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SUMMARY 

The aims of this study were to set up and to evaluate an immunohistochemical technique in bovine skin 
biopsies for the diagnosis of persistently infected cattle with Bovine Viral Diarrhea virus. Formalin fixed, paraffin­
embedded skin tissues were submitted to different treatments for antigen retrieval, incubated with 15.c.5, WB160, 
WB162, WB210 and WB215 monoclonal antibodies, and developed with the biotin-streptoavidin-peroxidase 
system. Monoclonal antibodies 15.c.5 and WB210, which react with the glycoprotein Erns of the Bovine Viral 
Diarrhea virus, successfully detected the virus after unmasking the antigen. The remaining monoclonal antibodies 
did not react in formalin fixed tissues. The stain pattern and its distribution were identical in all persistently 
infected bovines examined and is typical of this condition. The immunohistochemistry applied to formalin­
fixed skin biopsies using monoclonal antibody 15.c.5, previous enzymatic antigenic unmasking, is a useful 
method for the diagnosis of persistently infected bovines. 
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INTRODUCCION ocasionando una variedad de síndromes, 
incluyendo trastornos respiratorios, digestivos, 

El virus Diarrea Viral Bovina (vDVB) síndrome hemorrágico, inmunodepresión, 
pertenece al género Pestivirus de la familia enfermedad aguda de alta morbilidad y 
Flaviviridae con un alto grado de variabilidad mortalidad, infección persistente y enfermedad 
genética y antigénica. Estas características se mucosa (Kelling, 1996; Tremblay y col., 1996; 
reflejan en el espectro de manifestaciones Walz y col., 1999). El mayor impacto económico 
clínicas que produce en el huésped, dificulta los son los ocasionados por los trastornos 
métodos diagnósticos y limita la protección reproductivos como ooforitis, muerte 
brindada por vacunas monovalentes (Paton, embrionaria y abortos (Moennig y Liess, 1995). 
1995). Afecta a bovinos de cualquier edad, La infección presenta una distribución 

mundial y es endémica en la mayoría de las 
poblaciones bovinas. Alcanza un nivel de 0.5% 
a 2% de bovinos persistentemente infectados y 

Aceptado: 05.05.2003. 60% a 80% de bovinos seropositivos (Houe, 
*Financiado por Proyecto Fondecyt Nº 1990717. 1999). La IX y X Regiones de Chile presentan 
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una seroprevalencia de 73.8%, mientras que en 
rebaños lecheros de la Provincia de Valdivia, 
Chile, se observa una prevalencia predial del 
100% y 50,9% de bovinos seropositivos 
(Reinhardt y col., 1990; Riedemann y col., 1996). 
La principal fuente de infección y reservorio 

del virus en la naturaleza son los bovinos 
persistentemente infectados (Houe, 1999). En 
todo programa de control y erradicación de la 
enfermedad, empleen o no vacunación, es 
imprescindible el diagnóstico y eliminación de 
dichos animales (Brownlie y col., 2000). 
Los bovinos persistentemente infectados pueden 

ser diagnosticados por aislamiento viral, ELISA, 
PCR e inmunohistoquímica. La inmunohistoquímica 
realizada en tejido fijado en formalina aventaja a 
otras técnicas en término de conveniencia en la 
remisión de muestras, permite estudios retrospectivos 
de muestras enviadas para examen histopatológico 
y permite una asociación precisa entre el antígeno 
viral con tipos celulares y lesiones histológicas 
(Dubovi, 1996). El reconocido epiteliotropismo del 
vDVB ha originado el desarrollo y validación de 
técnicas inmunohistoquímicas en biopsias de piel 
para el diagnóstico de bovinos persistentemente 
infectados. Esta técnica, en comparación con el 
aislamiento viral, permite un diagnóstico seguro, 
rápido y menos costoso (Thür y col., 1996; Njaa y 
col., 2000). El objetivo de este estudio fue montar 
y evaluar una técnica inmunohistoquímica en 
biopsias de piel fijadas en formalina para el 
diagnóstico rutinario de bovinos persistentemente 
infectados con el vDVB en Chile. 

