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Efecto del virus de la diarrea viral bovina en cultivo primario
de células endometriales infectados con el gammaherpesvirus
bovino tipo 4: modelo in vitro de coinfeccion viral
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El virus de la diarrea viral bovina (DVB) y el gammaherpesvirus bovino 4 (BoHV-4) infectan el ttero del
ganado siendo responsables de importantes pérdidas econémicas. La patogenia del BoHV-4 en el tracto
reproductivo bovino se ha dilucidado en parte mediante pruebas en cultivos primarios. Es importante
contar con condiciones in vitro 6ptimas, evitando la presencia de otros patégenos que puedan alterar
los resultados. E1 DVB es uno de los contaminantes virales mas frecuentes de los cultivos celulares. El
biotipo del DVB no citopatico (NCP) puede generar ganado infectado persistentemente (PI), siendo la
principal fuente de transmisién del virus en rebafios susceptibles. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar cdmo la infeccion natural de células endometriales bovinas (CEB) con una cepa NCP de DVB (CEB
+ DVB) afecta la replicacién de BoHV-4. Los cultivos primarios de células BEC y BEC infectadas natural-
mente con BVDV (BEC + BVDV) se cultivaron en placas de 24 pocillos, a una concentracién de 2,2 x 10°
células / ml. Se inocularon las monocapas confluentes con la cepa 10/154 de BoHV-4 a una multiplicidad
de infeccién (MOI) de 0,5. Se recolectaron células y sobrenadantes a los tiempos post-inoculacién (24,
48, 72 y 96 hpi) y se conservaron a -80 °C. Se extrajo el ARN de las células para amplificar los genes que
codifican el transcripto 2 (IE2) y las glicoproteinas B (gB), H (gH) y L (gL) mediante RT-PCR y se evalué la
cinética de replicacion viral por el método de titulacion de punto final, utilizando las células MDBK, BEC
y BEC + BVDV en placas de microtitulaciéon. Bajo un disefio aleatorizado con tres repeticiones, los factores
puestos a prueba fueron: medio de cultivo (con dos niveles: CEB libres de DVB y CEB + DVB) y tiempo
de lectura (con 4 niveles: 24, 48, 72 y 96 hs). Se realiz6 el andlisis de la varianza y el test Bonferroni. Los
resultados de RT-PCR mostraron un retraso en la expresidn génica del BoHV-4 para el gen IE2 y la glico-
proteina gB; no habiendo diferencias en la cinética de expresion de las glicoproteinas gH y gL. En cuanto
alos titulos virales se observaron diferencias significativas (p <0,05) entre los cultivos celulares en todos
los tiempos, siendo siempre mas bajos en células CEB + DVB. Se demostré como la infeccidon natural de
CEB con una cepa NCP de DVB afecta la expresion génica y la cinética de replicacion de BoHV-4. El retraso
en la expresién génica en las células CEB + DVB se puede atribuir a alteraciones producidas por el DVB en
la célula huésped, lo que generaria la falta de factores celulares necesarios para que BoHV-4 pueda llevar
a cabo su ciclo replicativo de forma eficiente. La comparacion de los titulos de BoHV-4 en cultivos celu-
lares mostré que la concentracion viral en el medio extracelular se vio afectada por una infeccién previa
con DVB. Este hallazgo destaca la importancia de deteccion de infeccién por DVB en cultivos de células
primarias bovinas, para evitar interferencias bioldgicas o malas interpretaciones de los resultados a la
hora de realizar estudios in vitro con BoHV-4.
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