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RESUMEN

La enfermedad neuroldgica bovina genera altas pérdidas econémicas en las ganaderfas
y algunos de sus agentes etiolégicos son zoondticos, hechos que hacen prioritario su
estudio. El objetivo del trabajo fue identificar antigenos del virus de la rabia y del herpes
virus bovino-5 (BoHV-5) en muestras de encéfalos de bovinos archivados como casos de
enfermedad neuroldgica con diagndstico no conclusivo. Se seleccionaron 10 muestras
del laboratorio del Instituto Colombiano Agropecuario -ICA— de Monteria. Los tejidos
fueron analizados mediante histopatologia ¢ inmunohistoquimica; para esta dltima
técnica fueron utilizados tres anticuerpos: dos contra antigenos del virus de la rabia a
una dilucién de 1:200 y uno contra BoHV-5 a una dilucién de 1:100. Histolégicamente
en nueve casos se observaron lesiones que variaron de tipo y severidad; la identificacién
de antigenos del virus de la rabia se demostré en 20% (2/10) de los casos y en ningin
caso se demostrd la presencia BoHV-5. Se discute sobre los resultados histopatoldgicos
e inmunohistoquimicos y se concluye la importancia de asociar los hallazgos de las dos
técnicas para establecer la etiologfa de la enfermedad neurolégica, especialmente en casos
con diagnéstico inconcluso.
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ABSTRACT
BovINE NEUROLOGICAL disease generates high economic losses in herds and some of its

etiological agents are zoonotic, situations that make priority their study. The aim of this
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study was to identify antigens rabies virus and bovine herpesvirus-5 (BoHV-5) in cattle
brain samples archived as cases of neurological disease with no conclusive diagnosis. 10
samples were selected from laboratory of the Colombian Agricultural Institute -ICA- at
Monteria. Tissues were analyzed by histopathology and immunohistochemistry techniques.
For immunohistochemical analysis, three antibodies were used: two against antigens of
rabies virus at a dilution of 1:200, and one against antigens of BoHV-5 at a dilution of
1:100. Histologically lesions i nine cases lesions that varied in type and severity were
observed; antigens detection of rabies virus could be demonstrated by immunohisto-
chemistry in 20% (2/10) of cases and could not be demonstrated in any case the presence
BoHV-5. We discuss on the histopathological and immunohistochemical finding, it is
concluded on the importance of perform association of the two techniques to assist the
establishing of the neurological disease etiology, especially in case without diagnostic.

Key words: Immunofluorescence, inmunohistochemistry, Lyssavirus, meningoencephalitis.

INvESTIGACION

INTRODUCCION

Los disturbios neurolégicos en bovinos
comprenden un amplio grupo de enfer-
medades que es importante estudiar por
el peligro potencial que algunas de ellas
representan para la salud humana, espe-
cialmente desde el punto de vista zooné-
tico (Neto ez al. 2009), por las pérdidas
econdmicas que ocasionan (Glauco ez al.
2010; Neto et al. 2009; Oliveira et al.
2012), por su frecuente presentacién y la
dificultad de diagndstico, tltima ligada a
la variacién de las manifestaciones clinicas
de una misma enfermedad (Neto et al.
2009) y la semejanza en la sintomatologia
existente entre algunas de las entidades
(Marcolongo-Pereira ez al. 2011; Neto
et al. 2009).

Elinterés por el estudio de las enferme-
dades del sistema nervioso (SN) aumenté
desde la aparicién de la encefalopatia
espongiforme bovina (EEB) a mediados
dela década de 1980 (Wells ez 2. 1987),y
su importancia politica, econémica, social
y de salud publica fue realzada después
del surgimiento de una nueva variante
de la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob
en humanos (vCJD) relacionada con la
EEB (Will et al. 1996). Por esta razdn,

las autoridades sanitarias internaciona-
les solicitan a los paises exportadores de
carne bovina que demuestren que sus
rebafios estén libres de EEB; por lo tanto,
los laboratorios dedicados al diagnéstico
veterinario deben estar en la capacidad
de identificar diferencialmente las enfer-
medades que afectan el sistema nervioso
central en bovinos (Sanches ez /. 2000).

