UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

MAESTRIA EN CIENCIAS VETERINARIAS

MENCION SALUD ANIMAL

IDENTIFICACION DEL VIRUS DE LA DIARREA VIRAL BOVINA
MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA EN ABORTOS BOVINOS DE
LA CUENCA LECHERA SANTAFESINA Y COMPARACION CON
LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON EL AISLAMIENTO VIRAL Y

LA INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

AUTORA: M.V. MARIA DEL ROCIO MARINI

TESIS PARA OPTAR AL GRADO DE

MAGISTER SCIENTIAE EN CIENCIAS VETERINARIAS

Esperanza, 29 de abril de 2008



UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

MAESTRIA EN CIENCIAS VETERINARIAS

MENCION SALUD ANIMAL

IDENTIFICACION DEL VIRUS DE LA DIARREA VIRAL BOVINA
MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA EN ABORTOS BOVINOS DE
LA CUENCA LECHERA SANTAFESINA Y COMPARACION CON
LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON EL AISLAMIENTO VIRAL'Y

LA INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

AUTORA: M.V.. MARIA DEL ROCIO MARINI

DIRECTORA: M.V. M.Sc. ANA MARIA CANAL

JURADO:
DR. EDUARDO J. GIMENO
DR. HUGO H. ORTEGA

DR. JAVIER LERTORA

Esperanza, 29 de abril de 2008



DEDICATORIA

Con amor y gratitud:

A mi madre, que me ayuda a no bajar los brazos y logra que siempre sdlaa el sd en mi horizonte;
A mi padre, que me enseia la ternura y el valor de pertenecer a una familia;
A mis hijos, aque son mi fuerza interior y me hacen sentir la persona mas querida;

A mis hermanos | sobrinos, aque me alegran la vida.



AGRADECIMIENTOS

Con especial carifio a:

Dra. Ana Maria Canal, por ser mi directora de tesis, por brindarme su amistad y apoyo

incondicional, y por haber confiado siempre en mi.

Dr. Roberto Rodriguez, por darme la posibilidad de trabajar y dar clases con él, y por su
valioso aporte al realizar las necropsias y la toma de muestras de los fetos utilizados en

la presente tesis.

Profesora Adela Gollan, por el valioso aporte en la realizacion de las técnicas de
aislamiento viral e IFD de los fetos de la presente investigacion, por facilitarme las
cepas virales de referencia para realizar los controles positivos y el western blot, por su
continuo apoyo y disposicion para corregir manuscritos, y por su amistad, que es muy

valiosa para mi.

Dr. Hugo Ortega, por su asesoramiento y apoyo continuo en el presente trabajo de

investigacion.

Dr. Eduardo Baroni, por su confianza en mi.

Dr. Carlos Peralta, por iniciarme en el apasionante estudio de la Patologia.

Dr. Héctor Tarabla, por su ayuda en la presentacion de los resultados de la presente tesis



Dr. Rafael Althaus, por su apoyo y ayuda en la realizacion del analisis estadistico, y por

la correccion de manuscritos.

Dr. Javier Lértora, por facilitarme cortes histoldgicos de piel de bovinos Pl para usar

como controles positivos.

Dr. José Luis Otero, por sus sugerencias y correcciones en la redaccion de esta Tesis.

Todos mis comparfieros y amigos de las catedras de Patologia Basica y Biologia Celular,
que me ayudaron con la toma de muestras y el procesamiento del material, me
apoyaron en todo momento, me reemplazaron en muchas de las actividades docentes y

me brindaron todas las facilidades para realizar la presente Tesis.

Todos los investigadores, pasantes y docentes del laboratorio de Biologia Celular y
Molecular, por su constante ayuda en la realizacién de las técnicas de IHQ y Western

blot.

Todos los alumnos que durante las guardias en el Hospital de Salud Animal realizaron

las necropsias y la toma de muestras junto con el Dr. Roberto Rodriguez.

Las autoridades de la Facultad de Ciencias Veterinarias, por brindarme la posibilidad de

realizar esta Tesis de Maestria.



La Universidad Nacional del Litoral, por facilitarme la Beca para realizar este estudio

de posgrado.

Todos los Médicos Veterinarios que colaboraron remitiendo los fetos abortados al

Hospital de Salud Animal.

Toda mi familia, que ayudd en todo momento para que pudiera realizar y redactar la

presente Tesis, colaborando conmigo material y espiritualmente.

Todos aquellos que no he nombrado y que contribuyeron directa o indirectamente en la

realizacion de este trabajo.