MATERIAL Y METODOS 

Se utilizaron biopsias de piel (oreja) de 3 
bovinos persistentemente infectados y de 3 
bovinos seropositivos clínicamente normales 
provenientes de 10 predios lecheros de la 
provincia de Valdivia, Chile, diagnosticados en 
el Instituto de Microbiología de la Facultad de 
Ciencias de la Universidad Austral de Chile. Se 
consideraron animales persistentemente 
infectados aquellos que resultaron seronegativos 
con el método ELISA mediante el kit CHEKIT­
BVD-SERO (Dr. Bommeli AG, Suiza); y 
positivos al aislamiento viral, PCR y a la 

detección de antígeno con el método ELISA 
mediante el kit CHEKIT-BVD-VIRUS-II (Dr. 
Bommeli AG, Suiza). Las muestras fueron 
fijadas en formalina tamponada al 10% por 24 
horas, procesadas en autotécnico con la finalidad 
de ser deshidratadas e impregnadas en parafina, 
cortadas mediante micrótomo a 5 micras, 
montadas en portaobjetos con poly-l-lisina y 
procesadas de acuerdo a las consideraciones 
técnicas de Haines y Chelack (1991). 
Los cortes de piel se desparafinaron y 

rehidrataron por inmersiones secuenciales en xilol 
(xilol I: 10 minutos y xilol II: 10 minutos), etanol 
(alcohol 100%: 5 minutos; alcohol 96%: 5 
minutos; alcohol 80%: 5 minutos y alcohol 70%: 
5 minutos) y agua destilada durante 5 minutos. 
La peroxidasa del tejido se inactivó, luego de la 
inmersión del tejido en alcohol 100%, con una 
solución de 0.5% de peróxido de hidrógeno en 
metanol absoluto por 30 minutos a temperatura 
ambiente. Posteriormente, los cortes se lavaron 3 
veces en PBS por 5 minutos. El método de 
desenmascaramiento antigénico se estandarizó 
para cada anticuerpo primario; se incluyeron tres 
tratamientos diferentes: 1) Sin tratamiento. 2) 
Tratamiento con enzima proteolítica: los cortes 
se sometieron a la acción de proteinasa K 
(DAKO Proteinase K Enzyme digestion. Dako 
Corporation, USA) en concentraciones de 
0.04%, 0.004%, 0.002%, 0.001% y 0.0005% en 
buffer Tris-HCl 0.05 M, pH 7.5. La digestión 
proteolítica se realizó a 37º C durante 10, 20, 
30 y 40 minutos en cámara húmeda. 3) 
Tratamiento en horno microonda: Los cortes se 
colocaron en coplin conteniendo buffer citrato 
10 mM, pH 6, y tratados en horno microonda 
Mademsa (poder microonda 650 W, frecuencia 
nominal 2.450 Mhz) a potencia mínima durante 
5, 10, 15 y 20 minutos y 50% de potencia 
durante 5, 10 y 15 minutos. Luego de cada 
tratamiento los cortes se lavaron 3 veces en PBS 
por 5 minutos. Como anticuerpo primario se 
utilizaron: - Anticuerpo monoclonal 15.c.5: 
específico para la proteína viral Erns (gp48) del 
vDVB (cortesía del Dr. Dubovi, New York State 
College of Veterinary Medicine, Veterinary 
Diagnostic Laboratory, Cornell University, 
Ithaca, NY) en diluciones de 1:300 a 1:12000 
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y Panel de anticuerpos monoclonales: WB162: 
específico para la proteína viral E2 (gp53) del 
vDVB; WB210: específico para la proteína viral 
Erns (gp48) del vDVB; WB215: específico para 
la proteína viral E2 (gp53) del vDVB y WB160: 
específico para la proteína viral NS2/3 (p125/ 
80) del vDVB y virus de la Enfermedad de la 
Frontera (Central Veterinary Laboratory, UK) en 
dilución 1:20. Las secciones se incubaron con los 
anticuerpos monoclonales toda la noche en 
cámara húmeda a 4º C. Posteriormente, se 
lavaron 3 veces en PBS por 5 minutos. Para el 
revelado de la reacción antígeno anticuerpo se 
utilizó el sistema biotina-streptoavidina­
peroxidasa (DAKO LSAB 2 System, HRP. 
DAKO Corporation, USA). El anticuerpo 
secundario marcado con biotina se incubó con 
las muestras durante 30 minutos a temperatura 
ambiente en cámara húmeda y posteriormente se 
lavó 3 veces en PBS por 5 minutos. El complejo 
streptavidina-peroxidasa se incubó con las 
muestras por 30 minutos a temperatura ambiente 
en cámara húmeda y posteriormente se lavó 3 veces 
en PBS por 5 minutos. La reacción se visualizó 
con el cromógeno aminoetilcarbazol (se usó para 
poder diferenciar la reacción positiva de la 
melanina), incubado con las muestras durante 15 
minutos a temperatura ambiente y posteriormente 
lavadas con agua destilada. Finalmente, las 
secciones fueron teñidas con hematoxilina de 
Mayer y montadas con Faramount (DAKO 
Corporation, USA, Code S3025). 
Como control positivo se emplearon los 

bovinos persistentemente infectados y como control 
negativo se emplearon los bovinos seropositivos; 
además, secciones de cada muestra fueron 
procesadas en forma idéntica y simultánea 
reemplazando el anticuerpo primario específico por 
otro anticuerpo monoclonal irrelevante y PBS. Los 
resultados se presentaron en forma descriptiva. 