En Colombia, el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) establecié en 2001 el
Programa Nacional de Prevencién de EEB,
reglamentado bajo la Resolucién 03153 del
mismo afio; entre otros aspectos, establece
la notificacién obligatoria e inmediata de
cualquier caso sospechoso o con sintomas
compatibles con esta enfermedad (Duque-
Veldsquez ez al. 2010). Asi, en el pais es
necesario tener plenamente identificados
los distintos agentes etiolégicos que estdn
involucrados con la enfermedad neurolé-
gica en bovinos.

Seguin el mismo instituto, se considera
al virus de la rabia como el principal agente
que afecta el Sistema Nervioso Central
(SNC) de los bovinos en Colombia (ICA
2011) y se estima que son altas las pérdidas
econdmicas que ocasiona la presencia de
este agente en las ganaderias (Jurado er
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al. 2012). Reportes sobre sanidad animal
emitidos por la entidad, evidenciaron
que el 33% del total de notificaciones
de sindrome neurolégico en bovinos en
el ano 2009 se relacionaron con el virus
rdbico (ICA 2011).

Otro agente que en los tltimos anos ha
despertado el interés cientifico en Colom-
bia, es el herpes virus bovino 5 (BoHV-5);
del cual ya existen evidencias moleculares
y seroldgicas sobre su presencia en el pais;
asi, este virus también se propone como
otra importante causa de enfermedad del
SNC en bovinos (Pedraza et a/. 2010;
Pedraza et al. 2011), tal como acontece en
otros paises (Barros ez 2/. 2006; Kunert ez
al. 2013; Sanches ez /. 2000; Ubiali ez al.
2008). Por tanto, indagar esta hipdtesis
es fundamental.

La enfermedad de la rabia es producida
por un virus RNA del genero Lyssavirus
de la familia Rhabdoviridae (Consales y
Bolzan 2007; Lima ez al. 2005) que des-
encadena en los animales afectados una
encefalomielitis no supurativa de curso
mortal (Karhs 1985); la enfermedad se
presenta de forma esporddica en bovinos
y mamiferos de todo el mundo (Callan y
Van Metre 2004) y es zoondtica (Consales
y Bolzan 2007; Dodet 2007): tan sélo
en Africa y Asia se reportan anualmente
55000 muertes de personas por causas de
este virus (Weese y Fulford 2011).

El diagnéstico del virus puede ser
hecho en tejido nervioso, a través de las
técnicas de inmunofluorescencia directa
(IFD), prueba biolégica en ratones, por
deteccién de 4cidos nucleicos mediante
RT-PCR, en células de neuroblastoma o
por pruebas histolégicas que demuestran la
presencia de corptisculos de Negri (Bing-
hem y Merwe 2002; Consales y Bolzan
2007; Smith 1995).

Por otro lado, evidencias moleculares
sobre la presencia de meningoencefalitis por
herpes virus bovino 5 en Colombia fueron
descritas en 2010 (Pedraza et 2/. 2010). El
BoHV-5 es un miembro de la familia Her-
pesviridae, sub-familia Alpha herpesvirinae
(Garcia e al. 2013) y es el agente etiolégico
primario de la meningoencefalitis no supu-
rativa en ganado (Machado ez al. 2013) que
es descrita como una causa de importantes
pérdidas econdmicas en Latinoamérica
(Belnakp ez al. 1994; D’ offay ez al., 1995;
Kunert et al. 2013).

El diagnéstico del virus puede se esta-
blece por la asociacién entre los hallazgos
epidemiolégicos, clinicos y patolédgicos
(Colodel ez al. 2002; Elias et al. 2004; Sal-
vador et al. 1998), a través del aislamiento
viral a partir del encéfalo y las secreciones
nasales de los bovinos afectados (D" offay
et al. 1995), la caracterizacién del agente
por anticuerpos monoclonales (Almeida
et al. 1998; Roehe et al. 1997; Souza et
al. 2002), PCR (Ferrari ez al. 2007) y por
medio de la técnica de aglutinacién ldtex
(LAT) (Fan et al. 2012).