INDICE GENERAL

ABREVIATURAS UTILIZADAS

INDICE DE TABLAS

INDICE DE FIGURAS

RESUMEN

SUMMARY

I- INTRODUCCION

[.1. ASPECTOS GENEIAIES. ...\ttt e e et e e e e e

I.2. Hipdtesis

I.3. Objetivos

1.3.1. General

1.3.2. Especificos

1. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1. Resefia historica

I1.2. Agente etiologico (no me gusta el titulo)

11.2.1. Taxonomia

11.2.1.1. Caracteristicas generales de la familia Flaviviridae

11.2.1.2. Caracteristicas generales del género Pestivirus

11.2.2. Estructura del virus de la Diarrea Viral Bovina......................

Xl

12

12

12

14

15



[1.2.2.1. GBNOMA ...v et e e e e e aeaaes
11.2.2.2. Proteinas virales: estructurales y no estructurales......
11.2.3. Variabilidad. ...
11.2.4. ClaSifiCaCion..........c.oi i e e
11.2.4.1. GENOLIPOS. ... .e et e e ettt
11.2.4.2. BIOTIPOS. .. ..ute i et e et e e e
11.3. Epidemiologia........c.ovviriie e
11.3.1. Fuentes de infecCion ..........co.oviiiii i,
11.3.2. M0d0S de tranSmMiSiON..........ee ettt e e e e e
S e 100 = | - U
11.4.1. Ingreso del virusala célula.............cooeiieiiiiiiii i
11.4.2. Replicacion viral............cooii i,
11.4.3. Ensamblaje y liberacion de particulas virales.........................
I1.4.4. Cuadros clinicos producidos por el virus DVB........................
11.4.4.1. Infecciones post-natales en bovinos susceptibles,
inmunocompetentes y N0 Prefados...........ovvvvevieirevniennnn,
11.4.4.2. Infecciones transplacentarias................cooeeveiennnn
11.4.4.3. Enfermedad de 1as mucoSsas. ............covevveeniieninnnn.
I1.5. Lesiones producidas por la infeccibn con el DVB.........................
[1.5.1. Lesiones MacCrOSCOPICAS. .. ..uuuvuuvenerineeenee e aaneeeneeennaeenns
11.5.2. Lesiones MiCrOSCOPICAS. ... vrveereveriee e eeteeeaeienneeaeeenanens
11.5.3. Lesiones macro y microscopicas en fetos..............ceovvevineenne

[1.6. DIAGNOSLICO. .. ...ttt e e e e et e et e e e

17

22

24

25

27

29

29

30

32

32

33

34

35

36

41

44

46

46



11.6.1. Deteccion del virus por Aislamiento viral............................
11.6.2. Deteccion del &cido nucleico viral...........c.oovviiii i
11.6.3. Deteccion de antigenos Virales. .........ooooeviieiiiiiiii e e e ees

11.6.3.1. Deteccion de antigenos mediante el Método de Elisa de
Captura de ANtigEN0S. .. ..veiee it et e e e e e
11.6.3.2. Deteccion de antigenos mediante Inmunohistoquimica.
11.6.4. Deteccion de respuesta inmune contrael VDVB...............coooeenies
[1.6.4.1.Seroneutralizacion viral................c.ooiii e,
11.6.4.2. Enzimoinmunoensayo indirecto (ELISA indirecto)......

11.6.4.3. Otras pruebas seroldgicas..........covoveriieeiienineennnn.

1. MATERIALES Y METODOS.......cutiiit et e e et e
L MAEErTAlES. .. . e e e e e e e e e e
T2, MELOUOS. .. ot e e et e e e e e e e e e
[11.2.1. Aislamiento viral............oooiii
I11.2.2. Histopatologia e Inmunohistoquimica.................c..cc.oevneee.
[11.2.2.1. Andlisis histopatoldgico...............ccooeiiiiiiin s
111.2.2.2. Recuperacion antigeniCa............c.ovvuiuerineeennenennnns
111.2.2.3. Inmunohistoquimica.............coeoviieiii i
[11.2.3. WeStern DIot .......coovie e e

111.2.3.1 Procesamiento de las muestras utilizadas para western

111.2.3.2. Técnicade western blot..........cooveieiii i,

I11.2.4. Concordancia entre técnicas diagnosticas utilizadas...............

61

62

66

68

68

69

71

71

71

71

73

74

75

77

80

80

81

84



IV, RESULT ADOS . ..ottt e et e e e e e e e e e en s 85

IV.1. Aislamiento viral e Inmunofluorescencia Directa..............cc.cooveeviieinnnnn. 85

IV.2. Lesiones histopatoldgicas en érganos de los 50 fetos abortados y

comparacion entre los fetos con y sin aislamiento viral.....................cooee v 86
IV.2.1. Lesiones histopatoldgicas en 6rganos de los 50 fetos abortados 86

IV.2.2. Comparacion de lesiones en 6rganos de fetos con y sin

aislamiento de VDVB ... 91

IV.2.2.1. Distribucidn de frecuencias de lesiones observadas......... 91

IV.2.2.2. Analisis estadiStiCo............oovieeiiiii i e 94

IV.3. Recuperacion antigéniCa. .. .........ueeeuniieeiiie e et e e 97

IV.4. Inmunohistoquimica en érganos de fetos abortados para la identificacion
de antigenos del virus de la Diarrea Viral Bovina.................cooieiiiiiiiinn, 99
IV.5. Técnica de western blot para medir la especificidad del anticuerpo........... 104

