100 Rev Col Cienc Pec Vol. 15: 1, 2002

Resistencia natural, in vitro, alos virus de estomatitis vesicular y
de rinotraqueitis infecciosa en ganado Blanco Orejinegro

Albeiro Lépez Herrera, Zoot, MV, MSc; Alexander D Salazar, est. Med. Vet; Guillermo A Restrepo MV; Fabio N Zuluaga
MV, MS; Jorge E Ossa MV, MS, PhD.

Grupo de Inmunovirologia, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia, AA. 1226, Medellin, Célombia
e-mail: albeirolopez@medicina.udea.edu.co

(Recibido: 25 agosto, 2001; aceptado: 6 diciembre, 2001)

Resumen

Este informe da cuenta de los resultados de un proyecto encaminado a determinar la posible
diversidad fenotipica de la resistencia/susceptibilidad, in vitro, de la raza de ganado criollo
colombiano, Blanco Orejinegro (BON), a la infeccidn por virus de estomatitis vesicular (EV) y de
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (RIB). Se probaron 47 muestras de fibroblastos primarios de igual
namero de animales, mediante titulacion viral, y se determiné la Dosis Infecciosa Minima 50% por
ml (DIM _,,/ml) por el método de Spearman karber. Luego se obtuvieron los indices de Resistencia/
Susceptibilidad (IRS) y se agruparon los cultivos primarios de fibroblastos en resistentes y susceptibles
con los siguientes resultados: Para RIB los 47 cultivos primarios de fibroblastos de ganado BON
resultaron susceptibles; para EV serotipo Indiana, 37 fueron susceptibles y 10 resistentes, y para EV
serotipo New Jersey, se encontraron 41 susceptibles y 5 resistentes. Un polimorfismo fenotipico en
resistencia/susceptibilidad, in vitro, del ganado BON, se habia demostrado previamente para el virus
de la fiebre aftosa.

Palabras clave:Cultivos primarios de fibroblastos, ganado criollo colombiano, indice de resistencia/
susceptibilidad, replicacion viral.

Introduccién resistir la enfermedad en forma natural incluyen factores
inmunes y no inmunes.

Algunos individuos tienen la capacidad de
contrarrestar las infecciones, por medio de mecanismos El concepto de resistencia natural a infecciones
llamados de resistencia natural. La resistencia natundftales ha sido estudiado desde la primera mitad del
frente a las enfermedades infecciosas ha sidiglo XX cuando Webster demostré el fendmeno en
observada en varias especies de animales y segatones infectados con el virus de la fiebre amarilla;
Templeton y colaboradores (26), ésta se define conaste investigador observl que la resistencia a este
“la capacidad inherente de un individuo paragente viral tenia un patrén de herencia mendeliana'y
contrarrestar la enfermedad, sin previa exposicion @e esta manera abrié el campo de la resistencia natural
inmunizacién con un patégeno, donde el mayoque, en la actualidad, es tema de investigacion en
componente es heredable y establemente transmitidafermedades infecciosas del hombre (resistencia
de los padres a la progenie». Ademas, se ha demostradtural al HIV por ejemplo), y los animales (resistencia
gue los mecanismos por los cuales un individuo puedtural al virus de la fiebre amarilla en raton)(6).

* Direccion para solicitar reimpresos
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En Colombia existen siete razas de ganado crioll@demas, se relata que cuando estos animales sufren
todas ellas en un estado vulnerable segun Iastas enfermedades, las manifestaciones clinicas son
parametros de clasificacion de especies en via deas leves (5).
extincion de la FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) (10), dentro de Para colaborar con la caracterizacion de los
estas razas se encuentra el ganado Blanco Orejinegexursos genéticos de Colombia y afianzar los
(BON), el cual se origin6 a partir de los ganadosonocimientos sobre su biodiversidad, nuestro grupo
introducidos por los conquistadores, desde haade investigacién esta desarrollando proyectos
alrededor de cinco siglos, y se adapto a las condicionedientes a verificar la resistencia natural del ganado
medioambientales de la region cafetera andina, sariollo colombiano BON a varios agentes infecciosos
una seleccion técnica por parte de los ganaderos. Estatre ellosSalmonella Dublin SL226@nodelo para
raza representa un recurso genético valioso, puesesstudiar resistenciataucella sp (24, 25)y elirus
desempeiio productivo ha sido caracterizado por sde la fiebre aftosa (18, 19). Con el presente estudio
buenos rendimientos, la alta fertilidad, la rusticidad yos propusimos ampliar el campo de investigacion de
la longevidad, a pesar de las condiciones dkaresistencia a otros agentes virales, incluyendo otras
explotacion en suelos pobres, pendientes y en mediafermedades de comun ocurrencia en nuestro medio,
de los parésitos y demas condiciones propias de ltgles como la Estomatitis Vesicular (EV) y la
climas célidos y humedos del trépico colombiano (2)Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (RIB).

