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REPRODUCCION EXPERIMENTAL
DE RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA.
I. INOCULACION DE DOS CEPAS DEL VIRUS HERPES
BOVINO TIPO 1 AISLADAS EN CHILE

Luis Moraga B. (MV, MS), Eduardo Ruidiaz G. (MV), Livio Zurita A. MV, MS),
Maria O. Celedon V. (MV), Patricio Berrios E. (MV, MS, Ph.D.)

INFECTIOUS BOVINE RHINOTRACHEITIS. EXPERIMENTAL INFECTION
OF CALVES BY INOCULATION OF TWO STRAINS OF BHV - 1

Pathogenicity of two chilean strains of BHV-1 was determined in 7 calves inoculated
intranasally. The predominant clinical symptoms observed were dry cough, hypertermia,
hyperpnoea, serous nasal discharge, oral pustules and small white plagues on the nasal
mucous membranes. After 7 to 12 days all the animals recovered. BHV-1 was isolated from
nasal swabs 4 to 15 days after inoculation; viral isolation from ocular swabs was sporadic.
Low specific serum neutralization titres were detected until 15 days post inoculation. It is
concluded that both strains are able to cause mild respiratory symptoms when inoculated in

susceptibles calves.

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (RIB) se des-
cribié por primera vez como una infeccién aguda
del sistema respiratorio, en predios lecheros y de
engorda de ganado (feedlots) en California y Colo-
rado, USA, en el afio 1954 (Schroeder y Moys,
1954; Miller, 1955; McKercher y Cols., 1955).
El agente de la RIB es el Virus Herpes Bovino
tipo 1 (VHB-1) que se asocia, ademdis de RIB, a
numerosos cuadros clinicos, donde sobresale el rol
que juega como agente potencial de aborto e inferti-
lidad del ganado bovino (Kahrs, 1977; Gibbs y
Rweyemamu, 1977) y como agente causal de ence-
falitis, provocando alta mortalidad (Beck, 1975;
Schifferli y Cols., 1985; Carrillo y Cols., 1985).
Los antecedentes nacionales sobre RIB, datan de
1960 cuando Meléndez y Rodriguez (1960), aislan
de mucosa lingual un virus que se comportaba como
el causante de RIB; se confirma la presencia del
VHB-1 en Chile, cuando Berrios y Cols. (1979) lo
aislan y tipifican en exudado nasal de bovinos con
sintomas respiratorios; posteriormente se aisla de
muestras de lesiones bucales erosivas (Berrios,
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1982), de secrecion nasal (Reinhardt y Cols., 1984)
y desde higado, bazo y pulmén de un neonato
muerto horas después del parto (Berrios y Cols.,
1985).

Encuestas serolégicas realizadas en Chile, sefa-
lan valores de prevalencia que van desde el 21,3%
(Casanova y Paredes, 1980) hasta 45,37% con ani-
males positivos, desde la Regién Metropolitana
hasta la XI Regién (Moraga, 1982).

La historia natural de las enfermedades asocia-
das al VHB-1 y de la rinotraqueitis infecciosa en
particular, indica que las manifestaciones clinicas
han variado a través del tiempo y la gravedad de los
enfermos, cambia de un pais a otro; esta dindmica
en las enfermedades asociadas al VHB-1, probable-
mente se deba a factores de manejo animal, patoge-
nicidad de las cepas virales y a la asociacion sinérgi-
ca con otros agentes infecciosos (Moraga, 1982).

La reproduccién experimental de RIB, concuer-
da con la historia natural de la enfermedad, encon-
trandose variaciones en la respuesta clinica del
huésped (McKercher y Cols., 1963; Smith y Cols.,
1980; Schudel y Cols., 1981; Narita y Cols., 1982;
Msolla y Cols., 1983a, 1983b; Carriilo y Cols.,
1985).

La alta prevalencia de RIB en Chile, la presenta-
cién de cuadros clinicos, aparentemente de poca
gravedad y los antecedentes histéricos de la rinotra-
queitis infecciosa bovina, motivaron la ejecucién
de este trabajo, con el objeto de estudiar la patoge-



nicidad y el efecto de dos cepas de VHB-1, aisladas
en Chile, al inocularlas en terneros serolégicamente
negativos a este agente viral.