IV.6. Comparacion de resultados obtenidos con las técnicas de aislamiento viral,

IFD € THO . et e e e e e e 106
1V.6.1. Distribucion de frecuencias de resultados obtenidos.......... 106

1V.6.2. ANAliSiS eStadiStiCO. .. ..o e e e e e e, 107

V. DISCUSION ... e e e e e e e, 112

V.1. Lesiones histopatolégicas en 6rganos de los 50 fetos abortados y
comparacion entre los fetos con y sin aislamiento viral.......................c.co il 112

V.2. RecuperaCion ANTIgENICA. .. ... .ovueie ittt et e e e eeens 119



V.3. Inmunohistoquimica en 6rganos de fetos abortados para la identificacion.
de antigenos del virus de la Diarrea Viral Bovina......................coooeeeveeeeeen. 126

V.4. Comparacion de resultados obtenidos con las técnicas de aislamiento viral,

IFD @ THQ ..o 129
VI CONCLUSIONES. .. ... e 132
VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ......uviiiieiii et 134

VII- ANEXOS



ABAC
ac
AEC
ala
asp
ARN
BDv
BSA
cys
CP
CSFv
DVB
ECP
EM
GDD
gp
H.E.
H20.

IBR

IFD

IHQ

ABREVIATURAS UTILIZADAS

Banco Argentino de células
anticuerpo

aminoetilcarbazol

alanina

asparragina

Acido Ribonucleico

Virus de la Enfermedad de la frontera
Albumina sérica bovina

cisteina

citopatogénico

Virus de la Peste porcina Clasica
Diarrea Viral Bovina

Efecto citopatogénico
Enfermedad de las Mucosas
Gly-Asp-Asp

glicoproteina

Hematoxilina y Eosina

Agua oxigenada

Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
Inmunofluorescencia
Inmunofluorescencia Directa

Inmunohistoquimica



kDa

LDL

mA
MDBK
MC
MEM
MM
NCP
nm

NT
ORF
PBS
PCR

Pl

Pl;

PM
RIPA
RT-PCR
ser
SFB
UTR
vDVB

vDVB1

kilodalton

Lipoproteina de baja densidad

lisina

miliamperes

Madin Darby Bovine Kidney

Medio de crecimiento

Medio minimo esencial (Minimun essential medium)
Medio de mantenimiento

No citopatogénico

nandmetros

Neutralizacion

Marco de apertura de lectura (open reading frame)
Buffer fosfato salino

Reaccion en cadena de la polimerasa
Persistentemente infectados

Parainfluenza 3

Peso molecular

Buffer de lisis (RadioinmunoPrecipitation Assay)
Retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa
serina

Suero Fetal Bovino

Region no codificante (untranslated region)

Virus de la Diarrea Viral Bovina

Virus de la Diarrea Viral Bovina Genotipo |



vDVB2

pl
pm

TBS-T

Virus de la Diarrea Viral Bovina Genotipo Il
waltts

microlitro

micrometro

Tris base (Buffer de Western blot) + Tween



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

Tabla 6

Tabla 7

Tabla 8

Tabla 9

Tabla 10

Tabla 11

INDICE DE TABLAS

vDVB, biotipos y enfermedad. Modificado de Deregt y Loewen,

Tratamientos de recuperacion antigénica realizados, combinados con

las diluciones de anticuerpo primario utilizadas...................cccevueee. 76

Estandares de PM para SDS-PAGE, amplio espectro. BIO-RAD......... 82

Resultados de las técnicas de Aislamiento Viral e IFD en 50 fetos

o010 =16 [0 1 85

Frecuencia y grados de presentacion de lesiones microscopicas en

organos de 50 fetos abortados ..............ccocoeeiiiiiiiiiiiii 86

Frecuencias y grados de presentacion de lesiones en drganos de fetos

cony sin aislamiento de VDVB..........ooiiii i 91

Valores de Chi-cuadrado y p para lesiones histopatolégicas que

presentan relacion significativa con el aislamiento viral................... 95

Aislamiento vs. Necrosis linfoidea en Ganglio linfatico................... 95

Aislamiento vs. Necrosis del epitelio de la mucosa en la valvula

HBOCECAL. .. .ot e e e e e e 96

Aislamiento vs. Deplecion y necrosis linfoidea en la valvula

HIBOCECAL. .. ettt e 96

Resultados obtenidos con los diferentes tratamientos de recuperacion

antigénica aplicados en 10 cortes de tejidoS..........covvveveniieinnnnsn. 97



Tabla 12

Tabla 13

Tabla 14

Tabla 15

Tabla 16

Tabla 17

Tabla 18

Inmunorreactividad para el Genotipo | del vDVB en diferentes

organos de fetos bovinos positivosa IHQ...............ccoevvvvveeee . 99

Resultados obtenidos con aislamiento viral (AV), inmunofluorescencia

directa (IFD) e inmunohistoquimica (IHQ) en 50 fetos abortados.......... 106
Comparacion de resultados obtenidos por IHQ para la identificacion
del vDVB en los 50 fetos abortados con los obtenidos con el

aislamiento viral y la IFD.........ooii 107

Valores de Chi cuadrado y valores de p para comparar las técnicas

diagndsticas utilizadas en 50 fetos abortados.............cccocevviiiineenne, 108
Tabla de 2x2: Aislamiento VS. IFD .........cooiiiiiiiiiie e 109
Tabla de 2x2: Aislamiento vs. IHQ.......cviiiiiiiii e, 110
Tablade 2x2: IFD VS.IHQ ..o e e e e 111