Llevar a cabo estudios retrospecti-
vos basados en la recoleccién de datos
de archivo es importante en medicina
veterinaria, y particularmente en patolo-
gia veterinaria, porque a través de estos
levantamientos es posible: agrupar datos
clinicos —de laboratorio o patolégicos—,
sobre determinada enfermedad; definir la
prevalencia de enfermedades de acuerdo
con la especie, raza, sexo, edad o sistema
productivo de una regién geogréfica, asi
como para determinar la etiologia de las
lesiones vistas en el pasado cuando las
técnicas modernas de diagndstico atin no
estaban disponibles y, en algunos casos,
para modificar conceptos incorrectos o
erréneos sobre ciertas entidades clinico-
patolégicas (Fighera ez al. 2008).
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Asi mismo, los estudios retrospectivos
son de utilidad para identificar y diferenciar
agentes que afectan el SNC en material ar-
chivado de bovinos porque la informacién
puede auxiliar programas de control, de
vigilancia inmunolégica, asi como el moni-
toreo efectivo de dreas geogréficas (Jurado
et al. 2012) y la orientacién de medidas
preventivas (Jurado ez al. 2012; Kunert ez
al.2013). Estos tltimos aspectos se relacio-
nan con la reduccién del riesgo de zoonosis
y de las pérdidas econémicas, ademds del
entorpecimiento del comercio bovino.

El presente trabajo tuvo como objetivo
utilizar la técnica de inmunohistoquimica
(IHQ) con el fin de identificar antigenos
del virus de la rabia y el BoHV-5 en
muestras de encéfalos de bovinos fijados
en formol e incluidos en parafina pertene-
cientes a casos de enfermedad neurolégica
con diagndstico no conclusivo procedentes
de la zona norte de Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio y muestras

El estudio, de tipo descriptivo retrospec-
tivo, fue realizado a partir de muestras de
encéfalo bovino fijados en formalina al
10% y mantenidas en bloques de parafina,
correspondientes a casos de enfermedad
neurolégica con diagnésticos no con-
clusivos. Fueron analizados diez tejidos
con diagnéstico de encefalitis inespecifica
procedentes del laboratorio del ICA en
Monterta.

Los tejidos procedian de bovinos de la
raza cebui o sus cruces con edades diversas.
En todos los animales fueron descritos
sintomas de enfermedad neuroldgica vy,
debido al tipo de conservacién de los
tejidos, no fue posible realizar la prueba
de inmunofluorescencia para rabia.

Los bloques de parafina que contenfan
los tejidos cerebrales fueron trasportados

hasta el servicio de patologia veterina-
ria de la Universidad Estadual Paulista
(UNESP), en el campus de Botucatu
en Sao Pablo (Brasil), para la realizacion
de la prueba de inmunohistoquimica
mediante inmunoperoxidasa indirecta y
para el andlisis histopatolégico; en ambos
casos, la observacién de las muestras fue
realizada por dos patélogos.

Prueba inmunohistoquimica (IHQ)

Cortes tisulares de 3 pm de grosor fueron
colocados en ldminas de vidrio cargadas
(Slidetech Plus Novocastra® New Castle,
UK). Después de la remocion de parafina
mediante tres pases consecutivos en xilol,
fue hecha la hidratacién de los tejidos en
concentraciones ascendentes de alcohol
(50°,70°, 85°, 95° y 99.8°). El bloqueo
de la peroxidasa endégena se realizé con
una solucién al 8% de peréxido de hidré-
geno en metanol durante 30 minutos a
temperatura ambiente; luego los tejidos
fueron lavados en una solucién de Tris
con pH 7.4.

Para la recuperacién antigénica del
virus de la rabia, se utiliz6 calor mediante
un sistema de presién Pascal durante 15
minutos a 125°C; para el BoHV-5, la
recuperacion antigénica se realizd con
proteinasa K al 0.05 % (0.5 mg/mL) di-
luida en Tris con pH de 7.4; el complejo
se dejé incubar por 15 minutos a 37°C
en cdmara himeda.

