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RESUMEN

Varias enfermedades afectan el sistema nervioso de los bovi-
nos entre las que se destacan las infecciones con los virus de
la rabia y el herpes virus bovino 5 (BoHV-5). Con el fin de de-
tectar animales seropositivos al BoHV-5 se analizaron median-
te la técnica de seroneutralizacion en placa, muestras de san-
gre de 156 bovinos de la raza Cebu-Brahman comercial, pro-
cedentes de la region de los llanos orientales colombianos
donde existen antecedentes de animales muertos con sinto-
mas nerviosos y en los cuales se descart6 la enfermedad de la
rabia. Todos los animales estudiados fueron mayores a un afio
de edad, aleatoriamente seleccionados en dos hatos diferen-
tes que reportaron la ausencia de vacunacién para rinotraquei-
tis infecciosa bovina en un periodo de tiempo superior a un
afo. Los resultados indicaron seropositividad para BoHV-5 en
91 casos (58,4%), de los cuales 88 fueron seropositivos tam-
bién para el Herpes Virus Bovino 1 (BoHV-1), mientras que 41
resultaron seronegativos para los dos agentes etiolégicos. De
64 casos seronegativos para el BoHV-5, 22 fueron seropositi-
vos para BoHV-1 y de 43 casos seronegativos para BoHV-1,
dos casos fueron seropositivos para BoHV-5, permitiendo pre-
sumir que tales animales podrian estar infectados exclusiva-
mente con el virus de la encefalitis herpética. Con estos prime-
ros hallazgos se hace énfasis sobre la necesidad de estable-
cer el verdadero impacto de la enfermedad en el pais y se pro-
pone la observaciéon epidemiolégica de los bovinos en la re-
gién estudiada para establecer mecanismos de control de esta
infeccion viral.
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ABSTRACT

Several diseases involve the nervous system of cattle, among
which infections with Rabies Virus and Bovine Herpes Virus 5
(BoHV-5) are noteworthy. In order to detect seropositive ani-
mals to BoHV-5, 156 Brahman-Zebu bovines” blood samples
from Colombia’s eastern plains were analyzed through
seroneutralization assay; the area has a history of animals dy-
ing with nervous symptoms and which rule out the disease of
rabies. All animals were over one year old and randomly se-
lected from two different herds reporting no vaccination for in-
fectious bovine rhinotracheitis in a period exceeding one year.
Results indicated seropositivity for BoHV-5 in 91 cases
(568.4%), of which 88 were also seropositive for bovine herpes
virus 1 (BoHV-1), while 41 were seronegative for both agents.
22/64 seronegative cases for BoHV-5 were seropositive for
BoHV-1 and 2/43 seronegative cases for BoHV-1 were sero-
positive for BoHV-5, and consequently, these animals could be
only infected by encephalitis herpes virus. With these initial
findings, emphasis its placed on the need establish the true im-
pact of the disease in Colombia and proposes the epidemiol-
ogical surveillance of cattle in the region studied in order to es-
tablish mechanisms for control of viral infection.

Key words: Bovine encephalitis, bovine herpesvirus 5, sero-
neutralization.
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INTRODUCCION

Los primeros casos de meningoencefalitis herpética se
describieron en Australia [9], Estados Unidos de América [1,
7], Canada [3], Hungria [2] y Argentina [5]. Inicialmente se
pensd que el agente etioloégico era el BoHV-1, responsable
también de la enfermedad respiratoria y reproductiva, sin em-
bargo, debido a la presentacién de brotes de la enfermedad en
bovinos (Bos taurus-indicus) con signos clinicos exclusivamen-
te neurolégicos, se concluy6 que se trataba de un herpesvirus
con caracteristicas de neuropatogenicidad [11, 28, 29]. En
1986, usando técnicas moleculares se denomind este agente
como herpes virus bovino tipo 1.3 [15] y en 1992, el Comité In-
ternacional de taxonomia viral propuso que el virus de la ence-
falitis bovina se denominara BoHV-5 [18]. Recientemente se
aclar6 que, algunas cepas de BoHV-1 también pueden causar
encefalitis y se discute el papel de estos dos virus en la enfer-
medad neurologica [23]. La encefalitis por BoHV-5, clinica-
mente es similar a la polioencefalomalacia por deficiencia de
tiamina, las intoxicaciones por sal, plomo o sulfuros, e inclusi-
ve puede confundirse con la rabia paralitica bovina [16, 21].