RESULTADOS 

Montaje y estandarización de la técnica 

inmunohistoquímica 

Desenmascaramiento antigénico: 1. Sin 

tratamiento: La inmunotinción empleando el 

anticuerpo primario 15.c.5, dilución 1:1000, no 
fue capaz de teñir todas las estructuras de la piel, 
ni todas las células de una misma estructura. Se 
observó una reacción moderada en células de 
músculo liso y en los epitelios de los folículos 
pilosos, principalmente los ubicados en el centro 
del tejido, mientras que fue débil en epidermis, 
macrófagos y glándulas sebáceas (figura 1). Las 
diluciones 1:300 y 1:500 fueron poco efectivas 
en mejorar la intensidad de reacción, por el 
contrario, originaron reacción inespecífica débil 
e intensificaron la reacción de fondo. Del panel 
de anticuerpos monoclonales (WB160, WB162, 
WB210 y WB215) el anticuerpo WB210, 
dilución 1:20, origino una reacción débilmente 
positiva en algunas células del epitelio folicular, 
epidermis, estroma y músculo piloerector (figura 
3). 2. Tratamiento con enzima proteolítica: El 
desenmascaramiento antigénico proteolítico 
produjo una gran intensificación en la reactividad 
de la muestra para el anticuerpo monoclonal 
15.c.5. Los tratamientos enzimáticos más 
efectivos fueron: proteinasa K 0.001% durante 
20 y 30 minutos y proteinasa K 0.0005% durante 
30 y 40 minutos a 37ºC en cámara húmeda. Estos 
tratamientos fueron capaces de mejorar 
considerablemente la reacción, se obtuvo una 
inmunotinción específica (reacción granular de 
partículas virales intracitoplasmáticas) e intensa 
en todas las estructuras de la piel. A pesar de no 
observarse marcadas diferencias entre los 
tratamientos mencionados, se optó como 
tratamiento estándar la concentración de 
proteinasa K 0.0005% durante 40 minutos. Este 
tratamiento resultó en una reacción intensa en 
todas las estructuras, no alteró la morfología del 
tejido y permitió procesar mayor cantidad de 
muestras a igual cantidad de enzima (figura 2). 
Los restantes tratamientos resultaron en menor 
intensidad de reacción o en pérdida de 
morfología (cuadro 1). Los tratamientos con 
proteinasa K no mejoraron la reactividad del 
tejido frente a los anticuerpos monoclonales 
WB160, WB162, WB210 y WB215. 3. 
Tratamiento en horno microonda: Los diferentes 
tratamientos realizados en horno microonda no 
mejoraron la reacción del tejido frente al 
anticuerpo primario 15.c.5; por el contrario, la 
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FIGURA 1: Bovino persistentemente infectado Nº 3. Inmunohistoquímica en biopsia de piel fijada en 

formalina sin tratamiento enzimático. Mínima inmunolocalización del vDVB. Anticuerpo monoclonal 

15.c.5, dilución 1:1000 (20x). 
Persistently infected bovine Nº 3. Immunohistochemistry in formalin fixed skin biopsy without enzymatic treatment. 

Minimal immunoreaction of bovine viral diarrhea virus. Monoclonal antibody 15.c.5, 1:1000 dilution (20x). 

FIGURA 2: Bovino persistentemente infectado Nº 3. Inmunohistoquímica en biopsia de piel fijada en 

formalina. Intensa inmunolocalización del vDVB previo tratamiento enzimático, proteinasa K 0.0005% 

durante 40 minutos. Anticuerpo monoclonal 15.c.5, dilución 1:1000 (20x). 
Persistently infected bovine Nº 3. Immunohistochemistry in formalin fixed skin biopsy with enzymatic treatment, 

proteinase K 0,0005% for 40 min. Strong immunoreaction of bovine viral diarrhea virus. Monoclonal antibody 15.c.5, 

1:1000 dilution (20x). 
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CUADRO 1: Comparación de diferentes concentraciones y tiempos en el desenmascaramiento antigénico 

enzimático (proteinasa K) para el anticuerpo 15.c.5, dilución 1:1000, en las diferentes estructuras de la 

piel. Bovino persistentemente infectados Nº 3. 
Comparison of different concentration and time in the enzymatic antigen retrieval (proteinase K) for 15.c.5 monoclonal 

antibody, 1:1000 dilution, in different skin structures. Persistently infected cattle Nº 3. 