Losssitios de ligacién inespecifica fueron
bloqueados con una solucién al 3% de
leche en polvo sin grasa por 60 minutos.
Posteriormente fueron llevadas a cabo tres
incubaciones: la primera se realiz con el
anticuerpo especifico para cada agente.
Para rabia fueron utilizados dos reactivos
diferentes: el primero fue un anticuerpos
monoclonal (Rabies monoclonal DFA
Chemicon®) y el segundo un anticuerpo
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policlonal (Rabies polyclonal DFA Chemi-
con®), ambos a una dilucién de 1:200. Para
BoHV-5 se us6 un anticuerpo monoclonal
(209) a una dilucién de 1:100. El periodo
de incubacién en ambos casos fue durante
la noche. La segunda incubacién se realizé
con el anticuerpo secundario biotinilado
(Universal Biotinilade DAKO K0690°
Carpinteria, CA, USA) y la tercera, con
el Complejo Streptoavidina Peroxidasa
(DAKO K0690° Carpinteria, CA, USA):
el tiempo de incubacién en ambos casos fue
de 30 minutos. La reaccién de la peroxidasa
fue revelada con diaminobenzidina (DAB
DAKO K3468° Carpinteria, CA, USA)
diluyendo 5 pL por 100 pL del sustrato
y dejando reaccionar con los tejidos por 3
minutos. Finalmente, los tejidos fueron con-
tra coloreados con hematoxilina de Harris
durante 3 minutos, lavados con agua co-
rriente y se les realizd el montaje respectivo.

Como control positivo para rabia se
utilizé un bloque de tejido cerebral obte-
nido en el Instituto Nacional de Salud en
Bogotd confirmado como positivo median-
te inmunofluorescencia directa y prueba
bioldgica; para BoHV-5, se usé un bloque
de tejido cerebral donado por personal del
Departamento de la Clinica Veterinaria
de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, UNESP - Campus de Botucatu
y confirmado como positivo a través de la
técnica de PCR. Los controles negativos en
cada caso fueron dos: uno correspondié a
un cerebro bovino de un animal sano y el
otro, al tejido usado como control positivo,
al que se les adicionaba una solucidn salina
fosfatada y buferada (PBS) que sustituyé
el anticuerpo primario.

Analisis y procesamiento de datos

El andlisis se realizé mediante estadistica
de tipo descriptiva utilizando el programa
Microsoft® Excel® 2007 para Windows®.
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RESULTADOS

Hallazgos histopatolégicos en los
tejidos
En nueve casos se observaron lesiones que
variaron de tipo y severidad; en el 11%
(1/9) de los casos, los hallazgos histolégicos
se caracterizaron por alteracién inflamato-
ria (meningoencefalitis no supurativa) y en
77% (8/9) de los casos, por alteraciones
circulatorias (hiperemia, hemorragia y/o
edema) distribuidas en el neurépilo (sus-
tancia blanca, gris o ambas) y en algunos
casos en las meninges. Se observé infiltrado
inflamatorio en el espacio de Virchow-
Robin y en los vasos meningeos, el cual
estaba constituido por linfocitos, células
plasmaticas y algunos macréfagos. En el
11% (1/9) de los casos fue posible observar
gliosis difusa y satelitosis; no obstante, en
ningun caso se detectaron corpusculos
de inclusién intracitoplasmdticos o in-
tranucleares compatibles con el virus de
la rabia o el BoOHV-5 respectivamente.
Finalmente, en uno de los casos no hubo
cambios histolégicos aparentes.