El virus penetra por via aérea replicandose en la mucosa
del tracto respiratorio superior y en las tonsilas; posteriormente
se disemina por el nervio trigémino alojandose en los ganglios
sensoriales donde puede permanecer en estado de latencia o
causar una viremia leve con sintomas asociados a la infeccion
herpética [6]. La primoinfecciéon provoca una respuesta inmune
detectable por seroneutralizacion después de 10 dias y luego
de alcanzar niveles maximos tiende a descender para perma-
necer indefinidamente con titulos bajos [8]. A lo largo de la
vida del animal pueden ocurrir nuevas infecciones o estados
de reactivacion viral generalmente inducidas por estimulos ne-
gativos como el parto, transporte, tratamientos inmunosupre-
sores con corticoides, super infeccidon con otros microorganis-
mos Yy radiacion ultravioleta entre otros. La latencia en los al-
faherpesvirus involucra el mantenimiento del ADN viral en for-
ma extracromosomal, tipicamente en las neuronas de los gan-
glios sensoriales trigémino y sacro [6]. Otra via de ingreso viral
es el nervio olfatorio llegando hasta el cerebro y causando sig-
nos neurologicos agudos [12].

A la necropsia, no siempre hay lesiones, pero se puede
observar pérdida en la profundidad de las circunvoluciones ce-
rebrales y un reblandecimiento cortical que generalmente se
torna de color amarillento. Histolébgicamente se observa necro-
sis neuronal, gliosis, ruptura del neuropilo y manguitos perivas-
culares mononucleares principalmente de linfocitos y macroéfa-
gos (células gitter), las lesiones son concluyentes por los seve-
ros cambios citonecréticos en ambos hemisferios cerebrales
[19]. La encefalitis muestra su especificidad por los cuerpos de
inclusion eosinofilicos intranucleares, los cuales estan presen-
tes en astrocitos y neuronas [10].

El proposito de la presente investigacion fue la deteccion
de bovinos seropositivos a los herpesvirus BoHV-1 y BoHV-5,
con particular énfasis en este ultimo que es el responsable de

la enfermedad nerviosa y teniendo en cuenta, que en la regiéon
de los llanos orientales colombianos se relata con frecuencia
la muerte de algunos animales en condiciones naturales con
sintomas nerviosos, sin que hasta el momento se haya esta-
blecido su causa.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio y tipo de explotacion

El presente estudio se realiz6 en la vereda Cristalina,
municipio de Puerto Gaitan, departamento del Meta, Colombia,
regién que corresponde a un bosque humedo tropical (bh-t),
con una temperatura superior a 24°C, precipitacion promedio
de 3.000 mm/afo, altitud promedio de 500 m.s.n.m., la topo-
grafia presenta areas onduladas y llanura, con dos periodos
climaticos marcados uno de sequia y otro de lluvias [27]. El
sistema de produccién era generalmente de cria extensiva me-
jorada, compuesta en su gran mayoria por bovinos de las ra-
zas Cebu Brahman comercial. En la region se utiliza el sistema
de monta natural (un toro por cada quince hembras) y existen
aproximadamente 200.000 cabezas en explotaciones dedica-
das a la produccion de terneros y venta de machos desteta-
dos, mientras que las hembras se destinan al reemplazo de
las vacas. Los animales son nacidos y criados en la misma re-
gion. Los potreros estan constituidos por pastos nativos en su
mayoria Axonopus purpusii y algunas brachiarias (B. decum-
bens, B. dictyoneura, B. humidicola).

Animales y muestras

En dos explotaciones pecuarias se muestrearon de ma-
nera aleatoria 156 bovinos de la raza Cebu-Brahman comer-
cial de ambos sexos, mayores de un afio de edad (para evitar
la deteccion de anticuerpos maternales), obteniendo muestras
de sangre por puncion de la vena yugular. Cien animales co-
rrespondieron al primer hato que en el momento de realizar
esta investigacion contaba con 8.000 animales y 56 al segun-
do hato, que tenia en ese mismo momento 1.600 animales. El
plan sanitario del lugar incluye proteccién contra brucela, afto-
sa, carbon sintomatico, edema maligno, septicemia hemorragi-
ca y en algunos animales, una vacuna polivalente que incluye
rinotraqueitis infecciosa bovina (Vira Shield ®, Novartis Animal
Health Inc., EUA). Los bovinos del primer hato, que habian
sido inmunizados con esta ultima vacuna llevaban dos afios
sin recibirla, mientras que en los del segundo hato, ese perio-
do de tiempo fue superior a un afio. Debido a que no se vacu-
naron todos los animales y al tiempo que llevaban sin este tipo
de inmunizaciéon se consider6 baja la probabilidad de detec-
cion de anticuerpos vacunales.

