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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ENFERMEDADES VIRALES EN LOS
EQUINOS

Vissani M A 2, Olguin Perglione C?, Tordoya M S*, Mifio S*, Barrandeguy
Mlz

nstituto de Virologia, CICVyA, INTA Castelar. ?Escuela de Veterinaria,
Universidad del Salvador, Pilar, Buenos Aires.

La industria hipica abarca la cria de caballos de distintasdistintas razas;
los deportes hipicos, y actividades relacionadas, como el trabajo rural y
los eventos ecuestres tradicionalistas; asi como también las actividades
de importacidn, exportacidn y faena. La Argentina, se ubica en 1° lugar
como productor de caballos de polo y 3° de sangre pura de carrera. Por
esto, las infecciones virales son una amenaza permanente para esta
industria. Paralelamente, la necesidad de contar con métodos rapidos de
diagnéstico, a fin de facilitar el transito internacional de caballos como
asi también instaurar medidas de prevencion y control ante brotes de
enfermedades infecciosas, han sido decisivos en la adopcion de métodos
de diagndstico molecular en muchos laboratorios de todo el mundo.

El objetivo de este trabajo es mostrar los resultados obtenidos en
nuestro laboratorio en los ultimos 5 afios (2013-2017) y evidenciar la
utilidad del diagndstico molecular para las enfermedades virales en el
equino.

En este periodo se aplicaron distintas modalidades de PCR para el
diagndstico de enfermedades virales en el equino. Se realizé la deteccion
del virus de arteritis equina (VAE) en 95 muestras de semen fresco y
congelado (importado en pajuelas); del virus de influenza equina (VIE)
en hisopados nasofaringeos (HN) de 1208 animales en dias previos a su
exportaciéon y de 136 animales cursando enfermedad respiratoria; de
alfaherpesvirus equino 1 (EHV-1) y 4 (EHV-4), en 386 muestras de fetos
abortados y en 134 HN de potrillos con enfermedad respiratoria; y del
virus del oeste del nilo (VON) y de encefalitis equina del este y oeste
(VEEE y VEEO) en 16 muestras de cerebro de equinos con enfermedad
neuroldgica. Las muestras positivas a EHV-1, se analizaron a su vez por
una PCR discriminativa en tiempo real para diferenciar las variantes
neuropatogénica y no neuropatogénica del virus.

Se detecté VAE en 1 partida de semen en la cuarentena previa a la
importacion y EHV-1 en el 4% (14/386) de los abortos analizados, siendo
en todos los casos la variante no neuropatogénica del virus. Se detectd
EHV-4 en el 1% (13/134) de los HN de animales con enfermedad
respiratoria analizados.

La implementacion de técnicas moleculares en el diagnodstico de
laboratorio de enfermedades virales equinas ha permitido evitar el
ingreso al pais del virus de la VAE, exportar gran nimero de caballos
garantizando la ausencia del VIE en las vias respiratorias de acuerdo a la
exigencia sanitaria de los paises compradores y diagnosticar
rapidamente infecciones virales endémicas rapidamente facilitando la
adopcién de medidas de control y prevencion. Por otra parte, los
resultados obtenidos constituyen una evidencia de la ausencia de
circulacion de VAE, VIE, VON, VEEE y VEEO en nuestros pais, en estos
afios.
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ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DE LA REGION V4 DEL GEN ENV DE
LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMIANTES Y SU ASOCIACION EN EL
DESARROLLO DE DIFERENTES CUADROS CLINICOS EN OVINOS Y
CAPRINOS INFECTADOS NATURALMENTE

Gonzalez M A?, Leyva C J?, Herrera L E3, Avalos C R*, Tértora P J!, Garcia
F M®, Martinez RH?, Ramirez A H!

Laboratorio de Virologia, Genética y Biologia Molecular, Facultad de
Estudios Superiores Cuautitldn. UNAM, Cuautitldn Izcalli Meéxico;
2Departamento de Ciencias Agronémicas y Veterinarias del Instituto
Tecnoldgico de Sonora; *Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en
Microbiologia Animal (CENID-Microbiologia). Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP); “Centro de
Investigacion Regional Noroeste Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP); *Centro Médico Nacional Siglo
XXI Departamento de Inmunologia.

