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Resumen

Lertora, W.J.; Frias, M.L.; Sanchez Negrette, M.: Deteccion inmunohistoquimica del
antigeno del virus diarrea viral bovina en fetos y neonatos bovinos. Rev. vet. 20: 1, 31-36,
2009. Los objetivos del trabajo fueron investigar la participacion del virus diarrea viral bo-
vina (VDVB) como causal de abortos y mortalidad neonatal en bovinos de la region del nor-
deste argentino y determinar la distribucion antigénica del virus en diversos organos fetales.
Tejidos de 40 fetos y 11 neonatos bovinos fijados en formalina y embebidos en parafina fue-
ron procesados mediante un método inmunohistoquimico. El antigeno vDVB fue detectado
en tres fetos, no detectandose neonatos positivos. En todos los fetos positivos se observo una
amplia distribucion del antigeno, visualizada como pigmento marrén granular de diferentes
diametros en el citoplasma de células epiteliales, neuronas, células gliales, macrofagos, célu-
las endoteliales, endocrinas y células de musculo liso de la mayoria los 6rganos estudiados.
Las neuronas, células epiteliales, macrofagos y células del musculo liso vascular fueron los
tipos celulares que evidenciaron la mayor concentracion antigénica. Por ello, se resalta la
conveniencia del analisis de encéfalo, piel y nddulo linfoide para la deteccion inmunohisto-
quimica de vDVB en fetos bovinos de abortos espontaneos. E1 vDVB esté presente en el ga-
nado bovino de la region, es responsable de originar abortos y pese al bajo porcentaje de fetos
positivos (7,5%) no debe subestimarse su importancia como patégeno de la reproduccion.
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Abstract

Lertora, W.J.; Frias, M.L.; Sanchez Negrette, M.: Immunohistochemical detection of
bovine viral diarrhea virus antigen in bovine aborted fetuses and neonates. Rev. vet. 20: 1,
31-36, 2009. The objectives of this study were to investigate the involvement of the bovine
viral diarrhea virus (BVDv) as a cause of abortions and neonatal mortality in cattle from
northeastern Argentina, and to determine the antigenic distribution of virus in various fetal
organs. Tissues from 40 bovine fetuses and 11 neonates were fixed in formalin, embedded
in paraffin and processed using an immunohistochemical method. The BVDv antigen was
detected in three fetuses, whereas positive neonates were not detected. In all positive fetuses
it was observed a wide distribution of the antigen, visualized as brown granular pigment of
different diameters in the cytoplasm of epithelial cells, neurons, glial cells, macrophages,
endothelial cells, endocrine and smooth muscle cells of most of the studied organs. Neu-
rons, epithelial cells, macrophages and vascular smooth muscle cells were the cell types
that showed the highest antigen concentration. These findings emphasize the convenience
of the analysis of brain, skin and lymphoid nodule immunohistochemistry for the detection
of BVDv in bovine fetuses from spontaneous abortions. The BVDv is present in bovine
herds of the region, being responsible of abortions and, despite the low percentage of posi-
tive fetuses (7.5%), its importance as a pathogen of the reproductive system should not be
underestimated.
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INTRODUCCION

El virus diarrea viral bovina (vDVB) es un impor-
tante patogeno del bovino, responsable de ocasionar una
amplia variedad de manifestaciones clinicas y lesiones
en diferentes drganos. Sin embargo, su mayor impacto
es sobre la salud reproductiva del ganado originando
ooforitis, muerte embrionaria, abortos, momificacion,
malformaciones congénitas, nacimiento de terneros
débiles y de terneros persistentemente infectados 162!,

En la Argentina, las encuestas serologicas indican
que la enfermedad tiene una amplia distribucion y es
endémica en la mayoria de las poblaciones bovinas > '8,
Ha sido ampliamente demostrada la participacion direc-
ta del vDVB como causal de abortos **° y enfermedad
neonatal 7 en el ganado de la Provincia de Buenos Ai-
res. En el nordeste de Argentina, estudios serologicos
recientes indican que la infeccion por vDVB es comiin
3y, sin embargo, existe carencia de informacion res-
pecto a la situacion del vDVB como causal de aborto y
mortalidad neonatal 7.