La deteccién de antigenos del virus
de la rabia pudo demostrarse en el 20%
(2/10) de las muestras analizadas. La
utilizacién de anticuerpos monoclonales
y policlonales contra antigenos del virus,
permitié evidenciar el mismo niimero de
tejidos positivos; sin embargo, fue posible
observar una marcacién mds intensa con
el anticuerpo policlonal. En cuanto a la
deteccién de antigenos del BoOHV-5 no se
pudo demostrar en ningtn caso.
La prueba de inmunohistoquimica para
rabia permitié demostrar la presencia de
pequefos agregados en el citoplasma de
las neuronas con un patrén de forma re-
dondeada en niimero variable (Figura 1).
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FIGURA 1. Rabia bovina: inmunohistoquimica en corteza cerebral de casos con diagndstico no
conclusivo, marcacion distribuida en el citoplasma neuronal con un patron de forma redondeada (A,
B, C)y difuso D, revelado con diaminobenzidina (DAB DAKO K3468® Carpinteria, CA, USA). Bar: 20 pm.

DISCUSION

La confirmacién del diagnéstico de rabia
en algunas de las muestras analizadas es
relevante debido a que se contribuyé en
el establecimiento del agente etiolégico en
casos no conclusivos de enfermedad nervio-
sa; en este sentido, es importante destacar
que la Organizacién Mundial de Sanidad
Animal (OIE) y la Organizacién Mundial
de la Sanidad Animal (OMSA 2008) han
exhortado a los paises a establecer un
sistema de andlisis de riesgos, vigilancia
y seguimiento para prevenir el ingreso
de la encefalopatia espongiforme bovina
en sus territorios (Duque-Veldsquez ez al.
2010), lo que implica tener plenamente
identificadas otras entidades que cursan con
sintomatologia clinica nerviosa en bovinos.

A través de la técnica de IHQ fue po-
sible evidenciar la presencia del virus de
la rabia en dos casos, es decir 20% (2/10)
de las muestras; esta informacién, sumada
a trabajos previos de los mismos autores
(Jurado ez al. 2012), aporta indicios de un
posible problema de subdiagnéstico de
enfermedades del sistema nervioso en esta
regién del pais, por lo menos, en relacién
con el virus de la rabia bovina. Asf, ain
es necesario indagar en un nimero mads
alto de muestras si tal situacidn se repite,
ademds de conocer si acontece lo mismo
en otras regiones y cudl es el impacto de
esta condicién sobre los planes epide-
mioldgicos.

Los tejidos evaluados para evidenciar
antigenos del virus de la rabia, fueron
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sometidos a pruebas con anticuerpos mo-
noclonales y policlonales contra el agente,
logrando en ambos casos el mismo nimero
de tejidos positivos. No obstante, fue posi-
ble observar que la marcacién mds intensa
se obtuvo con el anticuerpo policlonal,
aspecto que coincide con informacién ya
descrita (Hamir y Moser 1994; Hamir ez
al. 1995; Lépez y Trimarchi 1998-2001;
Pedroso et al. 2008); para explicar lo que
sucedid, se debe tener en cuenta que en
general, los anticuerpos policlonales pre-
sentan alta afinidad y amplia reactividad
(Ramos 2005), posibilitan el acceso a una
mayor nimero de epitopes y aumentan
la intensidad de marcacién.

La lesiones microscdpicas fueron ob-
servadas en el 90% (9/10) de los tejidos y
variaron de tipo, severidad y distribucién.
Sélo uno de los tejidos positivos a rabia a
través de la IHQ), presenté algunas carac-
teristicas histopatologfas concordantes con
la enfermedad; sin embargo, en ninguno
de los dos casos se observaron corpusculos
de inclusién citoplasmdtico (corpusculos
de Negri) tipicos de la enfermedad, me-
diante la tincién de hematoxilina- eosina
(HE), razén por la cual estos casos fueron
archivados como no conclusivos.

Se ha reportado que el hallazgo de
corpusculos de Negri depende del curso
clinico de la enfermedad (Lima ez /. 2005)
y que su aparicién varia entre el 48% y el
87% (Langohr ez al. 2003; Lemos 2005;
Lima et al. 2005; Rech 2007; Silva et al.
2010). Ademis, el 30% de los tejidos de
animales afectados con rabia pueden no
tenerlos (Maxie 2007; Feng ez al. 2014);
no obstante, la ausencia de esta caracte-
ristica no puede ser motivo para descartar
la rabia como causa.