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

INDICE DE FIGURAS

Esquema del genoma del vDVB, que ilustra el orden de codificacion

de las proteinas ViraleS...........oovvieiiiiiiii e e

Higado feto n°® 11. H.E. Vacuolizacion marcada de hepatocitos.

Aislamiento negativo (10X) .......ccoeiieiii i

Corazon feto n° 38. H.E. Infiltrados mononucleares en epicardio.

Aislamiento positivo (40X).......ooeieii i

Rifién feto n® 14. H.E. Infiltrados mononucleares focales. Autélisis

leve. Aislamiento PoSItIVO (4X)....couerrreiieiie e e

Rifién feto n° 14. H.E Infiltrados mononucleares intersticiales

Aislamiento PoSItivo (10X)......ocuuveieiiiniie i e
Vélvula ileocecal feto n° 1. H.E. Se observa acortamiento de
vellosidades y placas de Peyer con deplecion linfoidea. Aislamiento

POSITIVO (4X) ..ttt et e e e e e e e e e e

Valvula ileocecal feto n® 38. H.E. Deplecion linfoide en placas de

Peyer. Aislamiento posSitivo (10X).......ccouvrveeiieiieine e viniennennn.

Valvula ileocecal feto n° 1. H.E. Vasculitis en submucosa.

Aislamiento positivo (40X).......ovvie e

Timo feto n® 38. H.E. Deplecion linfoidea. Aislamiento positivo

Timo feto n° 38. Se observa deplecion y necrosis linfoidea.

Aislamiento positivo (10X). ...o.oeriiiiiii

16

89

89

89

89

89

89

90

90

90

VI



Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Timo feto n® 1. H.E. Se aprecia deplecion y necrosis linfoidea.

Aislamiento PoSItivo (10X)......oc.uveieiiiniie i

Bazo feto n° 18 .H.E. Deplecion linfoidea en pulpa blanca.

Aislamiento PoSitivo (10X).....ouvueire i i e e

Bazo feto n°® 20. H.E. Deplecion linfoidea. Se observan células

hematopoyéticas. Aislamiento negativo (10X)..........cccevvvennnennn.

Ganglio linfatico feto n°® 36. H.E. Hiperplasia linfoidea en corteza.

Aislamiento Negativo (4X)......oue i e

Cerebro feto n® 38. H.E. Manguitos perivasculares. Aislamiento

POSITIVO (L0X). .+ v vneeee et e ettt e e e e e e e e e e e

IHQ en piel de ternero PI, control positivo. Inmunorreactividad
intracitoplasmatica color rojo en las células del foliculo piloso con el

ac. monoclonal 157. Contraste con Hematoxilina (40X)................

IHQ en pulmon de ternero P, control positivo. Inmunorreactividad
intracitoplasmatica color rojo en células del tejido interlobulillar con

el ac. monoclonal 157. Contraste con Hematoxilina (10x).............

IHQ en pulmon de ternero P, control positivo. Inmunorreactividad
intracitoplasmatica color rojo en células del tejido interlobulillar con

ac. monoclonal 157. Contraste con Hematoxilina (10x). ...............

IHQ en corazon feto n® 33 Inmunomarcacion intracitoplasmatica en
células del tejido conjuntivo y del sistema de conduccion. Ac.

monoclonal 157. Contraste con Hematoxilina (10X)..................

90

91

91

101

101

102

102

V|



Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

IHQ en corazon de feto n° 38. Inmunorreactividad
intracitoplasmatica color rojo en cardiomiocitos. Ac. monoclonal

157. Contraste con Hematoxilina (10X)..........ccoovviiiiiininninennnn.

IHQ en corazon feto n° 38. Inmunomarcacion intracitoplasmatica
color rojo en células del sistema de conduccion Ac. monoclonal 157

Contraste con Hematoxilina (10X)..........ocvoiiiiiiiiiiiineennse

IHQ en timo, feto n® 11. Inmunomarcacion intracitoplasmatica color
rojo en células del parénquima y del intersticio. Ac. Monoclonal

157. Contraste con Hematoxilina (40X).......covvvvivieiniiiiienien

IHQ en valvula ileocecal del feto n® 28. Inmunomarcacion
intracitoplasmatica en células epiteliales glandulares y del corion de

la valvula ileocecal. Ac. Monoclonal 157 (10X).......c.cevvevennnennn.