En la actualidad existen 2.866 animales BON puros La EV es una enfermedad infecciosa aguda que
en el pais (10), distribuidos en unos pocos nucle@ecta a los equinos, bovinos y suinos, producida por
conservados por algunas instituciones publicas y pon virus de la familia Rhabdoviridae, género
algunos ganaderos que junto con los programas #esiculovirus del cual existen mas de 10 serotipos,
recursos genéticos del gobierno, han evitado stuyos signos clinicos incluyen la presentacion de
extincion. A pesar de los esfuerzos realizados paesiculas en lengua, nariz, ubre y al rededor de los
algunas personas y entidades para promover la razaletes coronarios de las pezufias (16).

y dar a conocer sus bondades en la produccién

pecuaria, los ganaderos siguen prefiriendo la Esta enfermedad es endémica en América y en

explotacion de razas foraneas. Colombia circulan los serotipos Indiana y New Jersey
(EV-l 'y EV-NJ) (12). y ocurre con presentaciones

Uno de los mayores atributos que ha contribuidde ondas epizoéticas en ciclos que se repiten
al mantenimiento de esta raza, es la marcadmualmente desde 1929, afio en el que este virus entrd
resistencia a los ectoparasitos, especialmente al nucdepais (16, 28). La mayor incidencia ocurre
(2,7,9, 14, 22). Se hademostrado que los individuggeneralmente entre los meses de diciembre a abril
de raza BON presentan una menor susceptibilidad(pico mayor) y de junio a octubre (pico menor) (20).
la infestacion con la larva dgermatobia hominiy  Esta entidad clinica es de mucha importancia en
la respuesta inflamatoria que induce contra la mism@olombia, no solo por su similitud con la fiebre aftosa,
es significativamente menor, en comparacion con Isino por las cuantiosas pérdidas que ocasiona en las
raza Costefio con Cuernos que exhibe reacciongslustrias lecheras y ganaderas localizadas en las
inflamatorias mas intensas (4, 5). Ademas, se ldiferentes areas (16).
confirmado la resistencia del BON al nuche, como un
caracter hereditario trasmitido en forma dominante y, La ecologia del virus de EV no es bien entendida
correlativamente, se clasific6 al BON comoauln. Existen muchas preguntas sobre dénde y como
medianamente resistente, comparado con el ganas®mantiene el virus en la naturaleza, cdmo se transmite
Cebu que es resistente y el ganado Holstein qyecomo se introduce en los hatos libres de infeccién.
presenta el rasgo de susceptibilidad (8). Los serotipos Indiana y New Jersey pueden tener