El tamafio de la muestra se hizo de acuerdo a lo reco-
mendado por Thrusfield [26] para grandes poblaciones (te6ri-
camente infinitas) con la formula:

n=192Pesp(1-Pesp)+d?
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donde, n es igual al tamafio de la muestra, 1,96 es una cons-
tante para un intervalo de confianza del 95%, P esp es la pre-
valencia esperada, que en este caso fue de 50% por la caren-
cia de trabajos previos en la regién [26] y d es la precision ab-
soluta deseada (en este caso 10%). Reemplazando en la for-
mula el tamafio de la muestra en este estudio fue un numero
minimo de 96 animales.

La sangre fue recogida en tubos de ensayo sin anticoa-
gulante para obtener el suero por métodos estandares conoci-
dos (usando una centrifuga eléctrica Janetzki T-32, Shanghai
Chemical Machinery Plant Co. Shanghai, China), colocando
luego los sueros en tubos plasticos de 2 mL dentro de una
caja térmica con hielo y asi fueron transportados hasta el labo-
ratorio de Patologia Veterinaria de la Universidad de Caldas
donde se conservaron a una temperatura de menos 20°C
(Freezer Stabletemp ®, Cole-Parmer, Vernon Hills, lllinois,
EUA) hasta la realizacion de la prueba de neutralizacion viral.

Prueba de seroneutralizacion

Los sueros fueron transportados hasta el laboratorio de
Virologia de la Universidad Federal de Santa Maria (UFSM),
Rio Grande do Sul, en Brasil, donde se realizaron las pruebas
serolégicas (seroneutralizacién en placa) para lo cual en pri-
mera instancia se hace una dilucion en serie geométrica y uni-
formemente espaciada con base uno en dos (1/2, 1/4, 1/8,
1/16, 1/32, 1/64, 1/128 y 1/256) en una placa de 96 pozos que
contiene una concentracion constante de virus (TCDI/100). Se
utilizaron las cepas Cooper del BoHV-1 y SV507 del BoHV-5.
Posteriormente se adicionaron células (CRIB) y se incubé todo
el complejo durante 72 horas a 37°C (estufa incubadora micro-
procesada B.O.D. modelo Q315M16, Quimis ®, Sao Paulo,
Brasil). La interpretacion de los resultados consistio en detec-
tar la dilucién del suero capaz de inhibir la replicacion viral y a
partir de ese momento considerar el titulo serologico.

Punto de corte

El punto de corte en la presente investigacion se fijo en la
dilucién 1/2 de acuerdo a la estandarizacion previa de la técnica
[8]. Por otro lado y teniendo en cuenta que el objetivo del traba-
jo consistié en detectar animales seropositivos, se interpretd la
prueba direccionandola para aumentar la sensibilidad con sacri-
ficio de la especificidad, lo cual es valido cuando se hace un
gran levantamiento de datos de tipo corte transversal que es ini-
cialmente conducido para detectar una enfermedad, es decir,
de esta forma no se pretende entregar diagnésticos definitivos,
sino, detectar tantos casos como sean posibles [26].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados indican que los animales muestreados
estuvieron en contacto con antigenos de ambos herpesvirus
bovinos (BoHV-1 y BoHV-5). En la TABLA | se observan los
resultados de la seroneutralizacién en ocho diluciones diferen-
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TABLA |
SERONEUTRALIZACION PARA BoHV-1y BoHV-5
EN BOVINOS COLOMBIANOS EN DIFERENTES
DILUCIONES DEL SUERO

Dilucion BoHV-1 BoHV-5
No. % No. %
1/256 1 0,6 0 0
1/128 1 0,6 3 1,9
1/64 5 3,2 9 5,8
1/32 21 13,5 14 9,0
1/16 29 18,6 19 12,2
1/8 19 12,2 16 10,3
1/4 12 7,7 20 12,8
1/2 22 14,1 10 6,4
Toxico * 3 1,9 1 0,6
Negativo 43 27,6 64 41,0
Total 156 100,0 156 100,0

