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Resumen

Lertora, J.W.; Sanchez Negrette, M.; Montenegro, M.A.; Frias, M.L.: Consideraciones
técnicas sobre un método inmunohistoquimico para la deteccion del virus diarrea viral
bovina en tejido fijado en formalina. Rev. vet. 18: 1, 58—61, 2007. El objetivo de esta comu-
nicacion es informar los aspectos técnicos mas importantes de un método inmunohistoqui-
mico para la deteccién del virus diarrea viral bovina en tejido fijado en formol y, de esta for-
ma, proporcionar una guia que facilite la implementacion de la técnica en otros laboratorios
de histopatologia. El protocolo que resulté en una tincién especifica, intensa, que no alterd la
morfologia del tejido y presenté minima tincién de fondo fue el que emple6 proteinasa K al
0,2% durante 20 minutos a 37°C en cdmara hiimeda previa a la incubacién con el anticuerpo
15C5 a la dilucién 1:6000.
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Abstract

Lertora, J.W.; Sanchez Negrette, M.; Montenegro, M.A.; Frias, M.L.: Technical consi-
derations for the immunohistochemical detection of bovine viral diarrhea virus in forma-
line fixed tissue. Rev. vet. 18: 1, 58—61, 2007. The aim of this communication is to inform
the most important technical aspects for immunohistochemical bovine viral diarrhea virus
detection in fixed formalin tissues, providing a guide that facilitates the implementation of
the technique in other pathology laboratories. The proteinase K at 0.2% for 20 minutes at
37°C prior to the incubation with the 15C5 antibody in a 1:6000 dilution, was the protocol

resultant in an specific and intense staining that didn’t modified tissue’s morphology.
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INTRODUCCION

El virus diarrea viral bovina (vDVB) es un im-
portante patégeno del bovino, responsable de origi-
nar trastornos reproductivos, teratogénicos, infec-
cion persistente ® 7 e inmunodepresion ' 3. Partici-
pa en el complejo de las enfermedades respiratorias
del bovino * 'y en el complejo diarrea neonatal del
bovino ¢, origina infecciéon aguda severa de elevada
morbilidad y mortalidad " ?'y virus aislados del ge-
notipo II causan el sindrome hemorragico **. Ningu-
na de estas presentaciones es patognomonica; por lo
tanto, el diagndstico se basa en el aislamiento del vi-
rus o en la deteccién de antigeno viral especifico 2.

La técnica inmunohistoquimica (IHQ) ha de-
mostrado ser eficaz, rapida, econémica, sencilla y
facilmente implementable en cualquier laboratorio
de histopatologia '*?2. Se realiza rutinariamente en
tejidos fijados en formalina, superando a otras técni-
cas en términos de conveniencia respecto a la remi-

sion de las muestras, facilita el estudio retrospectivo
de muestras enviadas para examen histopatolégico
de rutina y permite realizar una asociacién precisa
entre el antigeno viral con tipos celulares y lesiones
histolgicas °. Ademds, los anticuerpos calostrales
no interfieren con la técnica, permitiendo analizar
terneros neonatos *.

Recientemente, hemos realizado una encuesta se-
rolégica que demuestra que la infeccion con el vDVB
es comin en rebafios bovinos de la provincia de Co-
rrientes '¢. Esto indujo al montaje y estandarizacién
de un método inmunohistoquimico para la deteccidén
del vDVB en tejido fijado en formol al 10%, a fin
de investigar la participacién de este patégeno en los
trastornos reproductivos de los bovinos de la region.

El objetivo de la presente comunicacion es infor-
mar acerca de las consideraciones técnicas a tener en
cuenta en el montaje y estandarizacién de este mé-
todo.

MATERIAL Y METODO

*Proyecto SGCYT-UNNE, PI 15/2003. Recibido: 8 mayo 2007 / Aceptado: 12 junio 2007
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Figura 1. Piel de bovino persistentemente infectado.
La incubacidn con el anticuerpo 15C5 dilucién 1:6000
sin tratamiento enzimatico previo, resulta en una
inmunotincién negativa (20x).

Figura 2. Piel de bovino persistentemente infectado.
Intensa inmunomarcacién del vDVB con el anticuerpo
monoclonal 15C5 dilucién 1:6000, previo tratamiento
con proteinasa K al 0,2% durante 20 minutos a 37° C
(20x).