IHQ en véalvula ileocecal del feto n° 28. Inmunomarcacién
intracitoplasmatica en células epiteliales glandulares y linfocitos de
las placas de Peyer. Ac. Monoclonal 157. Contraste con
HematoXilina (40X) ... ..oie e e e e

IHQ en piel del feto n°® 7. Inmunomarcacién intracitoplasmatica
color rojo en ceélulas de la dermis. Ac. Monoclonal 157. Contraste

con Hematoxilina (40X)......ouue i e e e e e

IHQ en piel de feto n° 7. Inmunorreactividad intracitoplasmatica
color rojo en células del musculo liso de los vasos sanguineos de la

dermis. Ac. Monoclonal 157. Contraste con Hematoxilina (40X)......

102

102

103

103

103

103

104

VI



Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

IHQ en rifion feto n® 17. Inmunorreactividad intracitoplasmatica
color rojo en células intersticiales. Ac. Monoclonal 157. Contraste

con HematoXiling (40X).......ovuu et et e 104

IHQ en ganglio linfatico, region medular, feto n° 12.
Inmunorreactividad intracitoplasmatica color rojo en linfocitos. Ac.

Monoclonal 157. Contraste con Hematoxilina (10X)..................... 104
IHQ en ganglio linfatico, region medular. Feto n° 40.
Inmunorreactividad intracitoplasmética color rojo en célula de la

pared de un vaso sanguineo. Contraste con Hematoxilina. 40X........ 104

Resultados del western blot utilizando el anticuerpo 157 para vDVB

genotipo 1. DIlucion 1:50........oci i, 105
Gréafico comparativo entre Aislamiento e IFD.............ccocoieennnen. 109
Grafico comparativo entre Aislamiento e IHQ....................ceee. 110
Grafico comparativo entre IFD e IHQ........c.ooiiiiiiiiii i, 111



RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue identificar mediante inmunohistoquimica
antigenos del vDVB en 6rganos de 50 fetos abortados fijados en formol y comparar los
resultados con los obtenidos con el Aislamiento viral y la Inmunofluorescencia directa.
El material fue remitido al Hospital de Salud Animal desde distintas localidades de la
Cuenca lechera Santafesina, donde se tomaron muestras de distintos organos. Se
compararon las lesiones observadas en los tejidos analizados en fetos con y sin
aislamiento del virus y se realizaron distintas técnicas de recuperacion antigénica previo
a la técnica de IHQ. Se utilizaron anticuerpos monoclonales diferentes para identificar
cada genotipo del vDVB (157 para el genotipo | y BA-29 para el genotipo IlI). Por
ultimo, se compararon los resultados obtenidos entre las distintas técnicas diagnosticas
utilizadas, tomando al aislamiento viral como técnica de referencia. Encontramos
relacién estadisticamente significativa entre el aislamiento viral y las lesiones de
necrosis linfoidea en ganglios linfaticos, necrosis del epitelio de la mucosa de la valvula
ileocecal y necrosis linfoidea en placas de Peyer. La recuperacion antigénica que brindd
mejores resultados fue la realizada con proteinasa K. Fueron detectados antigenos del
genotipo | del virus, no se revelaron antigenos del genotipo Il. Los valores de Chi-
cuadrado y p indican relacion estadistica significativa entre los resultados del
aislamiento viral con la IFD y la IHQ, y el indice kappa muestra una concordancia

moderada entre aislamiento e IFD, y leve entre aislamiento e IHQ.

Palabras Clave: vDVB, fetos, abortos, lesiones, aislamiento viral, Inmunofluorescencia

directa, Inmunohistoquimica



SUMMARY

The purpose of the present thesis was to identify through immunohistochemistry
antigens of bovine viral diarrea virus in formalin fixed tissues of bovine aborted fetuses,
and to compare the results with virus isolation and direct immunofluorescence. Samples
were submitted to Animal Health Hospital from different farms located in the so called
“Cuenca Lechera Santafesina”, being taken from different organs. The observed lesions
in analized tissues were compared to fetuses with and without virus isolation, and
different methods of antigenic retrieval were achieved before immunohistochemistry.
Different monoclonal antibodies were used to identify each BVDv genotypes (157 for
genotype | and BA-29 for genotype Il). Finally, the results obtained from different
methods were compared, using virus isolation as the gold standard technique. We found
a significant ratio between virus isolation and the lesions of lymphatic necrosis from
lymph nodes, necrosis of mucosal epithelium and lymphatic tissues of Peyer’s patches.
Proteinase K treatment showed the best results in antigenic retrieval. BVDv genotype |
antigens were detected, nevertheless any antigens of genotype Il was found. The Chi-
square value and the p value indicated a significant ratio between the results of viral
isolation and direct inmunofluorescence and immunohistochemistry. The kappa value
showed a good concordance into viral isolation and IFD, and a moderate concordance

into viral isolation and immunohistochemistry

Key words: BVDv, fetuses, abortions, lesions, viral isolation, Direct

immunofluorescence, Immunohistochemistry.
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- INTROVUCCION