Tratamientos 

Intensidad de reacción 

Concentración Tiempo

  Proteinasa K (minutos) 

0.04% 10 - - - - - - - M 

10 
20 

0.004% 30 
40 

++ 
-
-
-

-
-
-
-

+++ ++ ++ 
- - -
- - -
- - -

+ 
-
-
-

+ 
-
-
-

R 
M 
M 
M 

10 
20 

0.002% 30 
40 

++ 
+ 
+ 
-

+++ 
+ 
+ 
-

+++ ++ +++ 
+++ + ++ 
+++ + ++ 
- - -

++ 
+ 
+ 
-

+ 
+ 
+ 
-

R 
R 
R 
M 

10 ++ +++ +++ ++ ++ + + B 
20 +++ +++ +++ +++ +++ ++ + B 

0.001% 30 

40 
+++ 

-
+++ 

-
+++ +++ +++ 

- - -
++ 

-
+ 

-
B 

M 

10 
20 

+ 
++ 

+++ 
+++ 

+++ ++ +++ 
+++ ++ +++ 

+ 
+ 

+ 
+ 

B 
B 

0.0005% 30 +++ +++ +++ +++ +++ ++ + B 

40 +++ +++ +++ +++ +++ +++ + B

 Sin tratamiento +  ++  +  +  +  - - B  

Intensidad de reacción: - : Sin tinción; + : Tinción débil; ++ : Tinción moderada; +++ : Tinción intensa. Morfología: B: 
Preservación de la morfología; R: Leve digestión del tejido, caracterizado por disociación de células epiteliales; M: Digestión 
total del tejido. Fondo: -: Sin tinción de fondo; +: Tinción de fondo leve; ++: Tinción de fondo moderado; +++: Tinción 
específica indiscernible de la tinción de fondo. 

reacción disminuyó en forma drástica y, en los 
tratamientos más prolongados, afectaron la 
morfología del tejido y ocasionaron 
desprendimiento de las muestras. El tratamiento 
en horno microonda a 50% potencia durante 5 
minutos fue el único que aumentó la reactividad 
del tejido frente al anticuerpo primario WB210, 
dilución 1:20. Este tratamiento, que registró una 
temperatura de 100º C al finalizar la irradiación, 

indujo una reacción moderada a intensa en todas 
las estructuras de la piel (Figura 4). Sin embargo, 
alteró levemente la morfología, principalmente 
a nivel del tejido conectivo, ocasionando en la 
mayoría de los casos desprendimiento parcial de 
la muestra. Los diferentes tratamientos térmicos 
no mejoraron la reactividad del tejido frente a 
los anticuerpos monoclonales WB160, WB162 
y WB215, dilución 1:20. 
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FIGURA 3: Bovino persistentemente infectado Nº 1. Inmunohistoquímica en biopsia de piel fijada en 
formalina sin tratamiento de desenmascaramiento antigénico. Algunas células positivas en epidermis y 
estroma. Anticuerpo monoclonal WB210, dilución 1:20 (20x). 
Persistently infected bovine Nº 1. Immunohistochemistry in formalin fixed skin biopsy without treatment for antigen 

recovery. Minimal immunoreaction of bovine viral diarrhea virus. Monoclonal antibody WB210, dilution 1:20 (20x). 

FIGURA 4: Bovino persistentemente infectado Nº 1. Inmunohistoquímica en biopsia de piel fijada en 
formalina, con tratamiento en horno microondas por 5 minutos. El tratamiento aumentó la reactividad 
del tejido para el anticuerpo monoclonal WB210, dilución 1:20 (20x). 
Persistently infected bovine Nº 1. Immunohistochemistry in formalin fixed skin biopsy with microwave treatment for 

5 minutes. Immunoreaction of bovine viral diarrhea virus. Monoclonal antibody WB210, dilution 1:20 (20x). 
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CUADRO 2. Comparación de intensidad de reacción y fondo de diferentes diluciones del anticuerpo 

primario 15.c.5 en las distintas estructuras de la piel; previo tratamiento con proteinasa K 0,0005% por 

40 minutos a 37ºC, en los tres bovinos persistentemente infectados. 
Comparison of reaction intensity and background between different dilution of 15.c.5 monoclonal antibody in different 

skin structures; previously treatment with proteinase K 0,0005% for 40 min. at 37º C, in all persistently infected 

bovine. 

