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RESUMEN

Objetivo. Identificar el virus de la rabia en casos de encefalitis bovina a partir de muestras archivadas
en el laboratorio sin diagndstico conclusivo. Materiales y métodos. Doce muestras de cerebro
bovino sospechosas de rabia, fueron procesadas por la técnica de inmunoperoxidasa indirecta,
usando anticuerpos policlonales contra el agente viral. Resultados. Se demostrd la presencia de
antigenos virales en tres casos en forma de agregados pequefios en el citoplasma de las neuronas,
con un patréon de forma redonda u oval y un numero variable de corpusculos de inclusion viral. Se
discute sobre la importancia de los resultados en Colombia, la utilidad de la técnica en las dificiles
condiciones de envio de muestras al laboratorio, ademas la posible relacion de los casos negativos
con herpesvirus bovino 5. Conclusiones. La utilizacion de la técnica de inmunohistoquimica para
demostrar antigenos del virus rabico en encéfalos bovinos fijados en formol, puede ayudar en el
perfeccionamiento del mapa epidemioldgico de la enfermedad de la rabia en Colombia y puede
disminuir el alto subdiagnédstico de otras enfermedades que afectan el sistema nervioso de los
bovinos.

Palabras clave: Encefalitis, infecciones, virus de la rabia (Fuente:CAB).

ABSTRACT

Objective. Identify the rabies virus in cases of nervous disease archived in the laboratory with
diagnosis of nonspecific encephalitis. Materials and methods. Twelve samples of bovine brain
suspected of rabies, were processed by indirect immunoperoxidase technique using polyclonal
antibodies against the viral agent. Results. Was demonstrated the presence of viral antigens in three
cases in the form of small aggregates in the cytoplasm of neurons, with a pattern of round or oval and
a variable number of viral inclusion bodies. We discussed the importance of the results in Colombia,
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the usefulness of the technique in the difficult conditions for sending samples to the laboratory, plus
the possible relationship of the negative cases with bovine herpesvirus 5. Conclusions. The use
of immunohistochemical technique to demonstrate rabies virus antigens in formalin fixed bovines
tissues can help in the construction of an epidemiological map of rabies disease in Colombia and
may reduce the high under-diagnosis of diseases of the nervous system of cattle, reported in some

regions.

Key words: Encephalitis, infections, rabies virus (Source:CAB).

INTRODUCCION

Eldiagnostico del virusdelarabiaen el laboratorio
es esencial para direccionar los programas de
control de la enfermedad, el establecimiento
de la vigilancia epidemioldgica, monitoreo
efectivo de &reas geograficas y orientacion
de medidas profilacticas (1). Se estima que
la encefalitis rabica genera pérdidas anuales
de 50 millones de délares en todo el mundo y
aproximadamente de 30 millones de ddlares en
Latinoamérica (2). En Colombia, aun no existe
un dato estimado de las pérdidas que este virus
ocasiona en las ganaderias, pero se puede
inferir que son altas si se tiene en cuenta que en
el ultimo reporte sobre sanidad animal emitido
por el Instituto Colombiano Agropecuario, el
total de notificaciones de sindrome neuroldgico
en bovinos fue de 310 y en 91 (30%) de los
casos, se confirmo la presencia del virus rabico
por laboratorio (3). La enfermedad de la rabia
es producida por un virus RNA del género
Lyssavirus, Familia Rhabdoviridae, que produce
encefalomielitis no supurativa de curso mortal;
la enfermedad se presenta de forma esporadica
en bovinos y otros mamiferos en todo el mundo
y e€s una zoonosis (4,5). El diagnéstico del virus
puede ser hecho en tejido nervioso fresco, a
través de las técnicas de inmunofluorescencia
directa (IFD) inoculaciéon intracerebral en
ratones, deteccién de acidos nucleicos por RT-
PCR, crecimiento en células de neuroblastoma
o por pruebas histolégicas que demuestren la
presencia de corpusculos de Negri (1).