Los Lentivirus de Pequefios Rumiantes (LVPR) pertenecen a la familia
Retroviridae y se han descrito hasta ahora cinco genotipos (A - E), con
una distribuciéon mundial. En la literatura se describen cuatro
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presentaciones clinicas principales (artritis, mastitis, neumonia y signos
nerviosos), sin embargo de un 30 a 40 % de los animales infectados no
desarrollan cuadros clinicos. La regiéon V4 de LVPR es homdloga a la
region V3 en VIH, la cual se ha asociado al tropismo viral y al desarrollo
de cuadros clinicos especificos, conservando aminoacidos en posiciones
especificas en ciertas proteinas virales de la envoltura formando asas
(loops) llamados patrones firma “signature patterms”. El objetivo de este
trabajo es estudiar la variabilidad en la region V4 del gen env de LVPR en
ovinos y caprinos infectados naturalmente, con diferentes cuadros
clinicos y asintomaticos en distintos rebafios del pais.

De 12 estados de la Republica Mexicana se obtuvieron muestras de
ovinos y caprinos, asintdmaticos, con artritis, mastitis y cuadro
respiratorio; de los cuales se colectd sangre completa y tejidos (bazo,
rifidn, glandula mamaria, membrana sinovial, higado y pulmén) para
detectar el ADN proviral mediante la técnica de PCR anidado,
amplificando la region V4 del gen env, esperando un producto final de
398pb. Las muestras positivas fueron purificadas y secuenciadas
mediante la tecnica de Sanger. Los animales fueron evaluados a la
presencia de anticuerpos contra LVPR por ELISA competitivo comercial.
A partir de 400 muestras seropositivas de ovinos y caprinos, se
obtuvieron 135 muestras positivas a PCR-V4; 69 de leucocitos de sangre
periférica (LSP) y 40 de tejidos en caprinos, 25 de LSP y 1 de tejido (bazo)
en ovinos, logrando secuenciar un total de 51 muestras de LSP y 41
muestras de tejidos. Se construydé un arbol filogenético comparando
secuencias de referencia con las obtenidas, de las cuales, 10 se
agruparon con secuencias del genotipo A y 82 con el genotipo B (n=42).
La deduccién de aminodacidos de las secuencias se realizé6 mediante el
uso de programas bioinformdticos, encontrando rangos de similitud
entre 0.250 a 1.00; se observaron regiones conservadas entre las
secuencias obtenidas y de referencia, y zonas altamente variables. Las
cisteinas que conforman la estructura del bucle de la region V4
(posiciones 10, 36, 39, 60 y 73) se conservaron. En los analisis
filogenéticos se encontrd una asociacién entre las secuencias de LVPR
obtenidas por region y por especie, no asi por cuadro clinico; por lo que
no fue posible identificar un patrén de secuencias que sugiriera que
existe una asociacion entre los cuadros clinicos y la regién genética V4
de LVPR.
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IMPLICANCIA DEL CAMBIO DE EXPRESION GENICA Y PROTEICA DE TNFA
Y SUS RECEPTORES EN LA INFECCION DEL SISTEMA RESPIRATORIO
BOVINO POR HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1Y 5

Marin M 2, Lendez P!3, Buructia M?#, Cobo E°, Dolcini G*3, Ceriani M3,
Pérez S'3, Odedn A?

1Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET),
Buenos Aires. 2Laboratorio de Virologia, Area de Produccién Animal, INTA
Balcarce, Buenos Aires. 3Centro de Investigacion Veterinaria de Tandil
(CIVETAN)-CONICET. FCV, UNCPBA, Tandil, Buenos Aires. *FCEyN,
UNMDP, Mar del Plata, Buenos Aires. °Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad de Calgary.