|- Introduccion

I- INTRODUCCION

I.1. Aspectos Generales

El virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB) tiene distribucion mundial, es un
importante patogeno del bovino y se transmite con facilidad entre los integrantes de las
especies receptivas. EI nombre del virus es desafortunado, porque hay manifestaciones
multiples y diversas que se desarrollan en el ganado infectado con este agente,
incluyendo infecciones subclinicas, diarrea, inmunosupresion, problemas de repeticion
de celos, abortos, momificaciones, defectos congénitos, inmunotolerancia e
infecciones persistentes, ademas de los cuadros de enfermedad de las mucosas aguda y
cronica (Baker, 1987; Radostits y Littlejohns, 1988; Brownlie, 1990a; Houe, 1995;

Bielefeldt Ohmann, 1995).

Principalmente, afecta la salud reproductiva del rodeo, y origina grandes pérdidas
econdmicas debido a las variadas formas de la infeccién por vDVB, que incluyen
reduccion de la produccion de leche, reduccion de la tasa de concepcion, desordenes
respiratorios, otras enfermedades, muertes entre los animales que tienen infeccién aguda,
abortos, defectos congénitos y retardo en el crecimiento después de la infeccién fetal.
Ademas, la infeccion fetal puede dar terneros infectados persistentes los cuales
frecuentemente son débiles y de bajo peso, lo que incrementa la susceptibilidad a otras
enfermedades, y pueden eventualmente morir de enfermedad de las mucosas (Radostits

y Littlejohns, 1988; Houe, 1995; Houe, 1999; Mufioz-Zanzi et. al., 2004).
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En la actualidad, también hay que considerar los cuadros producidos por el genotipo
Il del vDVB, que causa los cuadros de enfermedad aguda severa y los sindromes

hemorragicos y trombocitopénicos, la mayoria de alta mortalidad.

La patogenia de las infecciones por vDVB muestra rasgos caracteristicos no vistos
en otras enfermedades. Las consecuencias de las infecciones fetales, considerando sobre
todo la generacion de animales persistentemente infectados, que pueden tener una larga
vida y que en algun momento pueden desarrollar la enfermedad de las mucosas son
exclusivas de esta enfermedad (Cutlip et al., 1980; Brownlie et al., 1984; Dufell y

Harkness, 1985; Baker, 1987).

La infeccion por este virus es endémica en la mayoria de las poblaciones de
bovinos, con prevalencias de anticuerpos séricos que varian desde 50 a 90%. Las
prevalencias de bovinos persistentemente infectados varia entre 0,5 y 2% (Baker, 1987;
Bolin y Mc Clurkin, 1985; Houe, 1999). Evermann et al. (1993) informaron que de 114
aislamientos virales realizados en un periodo de 4 afios, el 8% estuvo asociado con

abortos.

Bolin y Ridpath (1998), realizaron un estudio de prevalencia de contaminacion de
suero fetal bovino con el vDVB, 0 con anticuerpos neutralizantes contra el virus.
Identificaron el virus en el 23% de las muestras (en el 51% el genotipo I, en el 29% el
genotipo I, y el 10% ambos genotipos) y anticuerpos en el 11%. Rossi et al. (1980)
también encontraron vDVB en sueros fetales y en cultivos celulares bovinos de pulmon.

Estos y otros estudios realizados sobre muestras fetales (Murray, 1991; Thir et al.,
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1998; Fredriksen et al., 1999 a y b; Yapkic et al., 2006) evidencian la infeccion del feto

con vDVB.

Kobrak y Weber (1997), informan que la situacion en la Argentina es similar al
resto del mundo, con 70% de seroprevalencia y una prevalencia de bovinos
persistentemente infectados del 1%. Odedn et al. (2001) encontraron seroprevalencias en
bovinos adultos de 90,7% en el sudeste de la provincia de Buenos Aires y 48,6% en los
Ilanos de La Rioja. El porcentaje de bovinos seropositivos de 6 a 12 meses de edad fue
de 41,9%, 25,6% y 45,6% para 11 distritos del sudeste de la provincia de Buenos Aires,

7 del sur de Corrientes, y 9 de los llanos de La Rioja, respectivamente.

En la region de la cuenca lechera santafesina, ubicada en la pampa humeda, zona de
intensa actividad agricolo-ganadera, la enfermedad se halla ampliamente difundida.
(Gollan et al., 2006). Asi lo demuestran trabajos previos de prevalencia de anticuerpos
en sueros de fetos bovinos (Pinto et al., 1993; Mufioz et al., 1996) y en pool de leche de
tambos de la cuenca lechera santafesina (Occhi et al., 1991). Moore et al. (2003)
encontraron anticuerpos contra el genotipo 1 del vDVB en el 45 % de 95 muestras de
fluidos fetales procesadas provenientes de rodeos de carne y leche de la Pampa hiumeda
Argentina.