La principal prueba para el diagndstico del virus
es la IFD debido a la rapidez con la que se
obtienen sus resultados y a su alta sensibilidad
y especificidad, siendo necesario el envio de
muestras frescas, congeladas o preservadas en
glicerina (1,6,7); esta condicién de preservacion
se dificulta si se tiene en cuenta que, en todo el
mundo, se usa formol en la rutina de fijacién de
tejidos para proceso histopatoldgico, incluyendo
los casos donde no hay sospecha clinica de
rabia o en regiones donde hay deficiencias
para la refrigeracidon y para el transporte de
las muestras hasta el laboratorio (1,7,8). La
fijaciéon en formaldehido de tejidos positivos a

rabia inactiva rapidamente al virus e imposibilita
el diagndstico a través de la IFD; igualmente,
altera la reactividad de antigenos y ocasiona el
enmascaramiento de determinantes antigénicos
por las reacciones de unidn cruzadas que se
producen entre proteinas o entre proteinas
y acidos nucleicos ademas de los cambios
moleculares que genera en carbohidratos y
fosfolipidos (8,9). Cuando no se puede realizar
IFD para el diagnéstico del virus rabia se
favorece el subdiagnostico de enfermedades
del sistema nervioso, por lo tanto, se requiere
el uso de técnicas complementarias en el
diagndstico de este agente, como es el caso
de la inmunohistoquimica (IHQ), que ademas
de utilizarse en tejidos fijados en formol, es
altamente sensible y especifica, comparable con
laIFD (1,10,11). El objetivo de esta investigacion
fue utilizar la técnica de inmunohistoquimica,
con el fin de identificar el virus de la rabia en
casos de enfermedad nerviosa que no pudieron
ser procesados por IFD y quedaron archivados
en el laboratorio con diagndstico de encefalitis
inespecifica.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio y muestras. La presente
investigacion correspondié a un estudio
descriptivo retrospectivo en el que se utilizaron
muestras de cerebro bovino conservado en
bloques de parafina, correspondientes a casos
de encefalitis natural, ocurridos entre los afios
2002 y 2004 en varias regiones de Colombia.
Se colectaron un total de doce casos, ocho de
los cuales fueron procedentes del laboratorio
del Instituto Colombiano Agropecuario ICA-
CEISA en Bogotd donde se encontraban con
diagnostico de encefalitis inespecificas; las
otras cuatro, procedian del laboratorio del ICA
en Monteria, donde el diagndstico fue similar en
dos casos, siendo las otras dos presuntivas de
la enfermedad de la rabia. Todos los animales
presentaron  sintomas caracteristicos de
enfermedad neuroldgica y finalmente murieron.
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Los cerebros fueron fijados en formalina acida al
10% lo que impidi6 en algunos casos realizar la
prueba bioldgica y de anticuerpos fluorescentes
exigida para el diagnodstico del virus de la rabia,
ademas, estuvieron en este fijador por periodos
de tiempo superior a los dos meses.

Prueba de inmunohistoquimica. La
realizacion de la prueba de inmunohistoquimica
(inmunoperoxidasa indirecta) se hizo en
el laboratorio de Patologia Veterinaria de
la Universidad de Caldas en Manizales,
modificando los protocolos estandarizados
por Machado et al (1), en la Universidad
Estadual Paulista (UNESP), Sao Paulo, Brasil
y del Instituto Nacional de Salud en Bogota
Colombia. Para el proceso, cortes tisulares de
5 um fueron inicialmente colocados en laminas
de vidrio cargadas (Slidetech Plus Novocastra
® Newcastle UK), desparafinizados en xilol
e hidratados por pasaje en concentraciones
crecientes de alcohol.

El bloqueo de la peroxidasa enddgena se logro
con un reactivo para tal fin (Dako Ref S2001®
Carpinteria EU) y la recuperacion antigénica
se hizo combinando dos sistemas (digestion
enzimatica y calor). En la primera, los cortes
fueron sometidos a tripsina durante 30 minutos
a 37°C en camara humeda, y en la segunda a
coccion durante 10 minutos en tampdn citrato
(pH 6.0), usando un horno microondas (200W
de potencia). El bloqueo de los sitios de ligacién
inespecifica se realizd con leche en polvo sin
grasa mediante una solucién al 3% en tampon
de fosfato (pH 7.4) durante 30 minutos.
Posteriormente se realizaron tres incubaciones,
inicialmente con el anticuerpo primario: Rabies
policlonal DFA Chemicon® a una dilucion de
1:200 durante dos horas en camara humeda
en refrigeracion, luego con el anticuerpo
secundario biotinilado (Universal DAKO K0690®
Carpinteria EU) durante 45 minutos en camara
himeda a temperatura ambiente y finalmente,
con el Complejo Streptoavidina Peroxidasa del
mismo kit (DAKO K0690® Carpinteria EU) por
45 minutos en camara humeda a temperatura
ambiente.