La informacién disponible acerca de la respuesta inflamatoria
desencadenada por diferentes alfaherpesvirus en los sitios de
replicacién primaria es escasa. El objetivo de este trabajo fue describir
los cambios en la expresion génica y proteica de TNF-a y de sus
receptores en el sistema respiratorio de bovinos infectados con
herpesvirus bovino (BoHV) tipo 1y 5 durante las distintas etapas del ciclo
infeccioso. Se utilizaron 14 terneros, 2 por cada grupo experimental,
inoculados con BoHV-1 o 5 para inducir infeccién aguda [6 dias post-
infeccion  (dpi)], latencia (24 dpi) o reactivacion mediante
inmunosupresidn con dexametasona (25 dpi) y 2 terneros control. Luego
de la eutanasia, se recogieron diferentes muestras de sistema
respiratorio (ganglios linfaticos retrofaringeos, epitelio de mucosa nasal
y traquea y pulmon) para los estudios de expresion génica mediante Real
Time RT-PCR y proteica mediante Western Blot. Los niveles de ARNm de
TNFa se redujeron en los ganglios retrofaringeos durante la infeccion
aguda y reactivacion viral, entre 0,06 y 0,98 veces con respecto a
animales control. En la trdquea, aumentd notablemente durante la
infeccién aguda por BoHV-1 (6,5 veces) y BoHV-5 (32,94 veces). En la
mucosa nasal y pulmén, el ARNm de esta citoquina se detectd
Unicamente durante la reactivacion de BoHV-1. No se detectd durante la
latencia en ninguna de las muestras analizadas. Con respecto a los
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niveles proteicos de TNFa, a los 6 dpi se detecté un aumento significativo
en el epitelio traqueal. Por el contrario, se registré una disminucion en
los niveles de proteina en los ganglios retrofaringeos durante la
reactivacion de ambos virus y en la trdquea para BoHV-5. EI ARNm de los
receptores de TNFa, TNFR1y 2, fue en general regulado positivamente a
los 6 dpi, con un aumento significativo (2,25 a 6,45 veces) en la mucosa
nasal y traquea. Durante la latencia de BoHV-1, se observaron cambios
significativos en la traquea para TNFR1 (1,98 veces) y TNFR2 (0,05 veces).
La reactivacion de ambos virus disminuyé los niveles de TNFR1 en los
ganglios linfaticos y mucosa nasal y en el pulmén sélo para BoHV-1. Sin
embargo, se observd una importante expresidon en la traquea para
ambos virus y el pulmén para la reactivacion de BoHV-5 (12 a 16 veces).
Respecto a la expresion de TNFR2, se observé una sobre-regulacion (1,9
veces) en los ganglios retrofaringeos durante la reactivacion de BoHV-5.
Los hallazgos descriptos en este trabajo demuestran la implicancia de la
modulacion diferencial de la expresién de TNFa y sus receptores durante
la infeccién por dos alfaherpesvirus bovinos, particularmente durante la
infeccidén aguda y la reactivacion. Por lo tanto, el estudio detallado del
proceso inflamatorio y las moléculas involucradas en los distintos
estadios de la infecciéon nos brindard futuras herramientas para la
prevencion o control de los frecuentes brotes respiratorios causados por
estos importantes patéogenos del ganado.

SVv 07

LOS ANTICUERPOS SISTEMICOS SON CAPACES DE EVITAR LA
GENERALIZACION DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE FIEBRE AFTOSA
EN BOVINOS LUEGO DEL DESAFIO POR ViA ORONASAL

Barrionuevo F!, Bucafusco D?, Di Giacomo S?, Ayude A%, Schammas J?,
Miraglia M Ct, Capozzo A?, Borca M3, Pérez Filgueira M*

nstituto de Virologia, CICVyA, INTA / CONICET ZInstituto de Virologia,
CICVyA, INTA (3) Plum Island Animal Disease, U.S.D.A.