Por otra parte, no existen en el pais estudios inmu-
nohistoquimicos que determinen la localizacion antigé-
nica del vDVB en fetos de abortos espontaneos. Esto in-
dujo a montar un método inmunohistoquimico para in-
vestigar la posible participacion del vDVB como causal
de abortos y mortalidad neonatal en bovinos de nuestra
region. En el mismo contexto, se estudio la localiza-
cion y distribucion antigénica del virus en diversos oOr-
ganos fetales, reportandose las lesiones microscopicas.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron 40 fetos y 11 neonatos bovinos remi-
tidos al Laboratorio de Histopatologia de nuestra Fa-
cultad. Los fetos procedian de las provincias de Santa
Fe (Vera, Avellaneda, General Obligado) y Corrientes
(Mercedes, El Sombrero, Empedrado, Riachuelo, Goya,
Beron de Astrada y San Luis del Palmar). Los neonatos
fueron enviados desde las provincias de Chaco (Quiti-
lipi) y Corrientes (Capital, San Cosme, Ituzaingo, Ria-
chuelo, Virasoro, Ita Ibaté y San Luis del Palmar).

Se tomaron muestras de diversos organos y teji-
dos, los que fueron fijados en formol bufferado al 10%
durante 24 horas, procesados segun la técnica clasica
para bloques parafinados, cortados a Sum y montados
en portaobjetos con polilisina. La deteccion antigénica
del vDVB se realiz6é mediante la técnica inmunoenzi-
matica biotina—streptavidina—peroxidasa.

Las secciones de tejidos fueron desparafinadas en
xilol e hidratadas en concentraciones decrecientes de
alcohol. La peroxidasa endogena se inactivd con una
solucion de peroxido de hidrogeno al 3% en metanol
durante 10 minutos. La recuperacion antigénica se
realizé con proteinasa K al 0,2% en camara himeda
a 37°C durante 20 minutos. Como anticuerpo prima-
rio se utilizo el anticuerpo monoclonal 15.c.5 (Dr. E.
Dubovi, Cornell University, Ithaca, NY) en dilucion
1:6000. El anticuerpo primario se incubo con el tejido

durante toda la noche en heladera entre 4° y 6°C. Para
revelar la reaccion antigeno anticuerpo se utiliz6 el sis-
tema biotina—streptavidina—peroxidasa y el cromogeno
diaminobenzidina .

Como controles positivos y negativos se emplearon
biopsias de piel de bovinos persistentemente infectados
y sin infeccion, respectivamente, diagnosticados por el
Dr. German Reinhardt del Instituto de Microbiologia
de la Facultad de Ciencias de la Universidad Austral
de Chile. Para el estudio de las lesiones microscopicas
todos los especimenes fueron coloreados con hema-
toxilina y eosina.

RESULTADOS Y DISCUSION

El antigeno vDVB fue detectado en tres fetos, los
restantes casos resultaron negativos. En los tres casos
se observo idéntico patrén de tincion visualizado como
pigmento marrén granular intracitoplasmatico de dife-
rentes diametros. Este patron de tincion es el esperado
para una deteccion especifica de particulas virales que
se replican en el citoplasma. La localizacion del antige-
no del vDVB en los tres fetos fue amplia y abarco cé-
lulas epiteliales, neuronas, células gliales, macrofagos,
células endoteliales, endocrinas y células de musculo
liso (Tablas 1, 2 y 3). Las neuronas, macrofagos, célu-
las epiteliales y musculo liso vascular fueron los tipos
celulares con mayor carga antigénica.