MATERIAL Y METODOS
1. Cepas virales

Se utilizaron dos cepas chilenas de VHB-1. La cepa
Puente Alto (PA-1977), aislada de secrecién nasal
en bovinos con sintomatologia respiratoria (Berrios
y Cols., 1979) y la cepa Frutillar (FAF-1982), aisla-
da en un neonato muerto dos horas después del
nacimiento, en un predio con antecedente de abor-
tos recientes (Berrios y Cols., 1985). Ambas cepas
de VHB-1 se mantuvieron en cultivos celulares de
rinén fetal bovino y congelados a —70°C en el
laboratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad de Chile.

2. Animales experimentales

Se utilizaron 11 terneros, cinco hembras y 6 machos
de 5 a 8 meses de edad, seroldgicamente negativos a
VHB-1. Los animales se mantuvieron en cuarente-
na durante 30 dias previos a la inoculacién experi-
mental y fueron enviados a matadero una vez finali-
zado el experimento (15 dias posinoculacién). Du-
rante todo el periodo, la alimentacion consistié en
heno de alfalfa “ad libitum”.

3. Cultivos celulares

Para la preparacion de la suspension viral, aisla-
miento viral y seroneutralizacién, se empled la 1i-
nea celular de rifién fetal bovino (MDBK).

4. Controles previos al desafio viral

Se realizaron dos controles serolégicos con un in-
tervalo de 15 dias y un control bacterioldgico de
muestras de exudado nasal para pesquisar posibles
cambios posinoculacién. Se realizaron dos exdme-
nes clinicos al dia (alas 9 y 16 horas), durante 5 dias
preinoculacion; se registr6 temperatura rectal, fre-
cuencia respiratoria, frecuencia cardiaca, frecuen-
cia ruminal, caracteristicas de mucosas, exudado
nasal y ocular, el comportamiento y la actitud de los
animales.

5. Disefio experimental

Los animales se dividieron en dos grupos, uno de
ellos (grupo A) fue inoculado con la cepa VHB-1
PA-1977 y el otro (grupo B) con la cepa VHB-1
FAF-1982. Dos meses después de finalizar el expe-
rimento con el grupo A se inoculd a los terneros del
grupo B. Dentro de cada grupo los animales se
distribuyeron en igual forma, uno de ellos como
control (A y Bg), un segundo ternero para realizar
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un pasaje de las cepas virales mantenidas en labora-
torio (A y By), de éstos se aisld la cepa de VHB-1
correspondiente, para la inoculacién posterior en
los animales restantes del grupo respectivo (A;, As,
A4, As, By, Bsy By).

La inoculacién viral de los terneros se realizé
mediante un nebulizador de vidrio, conectado a una
bomba de vacio; se generé una nube de aerosol,
administrando 5 ml de suspensién viral (titulo 1076
DICT 50/ml) en cada ollar. Los terneros controles
fueron inoculados en igual forma, con el sobrena-
dante de un cultivo celular no infectado.

6. Controles posinoculacion

Se continué con el examen clinico, iniciado 5 dias
previos a la inoculacidn, hasta el dia 15 posinocu-
lacién (p.i.). Diariamente desde el dia 0 hasta el dia
15 p.i., se tomaron muestras de secrecidn nasal y
ocular para aislamiento viral. Cada 3 dias se toma-
ron muestras de sangre para control serologico.

El dia 7 se hizo un control bacteriolégico de las
muestras de exudado nasal.

El virus aislado de los animales expuestos, fue
identificado por su efecto citopético e indice neutra-
lizante, segin técnicas convencionales (Jenney y
Wessman, 1976). Para el calculo del indice neutra-
lizante se usé el método de Reed y Miiench (1938).

7. Analisis de resultados

Los sintomas clinicos, aislamiento viral y resulta-
dos seroldgicos, fueron descritos y comparados con
los animales controles, antecedentes registrados en
los animales desafiados, durante los dias previos a
la inoculacién y la informacién relacionada con
RIB, obtenida en la revisién bibliogréfica.

RESULTADOS

Los dos grupos de terneros (A y B) inoculados con
las cepas de VHB-1, cursaron con sintomas respira-
torios que corresponden a una alteracién moderada
de las vias respiratorias altas, entre el dia 2 p.i. y los
dias 6 a 8 p.i. Los sintomas se caracterizaron por:
tos seca, eliminacion de exudado nasal seroso a
mucoso, taquipnea, hipernea, hipertermia, conjun-
tivitis leve y congestion moderada de la mucosa
nasal, con presencia de pequenas pustulas que pos-
teriormente formaron placas fibrinonecréticas de
pequeno tamaiio.