Este trabajo describe la capacidad de anticuerpos (Ac) sistémicos contra
el virus de la fiebre aftosa (VFA) administrados por inmunizacién pasiva
en terneros seronegativos para evitar la diseminacién del VFA luego de
la infeccion por via oronasal. Se infectaron 2 grupos de terneros
transferidos con sueros provenientes de adultos inmunizados con
vacuna anti-aftosa de alta carga antigénica, uno de ellos usando suero
de 7 dias post-vacunacién (dpv) y otro de 26 dpv (n=3 c/u,); 1 grupo de
terneros vacunados (1 de 7 dpv y otro de 26 dpv) y un grupo de terneros
naive (n=2). Siete dias pos-infeccidn (dpi) se observaron bovinos con
generalizacion a las extremidades (grupos control naive y transferidos
con suero de 7 dpv) y otros sin generalizacidn (los 2 vacunados y los
transferidos con suero 26 dpv). Las respuestas humorales sistémicas y
las de células secretoras de Ac (CSA) en linfonddulos (LN) respiratorios,
mostraron patrones caracteristicos de acuerdo al estado inmunitario
previo de los individuos. Tanto los terneros naive, como los transferidos
con suero de 7 dpv mostraron respuestas primarias (desde los 4 dpi) a
nivel humoral y local, con titulos de 1gM por sobre la IgG1 en todos los
tiempos. Interesantemente, el ternero vacunado y desafiado a los 7 dpv,
gue no mostro signologia de fiebre aftosa a pesar de tener titulos de Ac
neutralizantes similares a los animales transferidos con suero de 7 dpv,
mostré un perfil de respuesta diferente: localmente el isotipo
predominante de las CSA del LN traqueobronquial fue 1gG1, seguido por
IgM e IgA con valores similares. Humoralmente también se vio un
incremento paralelo de los niveles de IgM e 1gG1 ya a partir de las 24 h
post-infeccion y hasta los 7 dpi. En el animal vacunado y desafiado a los
26 dpv, la infeccion no modificéd los titulos de los isotipos de los Ac
circulantes durante los 7 dias post-infeccién: mostré altos niveles de
IgG1 e indetectables para IgM en todos los tiempos. A nivel local, 1
semana post-infeccion se observaron perfiles de CSA propios de una
respuesta madura, con niveles similares de IgG1l, IgM e IgG2. Las
respuestas post-infeccion en los 3 terneros transferidos con suero de 26
dpv fueron mds variables. Aun asi, mostraron niveles constantes y
elevados de 1gGl durante la semana post-infeccion. Los niveles
promedio de IgM, detectables desde antes de la infeccidn, descendieron
hasta los 5 dpi para luego incrementarse hasta los 7 dpi. A nivel local, la
cantidad de ASC de I1gM e IgG1 fue similar en los 3 animales. En conjunto,
nuestros resultados demuestran que los Ac sistémicos en suficiente
cantidad y con composicidn isotipica “madura” pueden evitar la
generalizacion de la infeccion aerdgena del VFA. Sin embargo los
resultados del bovino vacunado e infectado a los 7 dpv, sugieren que la
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vacunacion puede promover, luego de la infeccién, el switch temprano
hacia el isotipo 1gGl a nivel sistémico y local, potencialmente
colaborando para prevenir la diseminacién del virus en el animal.
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USO DE ANTIRRETROVIRALES EN EL TRATAMIENTO DE GATOS
INFECTADOS CON EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA FELINA (VIF)
Gisbert A

El Virus de la Inmunodeficiencia Felina (VIF) es un Retrovirus lentivirus
que afecta al gato doméstico y que provoca inmunosupresion lenta y
progresiva.

En los gatos que no reciben tratamiento antiviral, el curso de la
enfermedad es mas rdpido, presentandose en forma mas temprana,
enfermedades e infecciones oportunistas. La aparicion de las mismas, se
encuadra dentro de la fase final de la enfermedad y su presencia puede
afectar la sobrevida de los pacientes.

El tratamiento de eleccién en un gato infectado con VIF, ademas del
tratamiento de sostén y del control de oportunistas, es el antiviral.

Un gran nuimero de los antivirales desarrollados como tratamiento
frente al VIH son potencialmente utiles en el tratamiento del VIF, sin
embargo, la toxicidad manifiesta en los gatos frente a muchas de esas
drogas imposibilitan su utilizacion.

Sin embargo, las alternativas terapéuticas posibles frente a gatos
infectados con VIF son muy amplias. En los ultimos afios se estudiaron
combinaciones de drogas, con la intencidn de establecer protocolos, que
aseguren una adecuada eficiencia antirretroviral, baja toxicidad y
reducida tasa mutagénica del virus. Las drogas que demostraron mayor
seguridad y efectividad en el control del VIF in vivo fueron las inhibidoras
de la transcripcion reversa (analogos nucledsidos y no analogos).
Existen numerosos estudios que evallan diversas alternativas
terapéuticas contra esta enfermedad. En todos ellos se menciona que la
droga mas segura y efectiva para el control de la enfermedad en el gato
es la Zidovudina (ZDV), cuyo efecto colateral es el de provocar anemia,
vémitos y diarrea.

Se han obtenido también muy buenos resultados en la asociacién de ZDV
a Lamivudina (3TC) y Nevirapina. Sin embargo, es necesario controlar
estrictamente a los pacientes debido a los efectos adversos provocados
por estas drogas.

Se han evaluado otros grupos de drogas como el Acido Valpoico y el
Interferén alfa recombinante 2B de origen humano, sin embargo, su
utilizacidn resulta controvertida.

Es conveniente iniciar el tratamiento antiviral lo mas pronto posible. Sélo
podran ser tratados con drogas virostaticas aquellos pacientes que no se
encuentren anémicos ni leucopénicos. Es importante realizar un
minucioso diagndstico de agentes oportunistas antes de iniciar cualquier
tratamiento, debido a que, al causar frecuentemente anemia y
leucopenia, complican la aplicacion y tolerancia de las drogas
virostaticas.

El tratamiento antiviral reduce la carga viral de los gatos infectados y
eleva la relacion CD4/CD8 durante periodos variables. Estos periodos
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