En piel, la inmunomarcacion fue intensa en todas
las células de la epidermis, foliculos pilosos, glandulas,
macrofagos y musculo liso (Figura 1). En el sistema
nervioso central la inmunotincion present6 una amplia
distribucion localizada en distintos tipos de neuronas,
células gliales, vasos sanguineos, meninges y epéndi-
mo del cerebro, cerebelo y tronco encefalico. Las neu-
ronas de mayor tamaifio y los vasos sanguineos fueron
las estructuras que evidenciaron la mayor intensidad de
tincion en el tejido nervioso (Figura 2). En los nodulos
linfoides los macrdéfagos presentaron intensa reaccion,
mientras que los linfocitos corticales resultaron nega-
tivos (Figura 3). Estas observaciones concuerdan con
infecciones experimentales y naturales que demuestran
en el feto una rapida y extensa replicacion del vDVB
en diferentes tipos celulares de diversos organos, con
especial tropismo por neuronas, células epiteliales y
macr(’)fagos 1,9, 10, 12, 20, 22 .

En cuanto a la distribucion antigénica, se observa-
ron dos patrones. Los fetos 1 y 2 presentaron una distri-
bucion antigénica difusa (inmunoreaccion positiva en
el 80% o mas de la poblacion celular) en tejido epitelial,
nervioso, linfoide y endocrino. El feto 3 present6 una
distribucion antigénica multifocal (grupos de 2 a 5 cé-
lulas con inmunoreaccion positiva) en tejido epitelial y
difusa en tejido nervioso y linfoide. También se aprecio
diferencia en la intensidad de la inmunoreaccion, siendo
intensa a moderada en los fetos 1 y 2, y moderada a leve
en el feto 3. Estas diferencias podrian deberse a la car-
ga antigénica que presento cada feto, la cual es influen-
ciada por numerosos factores tales como cepa y biotipo
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Tabla 1: Localizacion e intensidad de inmunotincion del antigeno vDVB en piel, sistema digestivo y pulmones
de tres fetos bovinos de abortos espontaneos.

Organos feto 1 feto 2 feto 3
Piel (oreja)

Epidermis T+ 4+ nd
Células intersticiales de dermis (;macrofagos?) St S+

Foliculos pilosos -+ 4+

Musculo liso piloerector ++ 4t

Glandulas sebaceas T+ 4+

Glandulas sudoriparas -+ 4+

Condrocitos + nd

Parétida

Epitelio de conductos secretores ++ ++ nd
Epitelio glandular + +

Lengua

Epitelio de la mucosa nd 4t 4m
Células intersticiales de submucosa (;macrofagos?) ++ -
Neuronas de ganglios nerviosos +++ -
Glandulas salivares mucosas + nd
Glandulas salivares serosas ++ nd

Musculo estriado - -

Rumen, redecilla y omaso

Mucosa:  Epitelio ++ nd nd
Musculo liso de muscular de la mucosa ++

(redecilla y omaso)

C¢élulas intersticiales de lamina propia +++
(¢macrofagos?)
Muscular:  Musculo liso ++
Neuronas del plexo mioentérico +++
Abomaso
Mucosa: Células epiteliales de base glandular ++ nd +m
Muscular:  Musculo liso ++ -
Neuronas del plexo mioentérico +++ +m
Intestino delgado
Mucosa: Células epiteliales de criptas nd nd +m
Muscular:  Musculo liso -
Neuronas del plexo mioentérico +m
Higado
Células de Kupffer y endotelio sinusoidal +++ +++ +
Hepatocitos + +++ -
Epitelio de canales biliares - + -
Pulmones
Epitelio bronquiolos nd ++ +m
Epitelio y endotelio de pared alveolar ++ +m
Macrofagos alveolares - +++

nd: no disponible. m: multifocal. — : sin tincion. +: tincidén débil. ++: tincidon moderada. +++: tincién intensa (la evaluacion
de la intensidad de tincion se realizé en forma subjetiva utilizando al tejido control como patréon).

