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Resumen

Este trabajo documenta la presencia de genoma viral de
alfaherpesvirus bovino tipo 1 subtipo 1 (BoAHV-1.1) en
garrapatas  Rhipicephalus microplus (R. microplus)
colectadas de bovinos de Quimili, Provincia de Santiago del
Estero, en diciembre de 2019 y abril de 2021. Se realizo,
mediante PCR, la deteccion del genoma viral en cinco (5/57)
garrapatas. Los productos de PCR fueron secuenciados y
comparados con la base de datos GenBank. Se observé un
100% de identidad nucleotidica de los fragmentos con los
aislamientos argentinos (BoAHV-1.1 cepas 40841, 41184, FR
y p898) y se confirmé la especie y subtipo viral mediante
analisis filogenético. No existe informacion respecto de la
transmisiéon de alfaherpesvirus de rumiantes a partir de
garrapatas, por lo cual una primera aproximaciéon es la
deteccion molecular de ADN viral en las mismas. En este
trabajo se describe la primera evidencia de deteccion
molecular de BoAHV-1.1 de rumiantes en R. microplus de
Argentina; sin embargo, no implica que el mismo sea un
vector bioldgico de este virus, solo confirma la deteccion del
genoma viral en las garrapatas de rebafios bovinos con
circulacion de BoAHV-1.1. Para determinar si R. microplus
puede ser un vector de este virus deben llevarse a cabo
estudios especificos de competencia y capacidad vectorial.
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Abstract

This work documents the presence of bovine
alphaherpesvirus type 1 subtype 1(BoAHV-1.1) viral genome
in Rhipicephalus microplus (R. microplus) ticks collected
from cattle in Quimili, Santiago del Estero Province, in
December 2019 and April 2021. PCR detection determined
five (5/57) BoAHV positive ticks. These PCR products were
sequenced and compared with the GenBank database. A
100% nucleotide identity of the fragments with the
Argentinean isolates (BoAHV-1.1 strain 40841, 41184, FR
and p898) was observed and viral species and subtype was
confirmed by phylogenetic analysis. There is no information
on tick-borne transmission of alphaherpesviruses from
ruminants, so a first approach is a molecular detection of the
viruses in ticks. This work describes the first evidence of
molecular detection of ruminant alphaherpesvirus in R.
microplus of Argentina. However, this finding does not
imply that R. microplus is a biological vector of this virus.
Instead, it demonstrates the presence of the viral genome in
ticks from BoAHV-1 circulating cattle herds. To determine if
R. microplus can be a vector of this virus, specific studies on
vector competence and capacity need to be conducted.
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Introduccion

El BoAHV-1 (alfaherpesvirus bovino tipo 1) es el agente causante de diversas
enfermedades en el ganado bovino, como la rinotraqueitis infecciosa bovina, la
vulvovaginitis pustular infecciosa y la balanopostitis. Estas enfermedades causan
considerables pérdidas econdmicas, incluidas las generadas por los abortos y
restricciones al comercio internacional. El alfaherpesvirus bovino, al igual que otros
miembros de la familia, tiene la capacidad de establecer latencia en el hospedador, lo
que convierte a los animales infectados en reservorios y diseminadores del patégeno
dentro de las poblaciones bovinas, especialmente en aquellas que no han estado
previamente expuestas Se ha demostrado que las principales rutas de
transmision para este virus son la respiratoria y la genital (Romera et al., 2014); sin
embargo, no ha sido reportada la transmision viral por un vector. Si esto ocurriese,
podria provocar un notable impacto epidemiologico. En esta linea, se considera que las
garrapatas son los principales vectores implicados en la transmisién de patogenos en los
animales domésticos y silvestres (de la Fuente et al., 2008). En Argentina existen, al
menos, nueve especies de garrapatas que parasitan con frecuencia a los bovinos (Nava et
al., 2017), siendo Rhipicephalus microplus (R. microplus) la especie més relevante que
afecta la produccién bovina, no solo por los altos niveles de infestacion que puede
generar en los animales, sino también por las enfermedades provocadas por patogenos
transmitidos por esta garrapata. En Argentina, R. microplus se encuentra al norte del
paralelo 31° S, con excepcion de la region andina, en las provincias de Salta, Tucuman,
Jujuy, Santiago del Estero, Santa Fe, Cordoba, Catamarca, Formosa, Misiones, Entre
Rios, Corrientes y Chaco. Recientemente, Ergunay et al. (2022) comunicaron la
deteccion del alfaherpesvirus bovino 5 (BoAHV-5), un virus genética y antigénicamente
relacionado a BoAHV1. Los autores analizaron, mediante aproximacion metagenémica
cuatro grupos de Rhipicephalus spp. (8,7% del muestreo) todos provenientes de
diferentes mamiferos de Kenia, Africa. No existe informacién respecto de la transmision
de alfaherpesvirus de rumiantes por garrapatas, por lo cual una primera aproximaciéon
es detectarla presencia de los virus en las garrapatas de bovinos. Por tal motivo, el
objetivo de este trabajo fue analizarla posible deteccion molecular de BoAHV en
muestras de R. microplus colectadas de bovinos.