El tejido sin cambios microscépicos
aparentes pudo provenir de un animal
que present6 una enfermedad que mos-
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tr6 sintomas nerviosos pero no cambios
aparentes a nivel de tejido, o ser una
caso clinicamente mal interpretado como
enfermedad nerviosa. La ausencia de le-
siones en el SNC de bovinos con signos
clinicos de enfermedad nerviosa ya ha sido
reportada y la variacién puede ir desde
26% a 57%. En general, entre sus causas
pueden mencionarse: cetosis, fiebre de
leche, intoxicaciones con Claviceps paspali
y toxiinfecciones por botulismo o tétano
(Sdnchez et al. 2000).

Es importante destacar que ocho de los
diez casos, atn siguen con diagndstico no
conclusivo; al respecto, en Colombia, no se
conocen cifras sobre casos no conclusivos
de enfermedades del sistema nervioso de
los bovinos, por lo que al respecto es nece-
sario realizar un levantamiento. En Brasil,
en estudios regionales en Rio Grande do
Sul y en Mato Grosso, del total de casos
analizados de enfermedad neuroldgica, el
37.7% (2528/6706) y 46.26 % (227/588)
respectivamente, fueron clasificados con
diagnéstico no conclusivo (Lucena ez 4.
2010; Ribas ez 2/ 2013), asi mismo, en un
estudio regional en Inglaterra, Watson ez
al. 2008 describieron en 52% (131/253)
de los casos esta condicién.

Generalmente, los altos indices de
casos no conclusivos se atribuyen a la
carencia de historia clinica, cantidad insu-
ficiente de muestras, ausencia de lesiones
(Casagrande et al. 2008), la distancia de
los lugares donde ocurren los casos hasta
el centro de diagnéstico (Watson ez al.
2008), caddveres o tejidos en mal estado
de conservacidn y, finalmente, al envio de
tejidos con lesiones incidentales o de poca
significancia y mal conservadas (Lucena
et al. 2010).

Otros aspectos que se deben destacar
son: fase y tiempo de evolucién de la en-
fermedad, porcién de cerebro seleccionada,
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concentracion de antigenos en los tejidos
(Jurado et al. 2012), tiempo de fijacién
en formol (Jurado ez al. 2012; Leong y
Peter 1989) y, finalmente, la calidad en
la elaboracién de las ldminas y la expe-
riencias de quien las analiza (Silva ez /.
2010), condiciones que pudieron incidir
de forma directa sobre el resultado en los
tejidos bajo estudio.

Las porciones cerebrales contenidas
en los bloques correspondieron a corteza
cerebral en el 100% de los casos, 60%
(6/10) tenian hipocampo, 30% (3/10)

cerebelo y 10% (1/10) médula oblonga
(Tabla 1); trabajos realizados con bovi-
nos infectados experimentalmente con
BoHV-5 demostraron que el virus se
encuentra presente en la mayorfa de los
casos en el cortex frontal del ganglio de
Gasser, mesencéfalo y tdlamo (Voguel ez 4l.
2003) y las lesiones son mds relevantes en
las porciones rostrales del encéfalo (Rissi
et al. 2006), debido a las diferentes rutas
neuronales utilizadas por el virus para
acceder al SNC durante las fases aguda y
latente (Caron ez /. 2002).

TABLA 1. Datos epidemioldgicos y diagndstico inmunohistoquimico (IHQ) en casos no conclusivos

de enfermedad nerviosa de bovinos.

Nimero de caso Procedencia Edad Region cerebral contenida Diagnostico IHQ*
(meses) en el bloque
Rabia BoHV-5
Cc-14 Planeta Rica - Corteza - -
C-24 Monteria - Corteza, hipocampo, médula - -
oblonga.
C-33 Valledupar 48 Corteza, hipocampo - -
C-42 Valledupar 23 Corteza + -
C-45 Puerto Libertador - Corteza, hipocampo. - -
C-49 Montelibano - Corteza, cerebelo. + -
C-54 Ciénaga de Oro - Corteza, hipocampo. - -
C-53 Tierra Alta - Corteza, cerebelo. - -
C-69 Monteria - Corteza, hipocampo. - -
Cc-97 Monteria - Corteza, hipocampo, - -
cerebelo.
*HQ: Inmunohistoquimico.
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Al respecto, tal vez las politicas sanita-
rias del pais influyeron el tipo de muestra
presente en los tejidos analizados, puesto
que las muestras contenian secciones ce-
rebrales donde existe mds posibilidad de
encontrar alteraciones compatibles con
el virus de la rabia; no obstante, atin es
necesario determinar si la misma condicién
se repite en un mayor nimero de muestras
y en otras regiones del pais.