Intensidad de reacción 
Diluciones Animales 

(µl) controles Epidermis Folículos Histiocitos Músculo Glándulas Glándulas Fondo 

liso sebáceas sudoríparas 

1:1000 Positivo 
Negativo 

+++ 
++ 

+++ 
-

+++ +++ +++ 
- - + ç 

+++ 
-

+ 
-

1:2000 Positivo 
Negativo 

+++ 
+ 

+++ 
-

+++ +++ +++ 
- - -

+++ 
-

-

1:3000 Positivo 
Negativo 

++ 
+ * 

++ 
-

+++ ++ ++ 
- - -

+ 
-

-

1:6000 Positivo ++ ++ +++ ++ ++ + -

Negativo - - - - - -

1:12000 Positivo 
Negativo 

+# / ++º 
-

++ 
-

+++ ++ ++ 
- - -

+ 
-

-

Intensidad de reacción: – : Sin tinción; + : Tinción débil; ++ : Tinción moderada; +++ : Tinción intensa.

Fondo: –: Sin tinción de fondo; +: Tinción de fondo leve; ++: Tinción de fondo moderado; +++: Tinción específica

indiscernible de la tinción de fondo.

* Reacción focal.

ç Reacción en células secretoras de algunas glándulas sebáceas.

# Bovinos persistentemente infectados Nº 1 y 2. 
º Bovino persistentemente infectado Nº 3. 

Anticuerpos primarios: Los tratamientos 
realizados no permitieron obtener reacción con 
los anticuerpos primarios WB160, WB162 y 
WB215. Este panel de anticuerpos se utiliza en 
conjunto ya que la utilización de un solo 
anticuerpo monoclonal (WB210) no identifica 
todas las variantes antigénicas del vDVB 
(Edwards y col., 1991). Por este motivo no se 
estandarizó la dilución de trabajo del anticuerpo 
monoclonal WB210 y se utilizó al anticuerpo 
monoclonal 15.c.5 como anticuerpo primario 
para analizar las muestras de los animales 
utilizados en este estudio. La dilución más alta 
del anticuerpo monoclonal 15.c.5 que produjo 
una tinción útil fue 1:6000. La intensidad de 
reacción fue semejante en los tres bovinos hasta 
la dilución 1:6000, disminuyendo la reacción a 
nivel de epidermis en los bovinos Nº 1 y 2 a la 

dilución 1:12000. Con diluciones 1:1000, 1:2000 
y 1:3000 se observó en los animales controles 
negativos tinción inespecífica de intensidad 
moderada a débil, principalmente en el estrato 
espinoso de la epidermis. 

Reacciones control: Los controles negativos 
no presentaron reacción positiva o inespecífica 
al incubarse con el anticuerpo primario 15.c.5, 
dilución 1:6000, previo desenmascaramiento 
antigénico con proteinasa K 0.0005% durante 40 
minutos a 37ºC (Figura 5). No se observó 
reacción inespecífica al sustituir el anticuerpo 
primario 15.c.5 por los anticuerpos WB160, 
WB162 y WB215, dilución 1:20, o al remplazar 
el anticuerpo primario por otro anticuerpo 
monoclonal irrelevante y PBS en las muestras 
problemas, previo tratamiento enzimático. 
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FIGURA 5: Bovino seropositivo usado como control negativo, tratado con proteinaza K. Anticuerpo


monoclonal 15.c.5, dilución 1:6000 (10x).

Negative control seropositive bovine, treated with proteinase K. Monoclonal antibody 15.c.5, 1:6000 dilution (10x).


Distribución de la inmunoreacción 

Las biopsias de piel de los tres bovinos 
persistentemente infectados resultaron positivas al 
anticuerpo monoclonal 15.c.5, dilución 1:6000, y 
presentaron similar patrón de tinción y distribución 
de la inmunoreacción. El patrón de tinción se 
visualizó como estructuras granulares de distinto 
diámetro, teñidas de rojo, localizadas en el 
citoplasma de las células epiteliales de la epidermis 
y folículos pilosos, células de las glándulas 
sebáceas, células de las glándulas sudoríparas, 
histiocitos, músculo liso y células endoteliales 
(Figura 6). La mayor intensidad de reacción se 
observó en histiocitos y células epiteliales. La 
epidermis presentó una tinción granular de 
distribución difusa (a lo largo de toda la biopsia), 
concentrada principalmente en las células del 
estrato espinoso y basal (Figura 7). La reacción se 
visualizó en todos los folículos pilosos y en sus 
distintos segmentos. Las distintas células que 
forman el folículo piloso mostraron reacción 
positiva, sin embargo, la reacción se concentró 