Descripcion de los sintomas clinicos

1. Tos. La tos fue seca y persistente, se mantuvo
desdeeldia2 p.i., hastael dia7 p.i. enel grupo
Ay desde el tercero al sexto dia en el grupo B.

2. Exudado nasal. La secreci6n nasal fue seromu-
cosa, y se presentd desde el dia 2 p.i. en los




terneros del grupo B, y desde el dia 3 en los del
grupo A. La secrecién se mantuvo seromucosa
hasta el dia 6 p.i., para luego disminuir (As, B,
y By). En el dia 8 p.i., la secrecién nasal era
normal, con la excepcidn del ternero As, en el
cual persistié un abundante exudado mucopuru-
lento hasta el dia 13 p.i.

3. Taquipnea. La frecuencia respiratoria aumenté
en forma importante, s6lo en el grupo B, entre
los dias 2 y 8 p.i. (figura | y 2), especialmente
en los terneros B, y By. En el grupo A, la
frecuencia respiratoria promedio aument6 en
forma leve durante los dias 2y 3 p.i. (figura l y
3), y como una consecuencia de la taquipnea del
ternero A,).
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Figura I. Variacion diaria de la frecuencia respiratoria desde 5
dias preinoculacién hasta 15 dias p.i., en los temeros del grupo
A. Promedio de los valores registrados a las 9 A M. y 4 P.M.
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Figura 2. Variaciones diarias de la frecuencia respiratoria desde
5 difas preinoculacién hasta 15 dfas p.i., en los terneros del grupo

B. Promedio de los valores registrados a las 9 A M. y 4 P.M.

4. Hipernea. En todos los animales, la intensidad
de los movimientos respiratorios y el soplo larin-
go-traqueal, cursé con aumento entre el segundo
y sexto dia posterior al desafio con las cepas de
VHB-1).

5. Hipertermia. La temperatura rectal aument$ por
sobre los 39,5°C, desde el dfa 2 p.i., hasta el
cuarto (As, A4, By) 0 quinto p.i. (Az, B2y B3).
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Figura 3. Variaciones diarias de la frecuencia respiratoria. Pro-
medio de los valores registrado en los terneros del grupo A y B.
Se excluye el temero As.

El ternero As permanecié con aumento en la
temperatura rectal hastael dfa 7 p.i. El valor mas
alto registrado en este estudio, al promediar las
ternperaturas rectales de la manana y tarde, fue
de 40,6°C en el ternero A4 durante el dia 3 p.i.
Los terneros A, y A3 cursaron con leve aumento
en la temperatura el dia 12 p.i. y el ternero As
durante los dias 10, 13y 14 p.i. (figura4,5y 6).

6. Alteracién en mucosas. Las conjuntivas de los
animales desafiados con ambas cepas de VHB-
1, presentaron una congestion leve; en el grupo
A durante los dias 3y 4 p.i. y enel grupo B fue
manifiesta, s6lo en el dfa 3 p.i.; en los terneros
A3y B, se observé ademds, leve epifora durante
el dia 3.

Temp (°C)
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Figura 4. Variaciones diarias de la temperatura rectal desde 5
dias preinoculacién hasta 15 dfas p.i., en los terneros del grupo
A. Promedio de los valores registrados a las 9 A.M. y 4 P.M.
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Figura 5. Variaciones diarias de la temperatura rectal desde 5
dias preinoculacién hasta 15 p.i., en los temeros del grupo B.
Promedio de los valores registrados a las 9 A.M. y 4 P.M.
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Figura 6. Variaciones diarias de la temperatura rectal. Promedio
de los valores registrados en los terneros del grupo A y B. Se
excluye ef ternero As.

En ambos grupos, desde el dfa 3 p.i., la mucosa
nasal se observé con hiperemia moderada y pe-
quenas pustulas blanquecinas. En los animales
del grupo A, éstas aumentaron de tamafio,
uniéndose entre s para formar placas fibrinone-

créticas de pequeio tamano, observandose entre

losdias 7y 9 p.i., desapareciendo posteriormen-
te sin dejar secuelas.

En el ternero As, las placas fibrinonecroticas,
persistieron hasta el dfa 12 p.i.

De las constantes fisiolégicas controladas, la
frecuencia cardiaca y la frecuencia ruminal se man-
tuvieron dentro de los rangos normales para la espe-
cie, durante todo el periodo experimental.

Aislamiento de las cepas de VHB-1
y seroneutralizaciéon

El VHB-1 fue aislado e identificado en cultivos de
rinén fetal bovino a partir de las muestras obtenidas
de secrecion nasal y ocular, en los dos grupos de
terneros desafiados con VHB-1.