Es importante destacar que el virus
de la rabia también se distribuye en otras
regiones del SNC, como tronco cerebral,
bulbo a la altura del dbex, pedtinculo
cerebelar, coliculo rostral (Langohr ez
al. 2003), puente y médula (Silva ez al.
2010), secciones donde se determiné que
las lesiones causadas por este virus son
mds prominentes (Langohr ez al. 2003)
y son sitios de eleccién para la realizacién
de la inoculacién cerebral en ratones y la
IFD (Silva ez al. 2010). Por lo tanto, para
mejorar la eficiencia en el diagnéstico de
estos agentes, es recomendable muestrear
multiples sitios con énfasis en los citados.

Con relacién ala técnica de inmunohis-
toquimica para la deteccién de BoHV-5,
se empled una metodologia previamente
optimizada para evidenciar el agente en
muestras fijadas en formaldehido por
largos periodos de tiempo (Hiibner ez 4.
2005); as{ mismo, como control positivo
se us6 tejido cerebral de un bovino que
padecié la infeccién de forma natural y
el tejido estuvo previamente fijado en
formol por un largo periodo. Igualmente,
el protocolo de recuperacién antigénica
con proteinasa K para viabilizar el acceso
de los anticuerpos a los antigenos, fue
igual al descrito en experiencias exitosas
en el diagndstico del agente (D offay ez
al. 1993; Hiibner ez al. 2005).

A pesar de esas condiciones, no fue

posible la identificacién de BoHV-5; no
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obstante es imprescindible seguir con los
estudios sobre este agente, debido a que la
enfermedad herpética en bovinos produce
importantes pérdidas econémicas en las
ganaderias del mundo entero (Chowdhury
et al. 2000), y especialmente en paises
vecinos como Brasil (Barros et /. 2006;
Kunert ez al. 2013; Sanches ez al. 2000;
Ubiali e al. 2008), y es previible que
pueda acontecer lo mismo en Colombia.

Asi mismo, dado a que en el pais este
agente fue previamente identificado (Pe-
draza et al. 2010; Pedraza er al. 2011) y
que existe un alto ntimero de reportes de
enfermedad neuroldgica en zonas donde
se existen altas tasas de seroprevalencia
para BoHV-1 (Piedrahita er al. 2010),
agente estrechamente relacionado con el
BoHV-5 en aspectos estructurales, biolé-
gicos, antigénicos y moleculares (Beltrao
et al. 2000; Rissi ez al. 2008, Flores et al.
2009; Marin et al. 2012).

CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

El asocio de hallazgos histopatoldgicos y
el empleo de la técnica de IHQ fueron
importantes para el diagndstico del virus
de la rabia en muestras con diagndstico
no conclusivo.

Para identificar y establecer mapas
epidemioldgicos sobre el herpes virus
bovino 5, es prioritario capacitar a los
médicos veterinarios de campo sobre cudles
fragmentos de cerebro colectar y la forma
de envio de estas muestras al laboratorio.

Para posteriores estudios se recomien-
dan incluir regiones anatémicas del SNC
por las cuales el virus de la rabia y el
herpes virus bovino 5 tienen tropismo,
ademds de garantizar una adecuada tomay
conservacién de las muestras, as{ como la
elaboracién de una completa descripcién
del caso por parte del médico veterinario
de campo a fin de propiciar la obtencién
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de resultados 6ptimos. Asi mismo, es
necesario indagar sobre que otros tipos
de agentes etiolégicos que pueden estar
relacionados con casos no conclusivos de
enfermedad neuroldgica.
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