Si bien los anticuerpos vacunales pueden interferir en los resultados de la
seroprevalencia, la enfermedad esta presente en nuestro pais, en forma endémica en
algunas regiones, y un porcentaje importante de bovinos jovenes esta siendo expuesto al

virus (Lértora, 2003).
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Mufioz et al. (1996) encontraron en Argentina elevada prevalencia de infeccion en
los fetos, a través del aislamiento viral en cultivos celulares primarios a partir de
organos fetales; aunque estudios previos realizados en el pais han demostrado que no
se determina la etiologia del aborto en el 50 al 60% de los fetos bovinos enviados al
laboratorio (Campero et al., 1994).

Zabal et al. (2000), encontraron el vDVB en muchos lotes comerciales de sueros
fetales bovinos, a través de la técnica de inmunofluorescencia indirecta, que permite
evidenciar el biotipo no citopatico, que es el aislado mas frecuentemente.

No existen signos clinicos patognomonicos de la infeccién por vDVB en bovinos.
Las investigaciones diagndsticas por lo tanto dependen del laboratorio para la deteccion
del virus, sus componentes o los anticuerpos inducidos por el virus en las muestras

obtenidas (Sandvik, 1999).

La inmunohistoquimica se ha transformado en los Gltimos afios en una herramienta
esencial en patologia. Se realiza rutinariamente en tejido fijado en formalina y embebido
en parafina, aventaja a otras técnicas en términos de conveniencia a la remision de
muestras, posibilita el estudio retrospectivo de muestras enviadas para examen
histopatologico y permite una precisa asociacion entre el antigeno viral con tipos

celulares y lesiones histolégicas (Dubovi, 1996).

Para el reconocimiento morfolégico de los antigenos de vDVB localizados en el
citoplasma de las células infectadas, el examen inmunohistoquimico (IHQ) de secciones
de tejido provee un diagnostico mas especifico que la deteccidn de antigenos extraidos

en una solucion (Sandvik, 1999).
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Segun Ellis et al. (1995), la IHQ de tejidos fijados en formalina es el método
diagnostico méas conveniente en fetos. Hay un significativo nimero de resultados falsos
positivos y falsos negativos con la inmunofluorescencia (sensibilidad: 77%,
especificidad: 83%), y significativo nimero de falsos negativos con el aislamiento viral
(sensibilidad: 83%, especificidad: 100%), mientras que la IHQ presenta el mejor
desempefio: sensibilidad: 97%, especificidad: 97%. En casos de fetos con avanzada
autolisis, la IHQ de cerebro fijado en formalina se recomienda sobre el aislamiento viral
y la deteccion del anticuerpo por ELISA (Thir et al.,1997). Por su parte, Khodakaram-
Tafti y Miller (2006) establecieron que la IHQ puede ser usada sobre intestino con
avanzado estado de autolisis.

Las muestras fijadas en formalina son mas estables que las muestras de sangre o
suero, evitandose asi falsos negativos por autolisis o putrefaccion, y los anticuerpos
calostrales no interfieren con la técnica, permitiendo analizar terneros neonatos (Haines

etal., 1992)

1.2. Hipotesis

La técnica de IHQ puede ser utilizada para el diagnostico del aborto provocado por
efecto de la infeccion del virus de la Diarrea Viral Bovina a partir de érganos fetales
fijados en formol y embebidos en parafina, alin en avanzado grado de autolisis de los

tejidos.
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1.3. Objetivos

1.3.1. General

Aplicar la Inmunohistoquimica para la identificacion del virus de la Diarrea Viral
Bovina en drganos de fetos abortados y comparar los resultados con el aislamiento viral

y la IFD.

1.3.2. Especificos

a) Describir lesiones microscopicas en organos de fetos abortados, determinar su
frecuencia de distribucion y comparar las lesiones presentes en fetos con y sin
aislamiento del virus de la Diarrea Viral Bovina.

b) Identificar el método de recuperaciéon de antigenos de virus de la Diarrea Viral
Bovina que resulte mas eficaz en tejidos fetales fijados en formalina y embebidos en
parafina.

c) ldentificar mediante inmunohistoquimica antigenos del virus de la Diarrea Viral
Bovina en 6rganos de fetos abortados de la Cuenca lechera Santafesina.

d) Establecer la concordancia entre los resultados obtenidos con la

inmunohistoquimica, el aislamiento viral y la inmunofluorescencia directa.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

11.1. Resefa historica

En 1946 Childs describe una enfermedad que afectdé bovinos en la provincia de
Saskatchewan, en el oeste de Canada, en base a la sintomatologia y la patologia
macroscopica, de origen desconocido, a la que llamd la X enfermedad, en dos formas
clinicas: aguda y subaguda. Los tejidos epiteliales con células escamosas o cuboidales
eran los primeros afectados, y mas tarde otros tejidos.

