HERPESVIRUS BOVINO TIPO 4 EN LA REPRODUCCION BOVINA

El virus puede estar involucrado en metritis y abortos

El objetivo de este articulo es revisar y discutir la informacion disponible en la actualidad
respecto a la relacion del BoHV-4 con las diferentes patologias reproductivas bovinas.
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Imagen cedida por los autores.

El herpesvirus bovino 4 (BoHV-4) ha adquirido una progresiva consideracion en la
patologia reproductiva bovina en los ultimos afos y sin embargo es relativamente
desconocido en la practica clinica veterinaria. Su asociacién con la enfermedad clinica ha
sido siempre un tema controvertido, al aislarse tanto en animales sanos como en otros
con diversidad de signos clinicos. El BoHV-4 comparte algunas caracteristicas con otros
herpesvirus bovinos (como el responsable de la IBR): es capaz de establecer infecciones
latentes que pueden reactivarse ante un estimulo inmunosupresor (Dubuisson et al.,
1989); pero en general, presenta importantes diferencias, sobre todo a nivel biologico,
genético y antigénico. De forma general, se considera que la principal célula de latencia
son los macrofagos (Donofrio y van Santen, 2001). Esto supone un arma de doble filo a la
hora de entender la asociacion del patdbgeno con la enfermedad. Por un lado, justifica su
presentacion en diferentes patologias: la llamada a las células inflamatorias tras una
infeccidn localizada puede llevar a que el virus sea transportado hasta la zona lesionada,
donde puede replicarse activamente y contribuir al agravamiento del proceso. Pero, por
otra parte, no permite descartar facilmente que la deteccion del virus sea debida a que
sea transportado a una zona inflamada desempefiando un efecto testimonial. En este
contexto, cuando han intentado reproducirse diferentes signos clinicos
experimentalmente, la obtencion de un cuadro clinico similar al detectado en los animales
ha tenido un éxito variable e inconsistente. Por lo que en el pasado ha sido considerado
un virus pasajero (Thiry et al., 2000). Sin embargo, una serie de articulos recientes han
llamado la atencion respecto a su potencial asociacién con enfermedades reproductivas,




principalmente metritis. Ademas, estudios in vitro han demostrado su tropismo por las
células endometriales (Donofrio et al., 2007).

Como se trata de un virus con una alta variabilidad gendémica y se ha hallado en
diferentes patologias, se ha postulado la existencia de diferentes cepas que pudiesen
verse o no involucradas en diferentes enfermedades. En la actualidad los aislamientos se
clasifican en tres linajes (Bublot et al., 1990), pero no existen evidencias de asociaciones
concretas. Mas aun, se ha hipotetizado la posibilidad de que se produzcan mutaciones
genéticas que provoquen patogenicidad en cepas apatogénicas (Frazier et al., 2002).

(Metritis)

Las metritis posparto bovinas son una de las principales manifestaciones clinicas en las
gue se ha sospechado de la implicacién del BoHV-4. A nivel de campo se relaciona con el
establecimiento de brotes de metritis graves que no responden bien a los tratamientos
antibiéticos. La primera vez que se aislé el BoHV-4 en casos de este tipo data de 1973
(Parks y Kendrick, 1973) y desde entonces han sido numerosas las ocasiones en las que
el virus ha sido detectado en las descargas vaginales de animales con metritis. A pesar de
ello, solo existe la reproduccion experimental con signos clinicos similares y reaislamiento
virico, con la inoculacién de la cepa LVR-140 en vacas gestantes (Wellemans et al.,
1986). El resultado fue la aparicion de metritis tras la gestacion, pero sin demostrar una
asociacién primaria.

No obstante, en los ultimos afios, varios trabajos han comunicado la asociacion entre la
aparicion de metritis y la presencia del patogeno (Frazier et al., 2002; Monge et al., 2006;
Welchman et al., 2012). Graham et al. (2005) detectaron también la presencia del virus en
animales con clinica, pero sin diferencias serologicas entre animales afectados y sanos,
cuestionando la implicacion del virus como agente patdgeno primario. En este sentido, es
un hecho frecuente el aislamiento de otros patdgenos bacterianos, reconocidos
responsables de enfermedad uterina (Trueperella pyogenes, Streptococcus spp.,
Escherichia coli), en concomitancia con la deteccion del virus en descargas vaginales
(Banks et al., 2008; Graham et al., 2005; Monge et al., 2006; Welchman et al., 2012). Esto
ha llevado a proponer un rol secundario del virus como agente favorecedor de la accion
patbgena de estas bacterias. Donofrio et al. (2005) mostraron que la replicacion del
BoHV-4 se ve estimulada por la prostaglandina E2. Esta sustancia puede producirse en el
endometrio como consecuencia de una inflamacién debida al desarrollo bacteriano, de
forma que puede activar la replicacion virica provocando la lisis de las células
endometriales y creando un ambiente favorable para el desarrollo bacteriano (figura 1).