* Indica que la muestra es toxica para el cultivo celular, probablemente
ocurre debido a la presencia de eritrocitos o alguna otra sustancia que
inhibe el crecimiento de la célula.

tes (desde 1/2 hasta 1/256), los resultados “tdxicos” corres-
ponden a muestras donde el suero deteriord el cultivo celular,
lo cual probablemente ocurrié debido a la presencia de eritroci-
tos o alguna otra sustancia inhibidora del crecimiento de la cé-
lula. Se prestd especial atencion a los resultados en la diluciéon
1/64 (TABLA Il), en los que 7 casos fueron seropositivos para
BoHV-1 (4,4%) y 12 casos para BoHV-5 (7,7%), porque los se-
ropositivos en una dilucién alta como esta, representan anima-
les con una gran cantidad de anticuerpos, lo cual ocurre cuan-
do hay una infeccion reciente, una reactivacion viral o un titulo
vacunal, recordando que en los bovinos muestreados se con-
cluyo la inexistencia de anticuerpos vacunales.

En general, ochenta y ocho casos fueron seropositivos
para ambos herpesvirus mientras que 41 resultaron seronega-
tivos para los dos agentes etioldgicos (en la primera dilucion).
De todos los casos seronegativos para BoHV-1, dos casos
fueron seropositivos para BoHV-5, lo cual podria ser un indicio
de especificidad de agentes, permitiendo presumir, que estos
dos animales estaban exclusivamente infectados con el virus
de la encefalitis herpética. Respecto de los casos seronegati-
vos para el BoHV-5, 22 casos fueron seropositivos para
BoHV-1. Estos resultados se observan en la TABLA 1.

La encefalitis en bovinos puede tener varias etiologias
incluyendo agentes infecciosos, metabdlicos y toxicos, la infec-
cion con el BoHV-5 clinicamente se puede confundir con cual-
quiera de las entidades que afectan el sistema nervioso de los
bovinos [13, 25]. La presente investigacion demostro seroldgi-
camente la presencia del BoHV-5 en bovinos de la region de
los llanos orientales de Colombia, zona cercana a la frontera
con Venezuela y Brasil. En esta importante zona ganadera de
Colombia existen relatos sobre animales que murieron con
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TABLA Il
RESULTADOS DE SERONEUTRALIZACION PARA BoHV-5
EN BOVINOS COLOMBIANOS COMPARANDO DOS
DILUCIONES DIFERENTES

Resultado Dilucién 1/2 Dilucién 1/64

No. % No. %

Positivo 91 58,4 12 7.7
Sospechoso 0 0 79 50,6
Téxico 1 0,6 1 0,6

Negativo 64 41,0 64 41
Total 156 100,0 156 100,0

TABLA 1l

NUMERO DE ANIMALES SIMULTANEAMENTE
SEROPOSITIVOS PARA BoHV-5Y BoHV-1 POR
SERONEUTRALIZACION (TiTULO 1:2) EN MUESTRAS
DE BOVINOS COLOMBIANOS

BoHV-5 Total
Positivo  Negativo Téxico
BoHV-1  Positivo 88 22 0 110
Negativo 2 41 0 43
Toxico 1 1 1 3
Total 91 64 1 156

sintomas nerviosos y que en algunos casos han quedado sin
el establecimiento de un diagnostico definitivo, Benavides re-
porté que, animales de la orinoquia colombiana sufrian muerte
subita debido al uso de pesticidas y a parasitos como el Sar-
cocystis bovis y aunque no relata diagnosticos directos men-
ciona la posibilidad de existencia de enfermedades como botu-
lismo y rabia [4].

Respecto al diagnéstico, las pruebas mas comiunmente
usadas para identificar el BoHV-5 son seroneutralizacion en
placa, inmunohistoquimica y reaccion en cadena de la Polime-
rasa (PCR) [24]. En Colombia hasta el momento, no se aplican
de manera rutinaria técnicas de diagnostico especificas que
permitan diferenciar entre el virus de la rabia y el BoHV-5, lo
cual deberia implementarse para tener una mejor organizacion
en el control epidemioldgico con estas enfermedades que cau-
san grandes pérdidas econdmicas para los productores pecua-
rios [21]. Aunque el BoHV-5 en Colombia todavia no ha sido
oficialmente reportado por el Ministerio de Agricultura [13], es-
tudios previos de bovinos colombianos que murieron con en-
cefalitis viral, revelaron cinco animales positivos al BoHV-5 por
recuperacion de su material genético mediante nested-PCR en
el Instituto de Ciencias Biologicas de la Universidad Federal de
Minas Gerais en Belo Horizonte, Brasil [14].