especialmente en las células de la vaina radicular 
externa (Figura 8). En los bulbos pilosos, las células 
que conforman la papila dérmica son las que 
presentan una mayor intensidad de tinción, mientras 
que el número de células positivas e intensidad de 
tinción fue menor en la matriz del bulbo piloso 
(Figura 9). También resultaron positivas las células 
que conforman la vaina de tejido conectivo que 
soporta al folículo piloso. Una intensa reacción se 
presentó en macrófagos/histiocitos a nivel de la 
dermis y, en menor proporción, en linfocitos. Las 
células del epitelio de las glándulas sudoríparas y, 
en menor proporción, sus células mioepiteliales y 
las células basales de las glándulas sebáceas 
presentaron reacción positiva al antígeno viral. Las 
células de músculo liso piloerector y de vasos 
sanguíneos presentaron una intensa reacción; 
mientras que el número de células positivas e 
intensidad de reacción fue menor en células 
endoteliales. También se evidenció reacción en las 
fibras nerviosas y perineuro y en células del tejido 
conectivo laxo del músculo estriado a nivel de la 
hipodermis. 
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FIGURA 6: Bovino persistentemente infectado Nº3. Microfotografía panorámica mostrando la 

distribución de la inmunoreacción, similar en los tres bovinos persistentemente infectados. Tejido tratado 

con proteinasa K 0,0005%. Anticuerpo monoclonal 15.c.5, dilución 1:6000 (10x). 
Persistently infected cattle Nº 3. Microphotography to show immunoreaction distribution, identical in all persistently 

infected bovine. Tissue treated with proteinase K 0.0005%. Monoclonal antibody 15.c.5, 1:6000 dilution (10x). 

FIGURA 7: Bovino persistentemente infectado Nº 1. Epidermis. La inmunoreactividad para el antígeno 
del vDVB se visualizó como partículas granulares intracitoplasmáticas de color rojo. La reacción de 
distribuye en todos los estratos de la epidermis, exceptuando el estrato córneo, istmo de los folículos 
pilosos e histiocitos de la dermis. Tejido tratado con proteinasa K 0,0005%. Anticuerpo monoclonal 15.c.5, 
dilución 1:6000 (40x). 
Persistently infected cattle Nº 1. Epidermis. The immunoreactivity for the antigen can be observed like red particles 
into cytoplasm in epidermal cells, isthmus of hair follicles and dermal mononuclear cells. Tissue treated with proteinase 
K 0.0005%. 15.c.5 monoclonal antibody, 1:6000 dilution (40x). 
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FIGURA 8: Bovino persistentemente infectado Nº 1. Demostración inmunohistoquímica del antígeno 
del vDVB en folículos pilosos, porción media. La mayor concentración de la reacción se apreció en las 
células basales de la vaina radicular externa. Tejido tratado con proteinasa K 0,0005%. Anticuerpo 
monoclonal 15.c.5, dilución 1:6000 (20x). 
Persistently infected cattle Nº 1. Immunohistochemical demonstration of bovine viral diarrhea virus antigen in hair 
follicles, half segment. The most strong reaction is view in basal cells. Tissue treated with proteinase K 0.0005%. 
15.c.5 monoclonal antibody, 1:6000 dilution (20x). 

FIGURA 9: Bovino persistentemente infectado Nº 3. Bulbo piloso. La mayor concentración de la 

inmunoreacción se presenta en las células de la papila dérmica del bulbo piloso. Tejido tratado con 

proteinasa K 0,0005%. Anticuerpo monoclonal 15.c.5, dilución 1:6000 (40x). 
Persistently infected cattle Nº 3. Hair bulb. The strongest immunoreaction was found in dermal papilla cells of the 
hair bulb. Tissue treated with proteinase K 0.0005%. 15.c.5 monoclonal antibody, 1:6000 dilution (40x). 
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DISCUSION 

Los resultados de este trabajo demuestran que 
la técnica inmunohistoquímica permite 
diagnosticar bovinos persistentemente infectados 
a partir de biopsias de piel fijadas en formalina. 
Desde los informes de Bielefeldt Ohmann (1983) 
de la presencia de antígeno viral en piel de 
bovinos persistentemente infectados, han sido 
varios los estudios que confirman a la piel como 
una muestra útil y eficaz para la detección del 
vDVB en dichos animales (Thür y col., 1996; 
Brodersen y col., 1998; Hilbe y col., 2000; Njaa 
y col., 2000). 
El principal objetivo de este estudio fue 