Figura 3. Epidermis de bovino persistentemente in-
fectado. La inmunomarcacion especifica se visualizé
como granulos intracitoplasmaticos de diversos didme-
tros y de color marrén en las células epiteliales. Anti-
cuerpo monoclonal 15C5 1:6000 (40x).
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La maés alta dilucién del anticuerpo monoclonal 15C5
que resultd en una tincién especifica e intensa fue la dilu-
cién 1:6000. Se consider6 tincién especifica a la visuali-
zada como pigmento marrdn claro en forma de granulos
de diversos didmetros ubicados en el citoplasma de las
células epiteliales de la epidermis, células epiteliales de
foliculos pilosos, células epiteliales de glandulas, macré-
fagos y musculo liso (Figura 3). En las diluciones mas
concentradas se observo una reaccion no deseada o ines-
pecifica en algunas células epiteliales de la epidermis,
foliculos pilosos y macréfagos de los tejidos controles
negativos. La tincién inespecifica se produjo durante la
incubacién con el anticuerpo primario en diluciones me-
nores, ya que no se observo dicha reaccién cuando se sus-
tituy6 el anticuerpo primario por PBS. La intensidad de
dicha reaccidn fue disminuyendo a medida que se diluy6
el anticuerpo primario hasta desaparecer con la dilucién
1:6000 en los tejidos controles negativos. Dicha reaccion
no deseada se debid probablemente a uniones inespecifi-
cas causadas por interacciones i6nicas o hidrofébicas en-
tre el anticuerpo primario y las protefnas del tejido. Una
posibilidad més remota, es la presencia de anticuerpos
contaminantes presentes en el liquido ascitico del ratén
donde se obtuvo el anticuerpo monoclonal '?. Otros in-
vestigadores que emplearon al anticuerpo 15C5 en dilu-
ciones de 1:600, 1:800 y 1:1000 no reportaron reacciones
inespecificas en los tejidos controles; aunque incluyeron
el empleo de tratamientos para bloquear las uniones ines-
pecificas % 1° En nuestro protocolo eliminamos la ne-
cesidad del tratamiento bloqueante al emplear la mis alta
dilucién que resulte en tincién especifica e intensa.

El vDVB presenta una amplia variabilidad genética
y antigénica >'® y el empleo de un anticuerpo monoclonal
puede resultar en falsos negativos. Sin embargo, el anti-
cuerpo 15C5 es una inmunoglobulina G2b que reacciona
con un epitope de la glicoproteina viral E™ o EO (gp 48
Kd) altamente conservada entre los aislados del virus,
capaz de detectar biotipos citopdticos y no citopaticos
aislados del genotipo 1 y 2 del virus diarrea viral bovina,
virus de la peste porcina cldsica, virus de la enfermedad
de la frontera del ovino y hay evidencias que demuestran
que podria reaccionar con pestivirus caprinos "> '*. Por
lo tanto, esperamos que el anticuerpo 15C5 sea capaz de
detectar al vDVB de nuestra region. En el Anexo 1 se
resume el protocolo empleado para la inmunomarcacién
del vDVB que, en las condiciones de nuestro laboratorio,
result6 en una tincién especifica e intensa.

En conclusion, el protocolo que resulté en una tin-
cién especifica intensa, que no alter6 la morfologia del
tejido y presenté minima tincién de fondo, fue el que
empled el tratamiento con proteinasa K al 0,2% durante
20 minutos a 37°C en cdmara hiimeda previa a la incu-
bacién con el anticuerpo 15C5 a la dilucién 1:6000. Este
método inmunohistoquimico, empleando el anticuerpo
monoclonal 15C5, es una herramienta sencilla, econ6-
mica y eficaz, que permitira futuros estudios de diver-
sos cuadros patoldgicos relacionados con el vDVB.
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Anexo 1

Protocolo de tincion inmunohistoquimica para
antigeno del vDVB empleado en el Laboratorio de
Inmunohistoquimica, Facultad de Ciencias Veteri-
narias, UNNE

1. Desparafinar, rehidratar e inactivar la peroxidasa
enddgena por pasajes secuenciales en 1° xilol 10 minu-
tos; 2° xilol 10 minutos; alcohol 100° 5 minutos; peroxi-
do de hidrégeno al 3% en metanol durante 10 minutos;
alcohol 96° 5 minutos, alcohol 80° 5 minutos; alcohol
70° 5 minutos y agua destilada 5 minutos. Lavar 3 veces
en PBS durante 5 minutos.

2. Desenmascaramiento antigénico con proteinasa
K al 0,2% en buffer TRIS-HC1 0,05 M, pH 7,5 durante
20 minutos a 37°C en cdmara himeda. Precalentar a
37°C la cdmara y la enzima. Lavar 3 veces en PBS du-
rante 5 minutos.

3. Aplicar el anticuerpo primario 15C5 (Dr. E. Du-
bovi, New York State College of Veterinary Medicine,
Veterinary Diagnostic Laboratory, Cornell University,
Ithaca, NY) en dilucién 1:6000 e incubar durante toda
la noche en refrigerador. Lavar 3 veces en PBS durante
5 minutos.

4. Aplicacion del anticuerpo secundario marcado
con biotina (anti-mouse biotinilado) e incubar durante
30 minutos a temperatura ambiente en cimara hiimeda.
Lavar 3 veces en PBS durante 5 minutos.

5. Aplicacién del complejo avidina-biotina-peroxi-
dasa e incubar durante 30 minutos a temperatura am-
biente en cdmara himeda. Lavar 3 veces en PBS duran-
te 5 minutos.

6. Aplicar el cromégeno 3,3-diaminobenzidina
tetrahidrocloruro, 1 mg/ml en PBS suplementado con
H,0, (10 ul de H,0, 50% en 5 ml PBS) e incubar en cé-
mara himeda oscura durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Lavar con abundante agua destilada.

7. Contraste con hematoxilina de Mayer durante 1
minuto; deshidratar con pasajes en alcohol 70°, alcohol
80°, alcohol 96°, alcohol 100° alcohol 100°; aclarar en
tres pasajes de xilol y montar con balsamo de Canada.
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