Los animales del grupo A, eliminaron virus en la
secrecion nasal desde el primer dia, hasta los dias 9
a 11 p.i. El ternero As continué elimindndolo hasta
el dia 15 p.i. (cuadro 1).

Los animales del grupo B, también eliminaron
virus desde el primer dia p.i., permaneciendo posi-
tivos por un promedio de 6 dias (cuadro 1).

La eliminacién de virus en la secrecién ocular
fue positiva, de manera esporddica, en todos los
animales inoculados, a excepcién del ternero By
que no lo eliminé por dicha via (cuadro 2).

CUADRO !

INOCULACION EXPERIMENTAL DEL VHB-1/CEPAS PA-77 Y FAF-82. AISLAMIENTO DE VIRUS
EN SECRECION NASAL Y OCULAR POR LOS TERNEROS. GRUPOS A Y B
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CUADRO 2

INOCULACION EXPERIMENTAL DEL VHB-I/CEPA PA-77
Y FAF-82. RESPUESTA SEROLOGICA DE LOS TERNEROS

DEL GRUPO A Y DEL GRUPO B

Dias de posinoculacién y titulos seroldgicos*

Animales 0 3 6 9 12 15
A, <2 2 4 4 4 4
As <2 2 2 4 4 4
™ <2 3 2 2 4 4
As <2 4 4 4 4 4
B, <2 3 3 8 16 16
B, <2 2 2 2 2 4
B, <2 2 2 4 4 4

*

0 Dia en que se inoculd a los animales.

DISCUSION

La respuesta clinica que se indujo experimental-
mente en terneros, caracterizada por: secrecion na-
sal serosa a mucosa, tos, hipertermia, hipernea y
taquipnea, pustulas y placas fibrinonecréticas en la
mucosa nasal, concuerda con lo descrito en diver-
so0s trabajos de inoculacién experimental realizados
con diferentes cepas de VHB-1 (Markson y Darby-
shire, 1966; Lupton y Reed, 1980; Allan y Msolla,
1980; Edwards y Cols., 1983). En este estudio, no
se observo salivacion profusa, en ausencia de lesio-
nes orales, sintoma descrito por Smith y Cols.
(1980); Msolla y Cols. (1983 a,b).

Los dos grupos de terneros (A y B) presentaron
un cuadro clinico similar; aunque los sintomas de
los animales inoculados con la cepa PA-1977 (gru-
po A) pueden calificarse como ligeramente mas
marcados y con un curso y eliminacion viral mas
prolongado que los expuestos a la cepa FAF-1982
(grupo B). Estas diferencias podrian ser causadas
por el origen de las cepas; la primera aislada de un
cuadro respiratorio (Berrios y Cols., 1979) y lacepa
FAF-82, de diversos 6rganos de un mortinato (Be-
rrios, 1985). Este resultado concuerda con Gilles-
pie y Cols. (1959), quienes describen mayor pato-
genicidad sobre el sistema respiratorio de las cepas
aisladas de un cuadro de RIB, en comparacién a
otras aisladas desde el tracto genital; sin embargo,
House (1972) no encontré diferencias clinicas al
realizar inoculaciones con cepas de distinto origen,
Msolla y Cols. (1983b) encuentran diferencias im-
portantes en la patogenicidad de cepas de VHB-1,
aisladas en distintos brotes de RIB, que se presenta-
ron en Inglaterra. Es probable que los resultados
contradictorios en la patogenicidad de las cepas
puede deberse, més que al origen inmediato, al
grado de adaptacion que haya alcanzado una deter-
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Valor reciproco de la mayor dilucién de suero que neutraliza 100 DICT s de virus.

minada cepa de VHB-1, al sistema respiratorio del
bovino.

Otro factor importante en el efecto de una cepa
de VHB-1 sobre el huésped, es la condicion indivi-
dual; en este estudio, ademds de algunas diferencias
de grado en la intensidad de los sintomas, hubo
algunos como taquipnea, que no lo presentaron
todos los animales de un mismo grupo (figura 1).
Donde mejor se manifest6 el factor individual, fue
en el ternero A (figura 4), el que prolongd el cua-
dro clinico hasta el dia 12 p.i., persistiendo la eli- -
minacién viral, en secrecién nasal, hastaeldia 15 y
con eliminacién tardia en secrecion ocular entre los
dias 9 y 14 p.i. (cuadro 1), que coincide con un
segundo periodo de alza térmica (figura 4). La res-
puesta clinica més severa de este ternero podria
deberse a fibrosis hepética, comprobada “post mor-
tem”, lo cual en alguna medida pudo alterar la
respuesta inmunolégica. Segin House (1972), ani-
males como éste eliminan virus durante tiempo més
prolongado, pudiendo presentar periodos de recru-
dencia en la enfermedad, y por lo tanto, ser una
fuente de contagio importante para huéspedes sus-
ceptibles.