Materiales y métodos

Especimenes adultos de R. microplus (n:57; 30 hembras-partenoginas y 27 machos)
fueron colectados en su fase parasitaria de bovinos en la localidad de Quimili (provincia
de Santiago del Estero), en diciembre de 2019 y abril de 2021. La clasificacion
taxonOmica se realizé en la Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela-INTA-Santa
Fe. El ADN se extrajo de cada garrapata usando un kit comercial (Roche, Mannheim,
Alemania). Los ADN fueron analizados mediante PCR de punto final, utilizando
cebadores especificos para una region del gen que codifica la glicoproteina B (443 pb) de
todos los alfaherpesvirus de rumiantes (Thiry et al., 2007). Los productos fueron
estudiados mediante electroforesis en gel de agarosa, visualizados y registrados con un
sistema de documentacién y adquisicién de imagenes GelDoc (BioRad).

Los productos amplificados se purificaron utilizando el kit de purificacion de bandas de
ADN a partir de gel de agarosa TIAN gel (TTANGEN). La calidad de todas las
preparaciones de ADNse evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se



cuantificaron mediante espectrofotometria UV (Nano Drop Thermo Scientific). Las
reacciones de secuenciacion se realizaron en la unidad de genomica del Instituto de
Agrobiotecnologia y Biologia Molecular (IABIMO-INTA-CONICET). Cada producto se
secuenci6 dos veces en ambas direcciones, utilizando cebadores directos e inversos. Las
secuencias de nuclebtidos se alinearon y analizaron con BioEdit version 7.0.5.3 (Hall,
1999).

Las relaciones filogenéticas de nucle6tidos se investigaron mediante anélisis bootstrap
(100 réplicas) utilizando el modelo de estimacion por maxima verosimilitud (MLE por
sus siglas en inlés) y el método Kimura de dos parametros (K2P, versibonMega 11)
(Tamura et al., 2021). En el analisis se incluyeron secuencias de aislamientos virales
argentinos obtenidos de bovinos. Los nimeros de acceso al GenBank de algunas de las
secuencias utilizadas en el analisis filogenético son los siguientes: BoAHV-1
(KU198480.2) cepa Cooper, (KM258880.1) cepa K22, (MH751900.1) cepa C29,
(MG407783.1) cepa MN9, BuAHV-1 (KU936049.1) cepa B6, BoOAHV-5 (AY261359.1),
CvAHV-1 (AF359761), CvAHV-2 (AF 359762) y cepas de referencia de CpAHV-1
(AF359783) como grupo externo. Las secuencias argentinas (cepas de campo) utilizadas
en el analisis filogenético fueron las siguientes: 1) BOAHV-1.1: 40841, 12 255, 03 404,
p898, 41184, 86274; BoAHV-1.2: 03 41, 03 134, 09 210, 67.89, 997, 98759, 67 89; 2)
BoAHV-5: 136 85, 75 85, 2010, 54 89, 15520, 80518). Estas secuencias argentinas ain
no estan depositadas en la base de datos.

Resultados

Se observaron bandas electroforéticas de 443 pb (peso esperado) en cinco garrapatas
(cuatro hembras y un macho) clasificadas como R. microplus (5/57) (Figura 1). Dicho
fragmento genético no diferencia entre BOAHV-1 o0 BoAHV-5, solamente determina la
existencia de material genético de algin alfaherpesvirus de rumiantes. Las secuencias de
los fragmentos génicos virales de las garrapatas fueron obtenidas con éxito y el anélisis
de identidad nucleotidica determin6 un 100% de identidad con aislamientos de BoAHV-
1 argentinos y el genoma de aislamientos de EE.UU. (MNg, C29) (Chothe et al., 2018).
El analisis filogenético nucleotidico del fragmento de la glicoproteina viral gB agrup6 a
las cinco secuencias virales de las garrapatas con los alfaherpesvirus bovinos tipo 1.1
(Figura 2), junto con las secuencias de aislamientos argentinos del mismo subtipo.