diferentes ciclos y se ha demostrado que la infeccion

Segun relatos de ganaderos y campesinos peoducida por EV-l es frecuente entre animales
sugiere que esta raza es mas resistente a la brucelesiséreos o semiarbdreos dentro de las zonas
y a la fiebre aftosa, en comparacion con razasnzodticas, y que el agente se puede aislar a partir de
especializadas en produccion de carne y lechd@raros y mosquitos. Se sugiere, entonces que el virus
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es sacado de su ciclo natural por vectores; de tal suerteMateriales y métodos
gue los animales domésticos soélo serian hospederos
accidentales (11). Cultivos primarios de fibroblastos de ganado
BON. Para el desarrollo de esta investigacion se
La RIB es una enfermedad viral con distribuciérutilizaron 47 cultivos primarios de fibroblastos de
mundial, cuyo agente etioldgico es el Herpesviruganado BON obtenidos del Repositorio de células del
bovino 1 (HVB-1), perteneciente a la familiaLaboratorio de Virologia Facultad de Medicina
Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvirinae, génerdJniversidad de Antioquia. Los cultivos primarios de
varicellovirus. El agente causante de la RIB, la cudibroblastos se replicaron en medio de crecimiento,
se presenta como una enfermedad respiratoria agu@BMI-1640 Sigm&con 10% de suero fetal bovino y
en los bovinos, puede también causar la vulvovaginitedicionado con 1% de penicilina-estreptomicina.
pustular infecciosa y abortos en las hembras, y
balanopostitis pustular infecciosa, en los machos (11). Células MDBKCélulas de rifion bovino, obtenidas
del Repositorio de células del Laboratorio de Virologia
El virus penetra al hospedero por el tracto respiratoribacultad de Medicina Universidad de Antioquia se
por medio de aerosoles, o por contacto directo caeplicaron en medio de crecimiento, (MEM Sigma
secreciones nasales; la transmision venérea ocurre@ 10% de suero fetal bovino y 1% de Vitaminas, de
través del coito o de semen contaminado. Este virasninoacidos no esenciales, de L-glutamina y de
tiene la capacidad de establecer un estado de latenpenicilina-estreptomicina). Las células MDBK fueron
por largo tiempo y producir reactivacion de la infeccionutilizadas para replicar el virus de IBR y como control
de manera intermitente, al igual que otros virusle susceptibilidad para IBR y EV.
pertenecientes a la misma familia (11, 12).
Células Vero 76Células de rifion de mono verde
En Colombia se aislo el virus de RIB por primeraafricano, obtenidas del Repositorio de células del
vez en 1972, en muestras obtenidas en matadero, ldeboratorio de Virologia de la Facultad de Medicina
vacas con historia de abortos; desde entonces el visla Universidad de Antioquia, se replicaron en medio
ha sido asociado con abortos y problemade crecimiento. Estas células se utilizaron para
reproductivos (13), pero una verdadera asociacigeplicar y titular los virus EV-1y EV-NJ.
etiol6gica no se ha demostrado y se cuenta con pocos
aislamientos del virus; lo cual contrasta con la alta Virus de Estomatitis VesicularMonocapas de
prevalencia de anticuerpos, determinada en encuestadulas Vero 76 fueron infectadas con cepas de
serologicas que muestran una amplia distribucion deferencia de EV (EV-l o EV-NJ) mantenidas en
la infeccion en el pais (1, 3, 29). nuestro Laboratorio en botellas de cultivo celular de 25
c?, el virus fue cosechado cuando se observo al
En intentos de aislamiento en Antioquia, realizadosnicroscopio invertido un efecto citopatico en el 80 a
por Zapata y colaboradores desde 1.993, en 2.180% de la monocapa (18-24 horas post-infeccion),
muestras vaginales no se pudo aislar el virus. Ademdlarificado por centrifugacion, distribuido en alicuotas,
en este mismo trabajo se caracterizé molecularmertitulado y conservado a -70°C hasta el momento de su
un aislamiento de RIB, hecho por el grupo de trabajoso.
de la Universidad Nacional de Colombia seccional
Bogota, que resulté pertenecer al subtipo molecular Virus de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina.
2b, no relacionado con produccién de abortos (27).Monocapas de células MDBK en botellas de cultivo
celular de 25 cifueron infectadas con IBR cepa
En un estudié de prevalencia de la infeccion poBogotd mantenido en nuestro Laboratorio, el virus fue
HVB-1 en el ganado BON de Antioquia se encontr@osechado, alicuotado vy titulado como se describid
un nivel bajo de reactores (11.5%) (23), eranteriormente para EV.
comparacion con los indices reportados para el
departamento y para otras regiones del pais, en Titulacion de virus.Se determiné el titulo para
general, que fluctuaba entre 13% en la costa atlanti&a/-1 y EV-NJ en células Vero 76 y de RIB en células
y 67% en la poblaciéon de toros del Uraba antioqueAdDBK. Ambos virus fueron titulados en los 47
(29). cultivos primarios de fibroblastos de BON. Los virus



Rev Col Cienc Pec Vol. 15: 1, 2002 103

fueron titulados por el método de Dosis Infecciosaontrol interno de titilacion durante el desarrollo de
Minima 50% (DIM,,,) y se definio como DIM, la  los experimentos, ya que si el control de cada una de
mayor dilucién capaz de producir algun efectda sesiones variaba mas de un logaritmo por encima o
citopéatico en por lo menos el 50% de los pozopor debajo del titulo del stock, los experimentos serian
infectados. repetidos.