Figura 1. Esquema del proceso por el que el BoHV-4 se puede ver involuaado en la patologia reproductiva
bovina. Basado en Sheldon et al. (2009) y Chastant-Maillard (2013).
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1. La colonizacion bacteriana es fisiologica tras el parto. El desarrollo bacteriano
progresivo va ligado al aumento de la concentracion de lipopolisacaridos de
membrana (LPS). 2. La presencia de LPS estimula la produccion de citocinas. 3.
Las citocinas atraen a los macrofagos (infectados con el virus) y a los
polimorfonucleares (PMN) al utero por diapédesis. 4. Los macrofagos activados
por LPS estimulan la replicacion del BoHV-4 y la liberaciéon de varios tipos de
citocinas. 5. El BoHV-4 puede infectar las células endometriales causando dano
tisular. A su vez estimula la sintesis de determinadas citocinas, como la IL-8, un
potente factor quimiotactico y activador de los PMN. La desgranulacion de los
PMN en su lucha por detener la infeccion contribuye al dano tisular. La
persistencia de los PMN en ausencia de bacterias es conocida como una
caracteristica comun de las endometritis subclinicas. 6. El dano tisular favorece
el desarrollo bacteriano estableciendose un feedback positivo. 7. Como
resultado de los mecanismos de inflamacion y del desarrollo bacteriano se
estimula la produccion de PGE2 que a su vez estimula la replicacion virica. 8. El
BoHV-4 estimula la actividad de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), estimulando la
secrecion de PGE2 por las células endometriales. De nuevo se instaura un
feedback positivo. 9. Los LPS bacterianos pueden reducir la secrecion de GnRH
y LH reduciendo la capacidad para ovular. Sin embargo, no parecen afectar a
FSH. La presencia de LPS se ve favorecida indirectamente por la replicacion
viral.



En consecuencia, estos hallazgos sugieren que el virus actia como un factor
predisponente, a través de una cooperacion bacteriana, para el desarrollo bacteriano
(Sheldon et al., 2009). La colonizacién bacteriana es un hecho frecuente en el posparto.
En la mayor parte de los casos, la presencia bacteriana se aclara conforme avanza el
posparto sin establecerse una infeccion. De esta forma, la presencia de un agente
favorecedor en este momento fisiologico de la vaca es un importante factor de riesgo, mas
aun cuando es capaz de producir infecciones latentes y factores como el parto se han
mostrado sospechosos de revertir dicha latencia (Graham et al., 2005; Wellemans et al.,
1986)

De esta forma, en la actualidad existen sospechas fundadas del rol del BoHV-4 como al
menos un cofactor para las metritis posparto. En nuestra experiencia, se han detectado
casos que concuerdan con la implicaciéon del BoHV-4 en metritis agudas (Diaz-Cao et al.,
2015).

La presencia del virus en la cabafia ganadera podria ser comun, por lo que vale la pena
considerarlo en casos de metritis graves. Aunque probablemente sea necesario una
confluencia de varios elementos (exposicion al virus, colonizacion bacteriana vy, tal vez,
algun desorden metabdlico o nutricional) para establecer el proceso (Frazier et al., 2002).

El papel del BoHV-4 como causa de abortos se ha sospechado basicamente a través de
datos epidemioldgicos. Czaplicki y Thiry (1998) mostraron que los animales seropositivos
al virus presentaron un mayor riesgo a la aparicion de abortos. Kendrick et al. (1976)
consiguieron producir el aborto en algunos fetos inoculando un aislamiento procedente de
metritis. Sin embargo, ningun mecanismo causal ha sido establecido hasta la fecha. En
una encuesta de 10 afios de abortos bovinos fue detectado en el 5 %. de los casos
(Kirkbride, 1992). Egyed et al. (2011) mostraron que el virus puede transmitirse
intrauterinamente, aunque no con gran eficacia y de forma aparentemente asintomatica.
Estos hechos indicarian un rol poco importante como patdbgeno primario fetal. No
obstante, coinfecciones con otros patégenos han sido demostradas (Reed et al., 1979).
Se ha sospechado siempre de una accion inmunosupresora del virus y podria actuar
favoreciendo a otros patdégenos abortivos.