El aislamiento de virus en secrecién nasal (cua-
dro 1), concuerda con lo descrito por McKercher
(1963), quien senala que puede aislarse con seguri-
dad durante 6 a 8 dias, siendo raro después del
dia 12).

El aislamiento de VHB-1 fue més constante y
por mayor tiempo, en muestras de secrecién nasal
que en secrecién ocular (cuadro 1), lo cual concuer-
da con lo obtenido por Msolla y Cols. (1983a),
indicando que la muestra de eleccidn, ante sospe-
chas de RIB, seria la secrecién nasal.

Los titulos seroldgicos, obtenidos por seroneu-
tralizacién, aunque bajos (cuadro 2), son suficien-



tes para afirmar que los terneros inoculados, desa-
rrollaron una seroconversién de negativos a posi-
tivos.

Los resultados obtenidos en este trabajo, de-
muestran que la inoculacién experimental con ce-
pas de VHB-1 aisladas en Chile, son capaces de
inducir sintomas que corresponden a una alteracién
de vias respiratorias altas; sin embargo, estos sinto-
mas no son lo suficientemente especificos para
diagnosticar con certeza, mediante la observacién
clinica, que corresponden a RIB, pudiendo en el
medio natural, ser atribuidos a otros agentes que
participan en la etiologia del complejo respiratorio
del bovino. Estos resultados, en alguna medida,
podran explicar la alta prevalencia de las enferme-
dades asociadas al VHB-1 en el pais, a pesar de los
escasos antecedentes clinicos (Moraga, 1982).

La intensidad de la respuesta clinica, al desafiar
animales con el VHB-1, es menor en algunos tra-
bajos (Frank y Cols., 1978) y en otros més marcada
que la obtenida en este estudio (Narita y Cols.,
1982), aunque resulta dificil realizar comparacio-
nes exactas entre las distintas investigaciones; las
cepas de VHB-1 inoculadas en este estudio podrian
calificarse, tentativamente, como de patogenicidad
moderada.

Los antecedentes bibliograficos sobre RIB, se-
nalan que los signos clinicos y las lesiones patoldgi-
cas, en lareproduccién experimental, resultan simi-
lares, pero mds benignos que en los cuadros produ-
cidos en forma natural (Shroyer y Easterday, 1968,;
Msolla y Cols., 1983a), de tal manera que de los
resultados obtenidos, puede inferirse que las cepas
de VHB-1, podrian provocar cuadros clinicos més
graves, en el medio natural, dependiendo de facto-
res individuales, del huésped, de condiciones estre-
santes en el medio ambiente, de factores de manejo
animal que conduzcan a una mayor concentracion
de animales (favoreciendo un pasaje mds rapido del
agente viral y un eventual aumento en la patogenici-
dad de las cepas), sinergismo con otros agentes
virales, como el virus diarrea viral bovina y por
tltimo dependiendo de infeccién secundaria con
agentes bacterianos.

RESUMEN

La patogenicidad y efecto de dos cepas de VHB-1
aisladas en Chile, se evalué mediante la respuesta
clinica y exdmenes virolégicos de siete terneros
inoculados por via nasal.

Los sintomas clinicos predominantes fueron: tos
seca, hipertermia, hipernea, secrecién nasal serosa
a mucosa y presencia de pustulas y placas fibrino
necroticas, de pequeno tamano, en la mucosa nasal.
Todos los animales recuperaron su estado inicial,
entre los 7 a 12 dias posinoculacién (p-i.).
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El agente viral se aisld, desde secreciones nasa-
les, entre 4 a 15 dias p.i.; el aislamiento de secre-
cién ocular fue esporadico. Los titulos seroneutrali-
zantes que se obtuvieron hasta el dia 15 p.i. fueron
bajos, comprobdndose en todos los terneros sero-
conversién de negativos a positivos.

Mediante este experimento se demostré que las
cepas de VHB-1 inoculadas, son capaces de causar
alteraciones moderadas en las vias respiratorias al-
tas de los bovinos.
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