Fenotipificacion de resistencia/susceptibilidad. Los DIM,, en células MDBK en las 14 sesiones
Para evaluar la resistencia/susceptibilidad a los virde titulacion variaron entre 40y 10'° para EV-I,
estudiados en cultivos primarios de fibroblastos d&®>*y 10°®° para EV-NJ y 10y 1@ para RIB. Para
ganado BON se determind la D)) para cada uno los 47 cultivos primarios de fibroblastos BON los
de los tres virus en cultivos de fibroblastos de lo®IM_, variaron asi: para EV-l entre 1y 1C, para
animales a probar asi: Se sembraron 50.000 célulasEvi-NJ entre 10y 1012 para RIB variaron entre 10
un volumen de 100 ml de medio de crecimiento en cagal(®*(Tabla 1).
uno de los pozos de un plato de 96 pozos, para cada
uno de los animales; El plato fue infectado con 100 ml Para categorizar los cultivos primarios de
por pozo de diluciones decimales de los virus (4 pozdiroblastos, de acuerdo a su IRS, se tuvo en cuenta
por dilucién), EV-ly EV-NJ desde fhasta 16, IBR  la variacion de la prueba de titulacién de los virus en
desde 108 hasta 16; cada plato incluia un control de las células control susceptible MDBK. La tabla 2
células no infectadas. Los platos se incubaron durantauestra los valores promedio del titulo en células
72 horas en atmosfera hiumeda al 5% dgeC&¥°C, MDBK y la desviacion estandar (ds) para cada uno
luego de lo cual se evalu6 el efecto citopatico pate los virus usados a lo largo de los experimentos
observacioén al microscopio invertido y por tincion corcomo control de susceptibilidad. Los cultivos
cristal violeta; el titulo se determind por el método derimarios de fibroblastos BON, para cada uno de los
Spearman-Karber. En cada jornada que se realizatvas virus utilizados, se clasificaron en las categorias
la prueba con animales BON (méaximo seis animalagsistente (R) y susceptible (S) asi: Un cultivo primario
por jornada) se incluia la titulacién de las mismase ubic6 en el grupo S, cuando el IRS fue menor o
diluciones del virus en células MDBK, siguiendo eligual de dos ds en las células control (la ds de los
mismo protocolo. Eltitulo obtenido en MDBK en cadaitulos en células MDBK para EV-I fue 0.35, para
jornada, se utiliz6 como el referente de maxim&V-NJ 0.4 y para RIB de 0.5), es decir cuando el log
susceptibilidad para hacer las comparaciones con los

fibroblastos de BON respectivos.
Tabla 1. Rangos de variacion de los DIM,,, en Cultivos

Calculo del indice de resistencia/susceptibilidadorimarios de fibroblastos BON 'y Células MDBK (control
(IRS). Este indice es el resultado de la comparaciofe susceptibilidad)
del titulo obtenido en células MDBK y el titulo obtenido HVB-1 VEV | VEV NJ
para cada uno de los animales BON y se expresé
como el logaritmo de la division entre el titulo en células MDBK BON MDBK BON MDBK BON
MDBK y el titulo en células de BON, asi: IRS = LogMéximo 16 10** 10"° 10° 10*° 10%%

