
de las pérdidas econdmicas causadas por estos virus
en el pais aun se desconoce.

El alto porcentaje de reactores positivos
encontrados en esta investigacion permite afirmar,
que los bovinos en algiin momento de su vida, se
expusieron a los antigenos virales, ya sea a través
del contacto con cepas de campo, o con animales
vacunados. Existe la posibilidad de que sean
portadores de uno o ambos virus, porque cuando
se infectan, el ADN viral, persiste de por vida
(Zacarias et al., 2002). Durante la fase de latencia,
el virus puede reactivarse bajo condiciones de
estrés, con presentacion usualmente subclinica
de la enfermedad y puede excretarse de forma
intermitente al ambiente, lo que constituye una
fuente de infeccidn para animales susceptibles
(Avila, 2003). En ninguno de los bovinos de esta
investigacion, se reportaron signos clinicos de
enfermedades respiratoria, reproductiva o nerviosa,
pudiendo entonces tratarse de animales portadores
asintomaticos.

Teniendo en cuenta que en las fincas
seleccionadas para el muestreo no se realizan
vacunaciones contra estos virus, a partir de los
resultados pueden plantearse preguntas como el
porqué, estos virus no desencadenan enfermedad
clinica? Intentando responder, podria tratarse de la
posibilidad que las cepas de campo en estas zonas
tengan baja patogenicidad o que existan factores
epidemioldgicos en la zona, relacionados con la
baja presencia de signos clinicos o simplemente,
en el caso de la enfermedad neurologica, el
subdiagnostico de estos problemas.

En este sentido, algunos autores proponen que
las cepas de BoVH-1 que circulan en Colombia
pueden ser diferentes a las que circulan en aquellos
paises donde la IBR constituye un serio problema
de salud animal, sugieriendo la realizacion de
investigaciones para probar esta hipdtesis y
determinar si los planes sanitarios actuales se
desarrollan de acuerdo a las necesidades del medio
(Zapata et al. 2002a; Chaparro et al., 2003).

En cuanto a la encefalitis producida por los
herpesvirus hay varios aspectos para analizar,
en primer lugar, la carencia de diagndsticos de
laboratorio para varios agentes que afectan el
sistema nervioso de los bovinos los cuales incluyen
bacterias, virus y parasitos que desde el punto de
vista clinico son casi imposibles de diferenciar. Lo
inespecifico de los sintomas nerviosos y los esfuerzos
gubernamentales para controlar enfermedades
zoonoOticas como la rabia han permitido que se
enmascaren otras causas de encefalitis bovina y en
este caso, aquella producida por el BoHV-5. Estudios
preliminares en la misma zona de trabajo revelaron
la existencia de un subdiagnostico de enfermedades
del sistema nervioso (Montoya y Pedraza, 2009)
debido a multiples factores entre los que se pueden
citar el afan de diagnostico del virus de la rabia que
a pesar de su cardcter enzodtico, no es el mayor
causante de los sindromes nerviosos de acuerdo
al alto porcentaje de casos negativos registrados y
de los cuales no se conoce su verdadera causa. De
acuerdo a los resultados de la presente investigacion
se propone a los herpesvirus como posibles causas
de sindromes neurologicos en bovinos de la zona de
estudio y se expresa la necesidad de instaurar técnicas
de laboratorio especificas para detectar BoHV-1 y
BoHV-5 en animales muertos con sintomatologia
nerviosa y a manera de vigilancia pasiva en animales
destinados al sacrificio.

De acuerdo con los resultados, es importante
revisar las medidas de prevencion y control que
existen en el medio, debido a que en los municipios
que se evaluaron, existen vias que hacen parte de un
paso obligatorio para transportar animales a otros
lugares del pais y especificamente como eje vial
principal entre Bogota, Medellin, Bucaramanga,
Manizales, Ibagué¢, la Costa Atlantica y los Llanos
Orientales.
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Se recomienda, realizar nuevas investigaciones
en las que se utilicen anticuerpos monoclonales
para diferenciar los herpesvirus, e inclusive para
hacer comparacion entre cepas. En cuanto a los
tejidos procedentes de animales muertos con
sintomas nerviosos es neceario realizar pruebas de
inmunohistoquimica con anticuerpos especificos
para la identificacion de herpesvirus, rabia,
clostridium y neospora, entre otros agentes.
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