montar y evaluar una técnica inmunohisto­
química en biopsias de piel fijadas en formalina 
y no determinar su eficacia frente a otras técnicas 
para el diagnóstico de bovinos persistentemente 
infectados. Sin embargo, esta técnica fue capaz 
de diferenciar los 3 bovinos persistentemente 
infectados de los 3 bovinos no infectados 
diagnosticados previamente en el Instituto de 
Microbiología de la Facultad de Ciencias de la 
Universidad Austral de Chile con los métodos 
ELISA, PCR y aislamiento viral. Estudios 
previos, empleando el anticuerpo monoclonal 
15.c.5 demuestran una concordancia de 97.6% 
entre el aislamiento viral (prueba de oro) y la 
inmunohistoquímica en biopsias de piel fijadas 
en formalina (Njaa y col., 2000). Otro ensayo 
demuestra una concordancia del 100% entre la 
inmunohistoquímica en tejido fijado en formalina 
y el aislamiento viral, empleando el anticuerpo 
monoclonal 15.c.5 (Baszler y col., 1995). 
Otras ventajas que han sido informadas son 
que las muestras fijadas en formalina son más 
estables que las muestras de sangre, evitándose 
así falsos negativos por autólisis o 
putrefacción, por otra parte, permite diferenciar 
bovinos persistentemente infectados de bovinos 
con infección aguda con un solo muestreo y 
permite analizar terneros neonatos ya que los 
anticuerpos calostrales no interfieren con la 
técnica (Brodersen y col., 1998; Njaa y col., 
2000; Brodersen, 2001*). Además, la colección 

* Comunicación personal. 

y remisión de las muestras es simple, es una 
técnica sencilla que requiere de equipamiento 
básico y, por tanto, de fácil implementación en 
los laboratorios de histopatología. 
Este estudio sugiere fuertemente que el 

anticuerpo monoclonal 15.c.5 reconoce al 
antígeno viral en tejido fijado en formalina y 
embebido en parafina, previo desenmasca­
ramiento antigénico enzimático. Este anticuerpo 
fue capaz de inmunolocalizar el vDVB en los 3 
bovinos persistentemente infectados con una 
intensidad de reacción moderada a intensa y sin 
mostrar reacciones inespecíficas a la dilución 
empleada. Desde los trabajos de Haines y col. 
(1992), que demuestran la resistencia a los 
efectos de la fijación en formalina del epitope 
de la glicoproteína viral Erns (gp 48) que reconoce 
el anticuerpo monoclonal 15.c.5, la mayoría de 
los estudios de inmunolocalización del vDVB 
realizados en tejido fijados en formalina emplean 
dicho anticuerpo monoclonal (Baszler y col., 
1995; Ellis y col., 1995; Marshall y col., 1996; 
Hewicker-Trautwein y col., 1997; Thür y col., 
1997; Njaa y col., 2000; Haines y col., 2001; 
Shin y Acland, 2001). Otra observación, 
realizada en este estudio, que demuestra la 
resistencia a los efectos de la fijación en 
formalina del antígeno viral glicoproteína Erns, 
fue la inmunolocalización de dicho antígeno con 
el anticuerpo monoclonal WB210 previo 
desenmascaramiento antigénico en horno 
microonda. El anticuerpo monoclonal WB210 es 
una inmunoglobulina G1 que reacciona con un 
epitope de la glicoproteína viral Erns (Edwards y 
col., 1991). 
Los resultados de este trabajo no permiten 

concluir si el anticuerpo monoclonal 15.c.5 es 
capaz de detectar a todos los aislados del vDVB 
de la región. Sin embargo, trabajos previos 
también reconocen a este anticuerpo como un 
excelente candidato para el diagnóstico del 
vDVB. El anticuerpo monoclonal 15.c.5 es una 
inmunoglobulina G2b que reacciona con un 
epitope de la glicoproteína viral Erns altamente 
conservada entre los aislados del vDVB; capaz 
de detectar a biotipos citopáticos y no citopáticos, 
aislados del genotipo 1 y 2 del vDVB; virus de 
la Peste Porcina Clásica, virus de la Enfermedad 
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de la Frontera del ovino y hay evidencias que 
demuestran que podría reaccionar con Pestivirus 
caprinos (Caropi y col., 1990; Haines y col., 
1992; Baszler y col., 1995). 
La falta de reacción de los anticuerpos 

monoclonales WB160, WB162 y WB215 en los 
tejidos fijados en formalina probablemente se 
debió a los efectos de la fijación sobre los 
epitopes que reconocen estos anticuerpos. La 
formalina pudo haber desnaturalizado 
permanentemente estos epitopes, o los 
tratamientos efectuados para desenmascarar 
antígenos no fueron eficaces para recuperar estos 
antígenos u ocasionaron la destrucción de estos. 
La formalina afecta la antigenicidad del tejido 
(Shi y col., 1997) y la inmunolocalización del 
vDVB con anticuerpos monoclonales en tejido 
fijado en formalina es difícil, como lo demuestra 
el estudio de Haines y col. (1992), quienes 
observaron que la mayoría de los epitopes del 
virus son altamente vulnerables a los efectos de 
la fijación. 
El patrón de tinción y su distribución fue 