(DIM_.,, BHK-21/DIM_  BON). Minimo 10 100 10°%° 10*®* 100%® 10

50% 50%

Anadlisis estadistico.Los datos se analizaron
mediante estadistica descriptiva determinandgapja 2. Promedio y desviacion estandar (ds), de los
promedio, desviacion estandar (ds), maximoy miniMP|M, ., para cada uno de los virus en células MDBK

para cada grupo. control de susceptibilidad. n: Numero de titulaciones
=14.
Resultados
Parametro HVB-1 VEV | VEV NJ
Una vez obtenidos los lotes de virus a utilizaren n 14 14 14
los diferentes ensayos, fueron titulados y 10s RIM  promedio 10° 1068 1078

resultantes fueron 10162y 1 para EV-I, EV-NJ

. ! . 0.5 0.35 0.4
y RIB respectivamente, estos titulos se utilizaron coma ds
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de la diferencia entre el DI, en las células MDBK Discusion
(control de susceptibilidad) con el Dl de los
fibroblastos fue menor o igual a dos ds, si esta La investigacion sobre la existencia o no de
diferencia era mayor a dos ds, el cultivo primario fueesistencia natural a la infeccién por virus de
considerado R; asi que para EV-I los cultivo€stomatitis Vesicular y de Rinotraqueitis Infecciosa
primarios S fueron todos aquellos cuyos IRS fugranBovina, en bovinos de la raza BON, es una
0.7 y los R cuyos IRS fueron > que 0.7; para EV-NXontribucién al conocimiento para la caracterizacion
si el IRS fue< 0.8 el cultivo fue Sy R si el IRS fue > genética de esta raza de ganado criollo, considerada
0.8; para IBR los S fueron aquellos cuyos IRS<fue como un valioso recurso para la produccion en nuestro
que 1.0y los R los que el IRS fue > 1.0 (Tabla 3). medio. Elestudio esta inscrito dentro de nuestra linea
de investigacion sobre resistencia/susceptibilidad del
Como se observa en la figura 1 de los 47 animalé&sanado Criollo colombiano BON a infecciones virales.
BON fenotipificados,in vitro, 37 (79%) fueron
susceptibles y 10 (21%) resistentes para EV-I; para Acorde con los resultados descritos, se demostré
EV-NJ 41 (87%) se ubicaron en la categoria S y polimorfismo fenotipico para la resistencia/
(13%) en la R y para RIB, el 100% de los cultivosusceptibilidad,in vitro, del ganado BON a la
primarios fueron susceptibles, 29 de los cuales (62%)feccion por los dos serotipos del virus de EV con
fueron mas susceptibles que las células MDBK contralna mayor prevalencia del fenotipo de resistencia
de susceptibilidad; de los cultivos primarios que s&ente al serotipo Indiana.
ubicaron dentro de la categoria de resistentes para
EV-l y EV-NJ sélo dos resultaron ser resistentes a Un posible mecanismo para la resistencia a EV
ambos serotipos. podria ser a través del interferon, puesto que este virus
es muy interferogénico, ya que posee como genoma
un RNA'y, durante su replicacion en el citoplasma de
Tabla 3. Categorizacion (S: susceptible, R: resistente)  la célula infectada, pasa por RNA de doble cadena
de los cultivos primarios de fibroblastos de ganado BON  que es el mayor inductor biolégico de interferén (12).
para cada uno de los tres agentes estudiados. IRS:  Otros mecanismos como la apoptosis podrian también
Indice de resistencia/susceptibilidad. estar involucrados, ya que se ha demostrado que
algunas células infectadas con virus de estomatitis

Categoria HVB-1 VEVI VEVINJ vesicular entran rapidamente en apoptosis, lo que

s IRS<10 IRS<07 IRS<0.8 disminuye ladiseminacion delvirus (15, 17).

R IRS>10 IRS>07 IRS>08 Llama la atencién que dos serotipos del mismo virus
presenten diferente respuesta de resistencia/
susceptibilidad en los mismos cultivos primarios, este
mismo fenémeno se presento en otro estudio realizado

100 con virus de fiebre aftosa subtipos A24 Cruzeiro y
Y 01 Campos (18, 19).
80)

§£ & ® En cuanto al virus de rinotraqueitis infecciosa

[ 100 . . . . .