viral, estado inmune de la madre, edad gestacional y ronas en estrato granular de corteza cerebelar y gliosis
estado del desarrollo del sistema inmune fetal >3 !216,  difusa de la sustancia blanca del cerebro y cerebelo. No
Las lesiones microscopicas constatadas en el feto I  se observaron lesiones microscopicas en el feto 2.
fueron tumefaccion axonal en cerebro, cerebelo, puen- Las lesiones histopatologicos reportadas en infec-
te, tubérculos cuadrigéminos y obex. Dichos axones re- ciones fetales naturales y experimentales son variables
sultaron negativos a la inmunomarcacion del antigeno; e inespecificas. Se reportan distintas lesiones terato-
aunque sus cuerpos neuronales fueron fuertemente po- génicas, especialmente del sistema nervioso central,
sitivos. En el feto 3 se constato atrofia de tejido linfoide ~ desmielinizacion, procesos inflamatorios no purulen-
de timo y nddulos linfoides, atelectasia por aspiracion  tos, vasculitis, necrosis multifocal hepatica, atrofia de
del liquido amniédtico en pulmones y necrosis de neu-
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Tabla 2: Localizacion e intensidad de inmunotincion del antigeno del vDVB en tejido nervioso de tres fetos bo-

vinos de abortos espontaneos.

Organos feto 1 feto 2 feto 3

Cerebro

Corteza: Neuronas capa molecular + + +2

Neuronas capa granular ++ ++ ++

Neuronas capa piramidal -+ -+ ++

Células satélites + + —

Sustancia blanca: Células gliales ++ + +2
Células germinales subependimo ++ nd nd
Células ependimarias ++ nd nd

Cerebelo

Corteza: Células germinales ++ + +

Neuronas capa molecular + + +2

Neuronas capa granular ++ ++ +2

Células de Purkinje +++ ++ A+

Sustancia blanca: células Gliales ++ + +a

Puente

Neuronas +++ ++ ++

Células Gliales + + +a

Tubérculos cuadrigéminos y Obex

Neuronas +++ nd nd

Células gliales ++

Células germinales del periacueducto ++

Células ependimarias ++

Ganglio nervioso trigémino

Neuronas +++ nd nd

Células gliales +

Ganglio nervioso mesentérico

Neuronas +++ nd nd

nd: no disponible. a: células aisladas. — : sin tincion. +: tincién débil. ++: tincion moderada. +++: tincion intensa (la evalua-
cion de la intensidad de tincion se realizo en forma subjetiva utilizando al tejido control como patrén).

tejido linfoide y muchos casos no evidencian lesiones
microscopicas 20,

La principal caracteristica de vDVB es su variabi-
lidad genética y antigénica *'°. Por lo tanto, el empleo
de un anticuerpo monoclonal en muestras fijadas en
formalina puede originar resultados falsos negativos.
Aunque no pudimos evaluar estos aspectos, creemos
que la técnica empleada es una buena herramienta para
el diagnostico inmunohistoquimico del vDVB. El anti-
cuerpo monoclonal 15.c.5 es una inmunoglobulina G2b
que reacciona con un epitope de la glicoproteina viral
Erns (glicoproteina E0) altamente conservada entre los
pestivirus y resistente a los efectos de la fijacion. Es
capaz de detectar a biotipos citopaticos y no citopaticos,
virus del genotipo 1 y 2 del vDVB, virus de la peste
porcina clasica, virus de la enfermedad de la fronte-
ra del ovino y, posiblemente, pestivirus caprinos >
. Ademas, el empleo de este anticuerpo en la deteccion
inmunohistoquimica del vDVB en tejidos de fetos fija-
dos en formalina y embebidos en parafina, ha demos-
trado ser una técnica tan sensible como el aislamiento
viral y en casos de fetos con avanzada autdlisis la in-
munohistoquimica se recomienda sobre el aislamiento
viral, la inmunofluorescencia y la deteccion de antige-
no por ELISA %22,

En cuanto a la participacion del vDVB como causal
de abortos en nuestra region, y de acuerdo a nuestro
estudio, la misma en principio resulta ser aparentemen-
te baja, solamente encontramos 3 fetos positivos de 40