La reaccidon de la peroxidasa fue revelada con
Diaminobenzidina (DAB DAKO K3468 New
Castle UK) diluyendo 1 gota por 1500 pL del
sustrato y los tejidos fueron expuestos a esta
dilucion durante 3 minutos. Los tejidos fueron
contracoloreados con Hematoxilina de Harris
durante 5 minutos, lavados con agua corriente,
sumergidos en una solucion de agua amoniacal
al 5% por 3 segundos y montados con laminillas
de vidrio para su observacién en el microscopio.
Como control positivo se utilizd un fragmento
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de cerebelo obtenido en el Instituto Nacional
de Salud en Bogota el cual fue confirmado
por inmunofluorescencia indirecta y prueba
bioldgica. Dos controles negativos fueron
incluidos, uno de cerebro bovino normal y otro
por adicidén de PBS en substitucion del anticuerpo
primario en los mismos tejidos analizados.

RESULTADOS

La prueba de inmunohistoquimica permitid
demostrar la presencia de antigenos en
agregados pequefios en el citoplasma de las
neuronas con un patron de forma redonda u oval
y un nimero variable de corpusculos de inclusién
viral. La deteccion de antigenos del virus de la
rabia pudo demostrarse en tres (25%) de los
doce casos analizados. Los casos positivos

correspondieron a las muestras con diagndstico
de encefalitis inespecifica procedentes del
laboratorio ICA-CEISA en Bogotd (dos de ellas
remitidas desde el Departamento del Cesar y
era desde Mnnfprla\ (FuL{

-
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Flgura 1. A. Encéfalo bovmo IHQ objetivo 40X. Se
observan abundantes cuerpos de inclusién
intracitoplasmaticos (de negri) en las
neuronas de la corteza cerebral de un
bovino naturalmente infectado por el virus
de la rabia. B. Objetivo 40x. Neuronas
de Purkinje en un cerebelo usado como
control positivo del virus rabico.

DISCUSION

La técnica de inmunohistoquimica (que se
basa en el uso de anticuerpos para demostrar
antigenos en cortes tisulares) permite la
realizacion de estudios retrospectivos para
recuperar diagndsticos de enfermedad de
interés epidemioldgico con altos niveles de
sensibilidad y especificidad, proximos al 100%
similar al lo registrado para la IFD (6,7) En
el presente estudio, la técnica permitidé la
identificacién del virus de la rabia en casos de
enfermedad neuroldgica de bovinos que habian
sido archivados con diagndstico de encefalitis
inespecifica y en los que se pudo demostrar la
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existencia de antigenos virales citoplasmaticos en
agregados pequefios dentro de las neuronas, de
forma similar a las citadas por otros autores (7).

Respecto de los casos que no presentaron
inmunomarcacion, se debe consideraren primera
instancia, que efectivamente correspondan
a casos negativos (teniendo en cuenta la alta
especificidad de la prueba), sin embargo,
existen varias caracteristicas de los tejidos
analizados que no pudieron ser controlados en
la investigacion y eventualmente podrian haber
generado resultados falsos negativos, como por
ejemplo, la porcién del érgano escogido para la
muestra (en la mayoria de casos no hubo un
patréon definido sobre el tejido enviado para
analisis al laboratorio) que segun Binghem
y Merwe (12), es importante debido a que la
cantidad de antigeno puede variar de acuerdo a
la porcion de cerebro analizado y recomiendan
el envio de fragmentos del tronco cerebral,
hipocampo y cerebelo.

Otro aspecto importante que explica el resultado
de casos falsos negativos fue el prolongado
tiempo que permanecieron los tejidos en formol
ya que este fijador produce enlaces cruzados con
los grupos amino reactivos sin carga que hay en
el tejido y con el paso del tiempo, provoca una
pérdida progresiva de los antigenos tisulares (8),
en este sentido, algunos autores recomiendan,
para inmunohistoquimica no superar las 6 horas
de fijacion (11), mientras que otros sugieren
gque 6 a 24 horas para piezas pequefias de
tejido, brindan una preservacidon morfoldgica
optima (13); sin embargo, modificaciones de la
técnica de inmunohistoquimica han sido hechas
para intentar recuperar material diagndstico y
se ha comprobado la eficiencia de una doble
recuperacién antigénica (similar a la utilizada
en esta investigacion) en tejidos preservados
en formol por mas de cinco afios (1). Por otro
lado, debido al uso de fuentes secundarias de
informacion, los datos epidemioldgicos de los
casos fueron escasos y practicamente nunca se
supo sobre la evolucidn, ni la fase en la que se
encontraba la enfermedad, hecho importante
si te tiene en cuenta que en los casos de
infeccién natural la cantidad de virus existente
en el momento de la muerte del animal no es
tan alta como ocurre en los casos de infeccion
experimental (6).