5% bovina, todos los cultivos primarios de fibroblastos de
2 ganado BON fueron susceptibles; mas aun el 62%
o N g%gg:‘f presentd mayor susceptibilidad que el control de células
10 B MDBK, lo que indica, en principio, que todos los
0 T individuos probados son igualmente susceptibles; esto

Figura 1. Porcentaje de cultivos primarios de €S+ dué no existen polimorfismos en la resistencia

fibroblastos de ganado BON resistentes y susceptibles ~ {reénte a este virus.

alainfeccion por rinotraqueitis infecciosa bovina cepa

Bogota (RIB), virus de estomatitis vesicular serotipo Para contribuir a la caracterizacion de los recursos
New Jersey (EV-NJ) y virus de estomatitis vesicular  genéticos con los que cuenta Colombia, nuestro grupo
serotipo Indiana (EV-I). de investigacion se propuso determinar la resistencia
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natural del ganado BON a otros agentes infecciosos De los 47 animales fenotipificados para estos virus,
y se demostro que el gen que codifica para la proteidf fueron probados también para resistencia al virus de
del macrofago asociada a la resistencia naturdd fiebre aftosa y sélo se encontré una coincidencia de
(Nrampl) contra patdgenos intracelulares, como lan cultivo que resulto ser resistente tanto a la infeccién
Brucella abortusy la Salmonella Dublingsta por el virus de la fiebre aftosa A24-C como EV-I, lo
presente en forma homocigética para el alelo dgue podria estar indicando que los mecanismos, en cada
resistencia en 79 de 80 (98.75%) animalesaso, no sonlos mismos o0 no operan de la misma manera.
genotipificados; sélo uno resulté ser heterocigético (24,

25). También se ha fenotipificado la resistencia/ Otros estudios en marcha, tienen el objetivo de
susceptibilidadijn vitro, de este ganado al virus deevaluar la induccién de IFN tipo | en los cultivos
fiebre aftosa; 55 de 60 (93.3%) animales fueroprimarios de estos animales ante la infeccién por los
resistentes, al subtipo A 24 Cruzeiro y 50 de 97(52.8%ps serotipos de EV, para establecer si la resistencia a
lo fueron al subtipo O1 Campos; ademas, se demosste virus esta determinada por la produccion de IFN;
gue hay correlacion entre la capacidad de producci@si mismo, se determinara si la resisternigiitro, a

de interferdn ante la infeccién con el virus de la fiebréiebre aftosay a EV es mediada por la apoptosis inducida
aftosa y la resistencia a este agente; asi, los cultivpsr estos virus en las células infectadas. Por altimo,
primarios de fibroblastos BON altos productores dserd necesario realizar estudios de resisté@meiao
interferén, 32-64 Unidades internacionales d@ara corroborar los resultados obteniitiogtro. Una
interferon por mililitro (UIIFN/mI), resultaron vez definidos estos fenotipiwsvivo, y con la ayuda de
resistentes a la infecciébn con ambos subtipos; mientrpocedimientos biotecnolégicos, serd posible aplicar
gue en los que se induce baja produccién de IFN gstos conocimientos para mejorar la produccion
UIIFN/mI) siempre son susceptibles (19). pecuaria del pais.
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Summary

In vitro natural resistance to Vesicular Stomatitis Virus and Infectious Bovine Rinotracheitis
Virus in Blanco Orejinegro cattle

This report presents the results of a project whose goal was to determine the possible phenotypic
diversity in, in vitro, resistance/susceptibility of the Colombian Criollo cattle, Blanco Orejinegro
(BON), to the infection with Vesicular Stomatitis Virus (VSV) and Infectious Bovine Rinotracheitis
Virus (IBRV). 47 primary fibroblasts cultures belonging to same number of animals were tested by
means of viral titration, and the Minimum Infectious Dose 50% by ml (MJ[Yml) was determined by
the Spearman karber method. Then the Resistance/Susceptibility Index (RSI) was obtained and the
primary fibroblasts cultures were categorized as resistant or susceptible with reference to MDBK
cells as susceptible control. For IBRV all primary fibroblasts cultures were susceptible; for VSV
serotype Indiana, 37 were susceptible and 10 resistant, and for VSE serotype New Jersey, 41 were
susceptible and 5 resistant. Our research group had previously demonstrated phenotypic polimorphism
in, in vitro, resistance/susceptibility to foot and mouth disease virus in this cattle breed.

key Words: Colombian Criollo Cattle, primary fibroblasts cultures, resistance/susceptibility index,
viral replication.
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