-

Figura 1: Piel de oreja, feto bovino n° 1. Amplia dis-
tribucion de la inmunotincion en células epiteliales de
la epidermis y foliculos pilosos, células de glandulas
sebaceas y glandulas sudoriparas, células del mtsculo
liso vascular y piloerector. Inmunotincion compatible
con una infeccion persistente. Anticuerpo monoclonal
15.c.5, dilucion 1:6000 (4x).
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Tabla 3: Localizacion e intensidad de inmunotincion del antigeno del vDVB en tejido linfoide, muscular y endo-

crino de tres fetos bovinos de abortos espontaneos.

Organos feto 1 feto 2 feto 3
Nodulo linfoide
Macro6fagos +++ nd +++
Linfocitos corticales - -
Timo
Timocitos nd nd -
Células mononucleares del estroma (macréfagos?) +H
Miocardio
Fibra muscular + + -
Células intersticiales ++ ++ -
Células mononucleares de coagulo sanguineo nd =+ nd
Arterias (diferentes 6rganos)
Musculo liso +++ +++ +m
Endotelio + + -
Miisculo esquelético
Fibra muscular - nd nd
Células intersticiales (;miosatélites?) ++
Nervios ++
Hipofisis
Adenohipdfisis +++ nd nd
Neurohipofisis +
Adrenal
Capsula -+ nd nd
Corteza: zona glomerular +

zona intermedia +++

zona fascicular ++

zona reticular +
Meédula: endotelio de capilares +

nd: no disponible. m: multifocal. a: células aisladas. — : sin tincion. +: tincion débil. ++: tincidn moderada. +++: tincion in-

tensa (la evaluacion de la intensidad de tincion se realizo en forma subjetiva utilizando al tejido control como patron).

abortos espontaneos (7,5%) y no detectamos neonatos
positivos. En Argentina, el vDVB ocupa el tltimo lugar
como causal de abortos de origen infeccioso, con tasas
de aislamiento viral que varian de 2,6 a 4,8%, siendo
los agentes bacterianos la principal causa de abortos
46.79 enfermedad neonatal 7. A pesar de estos resul-
tados, no debe subestimarse la importancia del vDVB
en la sanidad reproductiva de los bovinos de nuestra

Figura 2: Corteza cerebral, feto bovino n° 1. Fuerte
inmunotincion en el citoplasma de las grandes neu-
ronas del estrato piramidal. Anticuerpo monoclonal
15.c.5, dilucion 1:6000 (20x).

region, ya que el aborto es la consecuencia mas visible
de los diversos trastornos reproductivos que ocasiona
este virus.

En conclusion, el estudio reveld que el vDVB esta
presente en los bovinos de la region y es responsable
de originar abortos. El analisis inmunohistoquimico de
diferentes tejidos fetales fijados en formalina permiti6
el diagnostico del cuadro abortivo del vDVB. Neuro-

Figura 3: Nodulo linfatico, feto bovino n° 3. Intensa
inmunotincion en macréfagos de senos y cordones
medulares. Linfocitos corticales sin inmunotincion.
Anticuerpos monoclonal 15.c.5, dilucion 1:6000 (20x).
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nas, células epiteliales y macrofagos fueron los tipos
celulares con mayor concentracion de antigeno viral.
Por lo tanto, se resalta la conveniencia del analisis de
encéfalo, piel y nodulos linfaticos para el diagnostico
inmunohistoquimico de fetos abortados por el vDVB.

Resulta importante continuar con el diagnostico

del vDVB en tejidos fetales a fin de determinar la pre-
valencia de abortos atribuidos a dicha enfermedad en
nuestra region. Ademas, queda por evaluar la técnica
inmunohistoquimica empleando el anticuerpo mono-
clonal 15.c.5, a fin de determinar si es eficiente para
detectar todas las cepas regionales del vDVB.
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