Figura 1. Electroforesis en geles de agarosa para deteccion de BoAHV en Rhipicephalus microplus.
Calles 1y 7: control negativo, M: marcador de peso molecular 100 pb, calles 2 (BoAHV-1), 3 (BoAHV-5) y
8 (BoAHV-1): controles positivos, calles 4, 5, 6, 9 y 10 (SM94, SM93, SM84, SM34 y SM26): muestras de
ADN de R.microplus.
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Figura 2. Anilisis filogenético basado en un fragmento del gen gBde BoAHV. El analisis fue realizado
con 100 réplicas de bootstrap, utilizando el software MEGA 11. Las secuencias virales de garrapatas se
indican con una estrella. Los nimeros de acceso al GenBank se presentan en Materiales y métodos.



Discusion

En la actualidad, las garrapatas transmiten méas de 35 especies de virus pertenecientes a
seis familias diferentes y, excepto el virus de la peste porcina africana (familia
Asfarviridae), todos los virus transmitidos son virus ARN. Los esfuerzos por controlar
las enfermedades emergentes muchas veces se ven frustrados por la falta de control de
garrapatas, por lo cual detectar y conocer los virus que posiblemente se transmitan
cobra relevancia a la hora de definir la prevencion y tratamiento de las enfermedades
virales (Madison-Antenucci et al., 2020).

En este trabajo demostramos la presencia de genoma viral de BoAHV-1.1 en R.
microplus. En 2022 se describi6 la presencia de genoma viral de BoAHV-5 en
Rhipicephalus spp. en grupos de muestras colectadas de bufalos, ganado bovino, cebras
de Grévy y leopardos infestados (Kenia, Africa). Sin embargo, no hay evidencias, ni en
dicho trabajo ni en la literatura, que R. microplus estuviese involucrado en el ciclo de
transmision de herpesvirus de rumiantes. Otros virus de ADN como el mastadenovirus
humano C y el virus de Epstein-Barr también fueron detectados en Rhipicephalus ssp.
La metodologia utilizada fue la aproximacion metagenomica, especificamente RNA-seq,
por lo cual los autores adjudican la deteccién de ADN a la fraccion de ARNm de esos
virus (Ergunay et al., 2022). Con la misma metodologia se han detectado, en
especimenes de R. microplus de Brasil y Colombia, otras familias de virus diferentes a
los alfaherpesvirus (Molina-Hoyos et al., 2024). Durante la infeccién aguda con BoAHYV,
los bovinos presentan excrecion viral durante 15 dias aproximadamente, con picos a los
dias 6/7 post infeccion (Romera et al., 2014). Estudios previos han reportado que tanto
BoAHV-1 (Jones, 2019) como BoAHV-5 (Favier et al., 2014) infectan los linfocitos
durante la infeccion aguda, circulando en sangre durante un corto periodo hacia los
organos secundarios de infeccion. Considerando los resultados citados por estos
autores, es probable que, en este trabajo, la presencia de ADN viral haya sido
consecuencia de la alimentacion de las garrapatas de bovinos cursando la etapa de
infeccion aguda o, quizés, por la ingesta de virus latentes en leucocitos de sangre
periférica.

Los hallazgos de este trabajo demuestran solamente la circulacion de BoAHV-1.1 en el
area de estudio y, hasta el momento, no implican que R. microplus sea un potencial
vector de este virus, ya que las garrapatas fueron alimentadas y colectadas de bovinos.
Para determinar si R. microplus puede actuar como vector, es necesario llevar a cabo
estudios especificos que evalien tanto su competencia como su capacidad vectorial.
Estos estudios permitiran analizar la relacion entre la garrapata y el virus, identificando
si son capaces de adquirir, mantener y transmitir el patogeno a través de sus ciclos
biologicos. Solo mediante la realizacion de estas investigaciones detalladas se podra
establecer con certeza el rol de R. microplus en la transmisiéon del BoAHV-1.
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