El virus también puede estar involucrado en el aborto por otra via: como resultado del
establecimiento de una placentitis (Deim et al., 2006). Una replicacion viral en la placenta
puede ser suficiente para alterar la funcionalidad de este tejido y terminar la gestacion, y
puede tener un efecto facilitador de la accion patdgena de otros agentes.

Por otra parte, en Espafna, ha sido detectada la presencia del virus en casos de abortos
asociados posteriormente con metritis (Diaz-Cao et al, 2014). El aumento de los titulos de
anticuerpos durante el periparto es un hecho comunmente observado (Wellemans et al,
1986; Graham et al, 2005), lo que plantea la cuestion de si un episodio abortivo puede
suponer un desencadenante para la reactivacion de la infeccibn. De esta manera,
animales infectados podrian tener un mayor riesgo de sufrir metritis tras el aborto, lo que
empeoraria mas aun las consecuencias econdmicas de un episodio abortivo. De esta
forma, es interesante incluirlo en el diagnéstico diferencial de estas patologias (tablas 1y
2).



Tabla 1. Muestras para diagnostico.

Tipos de muestras

Secreciones vaginales:
® Descargas por metritis Placenta y tejidos fetales: muestras de Suero de dos grupos de animales: clinicos/no clinicos
® Descargas despues del aborto. al menos dos animales que presenten Se recomienda tomar dos muestras en animales clinicos
Hisopos de al menos 3-5 animales aborto. para cbsarvar la cinética de los anticuerpos.
que manifiesten la dinica.

Tabla 2. Resumnen de las opdones de diagndstico de BoHV-4 mas frecuentes.

Envio Técnica Observaciones
" Dificil mantener la viabilidad del virus
Hsup:sconpedlodetasp:» i Aslarmiento Es &l método gold-standar, pero en la practica s frecuente obtener
gla o tejidos fetales. Refrigeracion. faksos negativos
Hisopas o tejidos fetales. Pueden congelarse PCR No requiere que el vinus sea viable, por lo que presenta mejor sensibilidad.
para su mantenimiento No permite detectar el efecto citopatico.
La respuesta mmunitaria puede demorarse hasta 30 dias despuss
Recoger en tubo sin anticoagulante para ob- Elisa SErECT
tencion del suero. El suero puede congelarse - - —
para su mantenimiento o b7 Es de uso controvertido, ya que la respuesta inmunitaria humoral

no s muy efidente. Poco sensible

CEndometritis e infertilidad )

La seropositividad al BoHV-4 ha sido asociada con un mayor riesgo a la infertilidad (Gur y
Dogan, 2010) y a un alargamiento del intervalo parto-concepcion (Kale et al, 2011). El
mecanismo por el que pueden aparecer estas manifestaciones es a través del
establecimiento de una endometritis. De forma similar a la descrita en el apartado de
metritis, la endometritis puede favorecerse por una colaboracidén entre el virus y bacterias
colonizadoras del posparto (figura 1). Asi, la proliferacion del BoHV-4 en el endometrio
puede provocar dafnos tisulares que favorezcan el crecimiento bacteriano. En esta
situacion la secrecion de GnRH y LH se ve afectada reduciéndose la capacidad de ovular
del foliculo dominante. El mecanismo por el que se afecta la fertilidad es similar al descrito
para otros casos de endometritis (para revision: Sheldon et al., 2009) y el rol virico es
esencialmente cooperador. Debe tenerse en cuenta que en los casos de endometritis, si
llega a producirse una ovulacion el ciclo ovarico se reinicia, pero la concentracion
plasmatica de progesterona es posiblemente mas baja que en una vaca fértil, por lo que la
probabilidad de mantenimiento de gestacion también se ve afectada, pudiendo producirse
casos de mortalidad embrionaria.

En Hungria el virus fue aislado en el 87,1 % de una muestra de vacas infértiles
sacrificadas en el matadero (Fabian et al., 2008). Sin embargo, los autores no encontraron
asociaciones primarias claras y la deteccion del virus se acompaf6 de aislamiento de
diferentes tipos bacterianos con los que podria estar interrelacionado.
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