Respecto a los diagndsticos diferenciales en
los casos negativos y con base en alteraciones
histopatoldgicas observadas en la coloracion
de rutina Hematoxilina-Eosina (H&E) de los
tejidos evaluados, se consideré en algunos
casos, compatibilidad con la meningoencefalitis
causada por el Herpes Virus Bovino 5 (BoHV-
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5), agente recientemente descrito en Colombia
(14), siendo que estos casos mostraron,
gliosis, manguitos perivasculares, malacia
y células gitter, considerados caracteristicos
de este tipo de infeccion (15). Es importante
no dejar de lado otras causas de meningitis
inespecificas, como las de origen bacterial (por
Listeria spp), envenenamiento por consumo
de plantas toxicas, intoxicacién por plomo,
polioencefalomalacia por deficiencia de tiamina
y botulismo entre otros (16,17). Hallazgos
histopatoldgicos como los cuerpos de inclusidn
virales, son caracteristicos de la infeccidon con
estos microorganismos y pueden definir (cuando
se observan) el diagndstico de enfermedades
como la rabia y la meningoencefalitis herpética
(16). Los corpusculos de Negri, como se conoce
a las inclusiones del virus rabico pueden pasar
desapercibidos en el 30% de los tejidos de
animales afectados con esta enfermedad (18),
en la presente investigacion, de los tres casos
positivos al virus de la rabia por IHQ, solo en
uno fue observado los corpusculos de Negri
empleando la coloracién de H&E.

La utilizaciondelatécnicadeinmunohistoquimica
para demostrar antigenos del virus rabico en
tejidos bovinos fijados en formol, puede ayudar
en la construccion del mapa epidemioldgico de
la enfermedad de la rabia en Colombia y puede
disminuir el subdiagndstico de enfermedades del
sistema nervioso de los bovinos, reportado en
algunas regiones del pais (19,20) facilitando el
envio de muestras al laboratorio ya que el formol
es muy utilizado por veterinarios y ganaderos
debido su bajo costo, facil adquisicion y genera
una éptima preservacion de las caracteristicas
histopatoldgicas de los tejidos permitiendo el
diagnostico diferencial de multiples agentes.

En Colombia, el diagnodstico oficial para la
enfermedad de la rabia esta centralizado en la
capital de la Republica, mientras que, algunas
zonas ganaderas estan alejadas de los centros
de recepcion de muestras o presentan dificiles
condiciones de acceso, siendo este uno de los
motivos para no enviar muestras al laboratorio.
En algunas oportunidades, aunque se toman
muestras de los animales afectados, se envian
de forma errénea al laboratorio, impidiendo
la conclusion de un diagndstico, generando
incertidumbre sobre las causas del problema
de salud que esta afectando la explotacion
en ese momento. En un estudio realizado
en Brasil, de 1432 diagndsticos en animales
muertos con sintomas nerviosos, el 37.1% de
las muestras fue mal remitida al laboratorio
y no apta para el diagndstico, mientras que,
del total de diagndsticos establecidos, solo
el 20% correspondid a la enfermedad de la
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rabia, siendo el 80% restante representado
por diversas entidades como el botulismo, la
polioencefalomalacia y la meningoencefalitis no
supurativa (compatible con meningoencefalitis
herpética) entre otras (21).

En conclusion, desde el punto de vista practico,
la técnica de IHQ puede usarse para demostrar
antigenos del virus de la rabia en cortes
histopatoldégicos de encéfalos sospechosos
de la enfermedad, en casos inconclusos o
que presenten caracteristicas atipicas de
encefalitis no supurativa y en general cuando
se necesite la identificacién viral en muestras
que no permitan la aplicacién de la técnica de
inmunofluorescencia como ocurre cuando se
usa formol como fijador.
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Se recomiendan futuras investigaciones en
este mismo sentido utilizando muestras de
otras regiones del pais, de la misma forma,
se recomienda la busqueda de otros agentes
asociados a la enfermedad neuroldogica en
bovinos para contribuir con un adecuado trazado
de los mapas epidemioldgicos en Colombia.
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