idéntico en los 3 bovinos persistentemente 
infectados analizados. El patrón de tinción 
corresponde a lo esperado para una detección 
específica de partículas virales de localización 
intracitoplasmática. La técnica estandarizada en 
este trabajo permitió detectar inmunoreactividad 
para el antígeno viral en todos los tipos celulares 
presentes en la piel, con excepción del músculo 
esquelético de la hipodermis. La distribución de 
la reacción se caracterizó por una tinción 
generalizada de los queratinocitos de la 
epidermis, epitelio de todos los folículos pilosos 
y en sus diferentes regiones, glándulas cutáneas 
e histiocitos. Esta distribución es característica 
y distintiva de los bovinos persistentemente 
infectados y debe tomarse en cuenta para la 
realización del diagnóstico inmunohistoquímico. 
Estos resultados concuerdan con otros estudios 
(Bielefeldt Ohmann, 1983; Baszler y col., 1995; 
Thür y col., 1996; Njaa y col., 2000; Hilbe y col., 
2000) y a pesar de que estos autores no 
mencionan la presencia de inmunoreacción para 
este antígeno en los nervios cutáneos, es 
reconocida la presencia del vDVB en neuronas 
y células de la glía del sistema nerviosos central 

(Waldvogel y col., 1995) y en neuronas de los 
ganglios mioentéricos (Wilhelmsen y col., 1991) 
de bovinos persistentemente infectados. 
En conclusión, este estudio confirma el 

epiteliotropismo del vDVB y demuestra que se 
pueden diagnosticar bovinos persistentemente 
infectados a partir de biopsias de piel. 
La técnica inmunohistoquímica en biopsias 

de piel fijadas en formalina, utilizando el 
anticuerpo monoclonal 15.c.5, es una técnica útil 
para el diagnóstico de bovinos persistentemente 
infectados que complementa los métodos 
diagnósticos existentes y permitirá acelerar los 
programas de control y erradicación de la Diarrea 
Viral Bovina. 
El anticuerpo monoclonal 15.c.5 puede ser 

considerado como una excelente herramienta 
para el diagnóstico del vDVB. La dilución 
óptima de trabajo con el anticuerpo monoclonal 
15.c.5 es 1:6000 en las condiciones 
estandarizadas en este estudio. 
La fijación en formalina 10% afecta la 

antigenicidad del vDVB. Sin embargo, los 
efectos de la fijación sobre epitopes del antígeno 
glicoproteína Erns fueron revertidos. Es 
imprescindible el desenmascaramiento 
antigénico por digestión proteolítica previa a la 
incubación con el anticuerpo primario 15.c.5. 
Los resultados de nuestro estudio permiten 
recomendar el empleo de proteinasa K 0.0005% 
(en buffer Tris-HCl 0.05 M, pH 7.5) durante 30 
ó 40 minutos o proteinasa K 0.001% durante 20 
ó 30 minutos, a 37ºC en cámara húmeda. 
El patrón de tinción y la distribución de la 

reacción en distintas estructuras de la piel 
descrito en este estudio es característico de 
bovinos persistentemente infectados con vDVB. 

RESUMEN 

Los objetivos de este estudio fueron montar 
y evaluar una técnica inmunohistoquímica en 
biopsias de piel para el diagnóstico de bovinos 
persistentemente infectados con el virus Diarrea 
Viral Bovina. Biopsias de piel, fijadas en 
formalina y embebidas en parafina, se sometieron 
a diferentes tratamientos recuperadores de 
antígeno, incubadas con los anticuerpos 
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monoclonales 15.c.5, WB160, WB162, WB210 
y WB215 y revelados con el sistema biotina­
streptoavidina-peroxidasa. Los anticuerpos 
monoclonales 15.c.5 y WB210, los cuales 
reaccionan con la glicoproteína Erns del virus 
Diarrea Viral Bovina, inmunolocalizaron el 
antígeno viral previo desenmascaramiento 
antigénico. Los restantes anticuerpos monoclonales 
no reaccionaron en tejido fijado en formalina. El 
patrón de tinción y su distribución fue idéntico en 
los bovinos persistentemente infectados 
analizados y es distintiva de esta condición. La 
inmunohistoquímica en biopsias de piel fijadas en 
formalina, utilizando el anticuerpo monoclonal 
15.c.5 previo desenmascaramiento antigénico 
proteolítico, es un método útil para el diagnóstico 
de bovinos persistentemente infectados. 
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