En este estudio se incluy6 la deteccién de anticuerpos
contra BoHV-1, debido a la posible reaccion cruzada con el
BoHV-5 en su identificacion y porque se trata de un virus que
desde hace varios afios ha sido asociado a la enfermedad re-

productiva en bovinos en Colombia [30]. No hubo relacién en-
tre la condicion de seropositividad y el tipo de virus involucra-
do, es decir, animales seropositivos para BoHV-5 fueron sero-
negativos para BoHV-1 y viceversa. Esto, sumado a la alta
sensibilidad de la prueba utilizada [8], permite concluir que por
lo menos, en los hatos analizados es posible la existencia del
BoHV-5, siendo entonces absolutamente necesario, realizar
nuevas investigaciones tendientes al diagnéstico directo del
agente y su asociacién con la responsabilidad en la muerte de
animales con sintomas nerviosos.

La falta de conocimiento sobre las caracteristicas clinicas
que ocasiona la infeccién con el BoHV-5, puede hacer que esta
entidad pase desapercibida y por lo tanto, es importante analizar
epidemiolégicamente lo que ocurre con el movimiento de reba-
fios entre las diferentes regiones e incluso con otros paises don-
de la enfermedad ha sido descrita desde hace varios afios [17,
20]. Los productores han informado que muchos animales solo
se transportan entre hatos de la region, pero que sus padres,
fueron introducidos al llano procedente del interior de Colombia e
incluso, un gran nimero de animales llegaron desde Brasil, con
el fin de hacer mejoramiento genético de las razas cebuinas. En
la actualidad, la region posee alrededor de 200.000 cabezas de
bovinos, un solo animal positivo a BoHV-5 seria un factor de ries-
go para cualquier explotacion, debido a la capacidad que tiene
este agente para trasmitirse y permanecer latente en el organis-
mo, ademas, por las condiciones epidemioldgicas que facilitan su
transmision, como la alta densidad de animales en espacios re-
ducidos, la introduccion de animales posiblemente infectados vy el
estrés (por transporte, manejo, aclimatacion y presencia de bece-
rros huérfanos), entre otros [22]. Desafortunadamente hasta el
momento, el verdadero estado sanitario de los animales de estos
hatos es una incégnita ya que es dificil su monitoreo en las con-
diciones rutinarias de manejo de los mismos.

Finalmente se debe seguir el ejemplo de paises como
Brasil y Argentina, quienes estan desarrollado investigaciones
tendientes a la identificacion y caracterizaciéon del BoHV-5
para facilitar la elaboracion de programas de prevencioén, con-
trol y tratamiento de los animales afectados [12, 15].

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se concluye que existen animales seropositivos a BoHV-5
en la zona y por lo tanto, se requiere iniciar investigaciones que
permitan establecer el impacto econémico de la infeccion en los
rebafios, ademas se debe verificar el estado sanitario respecto
de este agente etioldgico y su diferenciacion con otros que cau-
san sindromes neurolégicos y afectan a los bovinos en todo Co-
lombia. Por otro lado, se demuestra la utilidad de la prueba de
seroneutralizacion para BoHV-1 (siempre que sea interpretada
por expertos) y la diferenciacién con BoHV-5 pese a la co-exis-
tencia de estos agentes en los hatos bovinos.

En razon a que en la actualidad no existen diagnosticos
directos del BoHV-5 en la region de los Llanos orientales de
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Colombia, es importante que los veterinarios de campo detec-
ten animales infectados o muertos con sintomas nerviosos,
para establecer diagnésticos definitivos por técnicas histopato-
légicas de rutina. Asi mismo, los resultados de este estudio
permiten alertar a las autoridades sanitarias regionales para
implementar técnicas de diagnéstico que permitan determinar
el papel del BoHV-5 en la condicién de enfermedad de bovinos
de la zona, con el fin de contribuir a mejorar el estado sanitario
de esta importante poblacion ganadera en Colombia.
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