El mismo afio, Olafson et al. (1946) en Estados Unidos describen un brote de una
enfermedad transmisible, similar a la descripta en el oeste de Canada, caracterizada por
diarrea severa, depresion, anorexia y ulceracion de la mucosa oral. Esta nueva afeccién
estaba asociada con signos respiratorios, leucopenia, disminucion en la produccién
lactea, incremento en la tasa de abortos, y era reproducible por inoculacion de sangre y
extractos de bazo de animales enfermos. Como no fueron halladas bacterias en el
inéculo, se asumid que el agente infeccioso era viral. Esta enfermedad reproducible,
con signos Yy lesiones variables en cuanto a severidad, comenz6 a Ilamarse Diarrea viral
de los bovinos.

En 1953, Ramsey y Chivers describieron una enfermedad que creyeron diferente a
la Diarrea Viral, porque era méas esporadica y mas dificil de reproducir, ya que los
animales inoculados con sangre o extractos de Organos de animales enfermos sélo
desarrollaban una pirexia transitoria. La enfermedad recibi6 el nombre de Enfermedad

de las Mucosas, a raiz de las erosiones y ulceras observadas en el tracto digestivo.
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En 1957, Underdahl et al. aislaron y cultivaron un virus de un caso de Enfermedad
de las Mucosas, aunque no pudieron reproducir la enfermedad. EIl virus produjo efecto
citopatico en las células del cultivo, causando vacuolizacion y muerte celular. En el
mismo afio, Lee y Gillespie propagaron un virus no citopatico de casos de Diarrea viral
bovina.

En 1960, Gillespie et al. cultivaron un virus citopatico de un caso de Diarrea viral
bovina en Oregon. Este virus, llamado Oregén C24V, fue inoculado en un bovino, que
tuvo signos clinicos de la enfermedad y produjo anticuerpos que neutralizaron las cepas
citopaticas y no citopaticas del virus. A partir de los estudios disefiados para
caracterizar fisica y antigénicamente la naturaleza de estos nuevos virus, se pudo
determinar que no solo el virus de la Enfermedad de las Mucosas era muy similar al
virus de la Diarrea Viral Bovina, sino que también éstos virus bovinos estaban
relacionados con el virus de la enfermedad anteriormente denominada Colera porcino
(Darbyshire, 1962).

Coggins et al. (1961) elaboraron la primer vacuna comercial de la diarrea viral
bovina, por 32 pasajes de la cepa de virus Oregdn en cultivos celulares bovinos. El
amplio uso de estas vacunas vivas modificadas fue asociada con numerosas
complicaciones, incluyendo enfermedad de las mucosas inducidas por vacunacion,
fallas reproductivas y defectos congénitos (Bolin, 1995).

Si bien las lesiones macroscopicas de la Diarrea Viral y la Enfermedad de las
Mucosas se consideraban indistinguibles, habia aparentemente sustanciales diferencias
en la enfermedad clinica. La Diarrea Viral Bovina era considerada enzodtica con brotes

esporéadicos de alta morbilidad pero baja mortalidad. Por el contrario, la Enfermedad de
8
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las Mucosas afectaba animales jovenes con baja morbilidad pero mortalidad cercana al
100%. Habia muy poca evidencia que la enfermedad de las mucosas era contagiosa y
los intentos de transmitir la enfermedad experimentalmente habian fallado. Cuando los
investigadores trataron de reproducir la enfermedad de las mucosas con virus
citopaticos aislados, la enfermedad resultante recordaba una diarrea viral bovina leve.
Esta observacion, tanto como la similitud en la distribucion y la apariencia
microscopica de las lesiones, contribuyeron a especular, sin conviccion cientifica, que
la diarrea viral y la enfermedad mucosa eran la misma enfermedad con algunas
variaciones (Jubb y Kennedy, 1963)

Entre 1960 y 1970, las investigaciones se concentraron en las infecciones
experimentales, particularmente en hembras prefiadas y en terneros recién nacidos, para
comprender la patogénesis del complejo diarrea viral bovina-enfermedad de las
mucosas. Las infecciones intrauterinas con el virus de la diarrea viral bovina se
asociaron con abortos y teratogénesis. También se observé que terneros nacidos
infectados en utero con el vDVB eran de bajo peso, en general no sobrevivian mas de
unos pocos meses y eventualmente morian de enfermedad crdnica de las mucosas
(Malmquist, 1968; Kendrick, 1971).

Se descubrié que muchos terneros nacidos de madres infectadas durante la prefiez
temprana, antes del desarrollo del sistema inmunoldgico fetal, eran persistentemente
infectados (PI) y no desarrollaban anticuerpos contra el vDVB (Braun et al., 1973;
Johnson y Muscoplat, 1973).

Mc Clurkin et al. (1984) informaron que estos terneros PI eran inmunocompetentes,

capaces de desarrollar anticuerpos neutralizantes contra otros agentes infecciosos,
9
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como los virus de la Rinotraqueitis infecciosa y Parainfluenza-3, y anticuerpos
aglutinantes contra Pasteurella hemolitica.

Brownlie et al. (1984) pudieron discernir la patogenia de la enfermedad de las
mucosas cuando reprodujeron experimentalmente esta enfermedad en un animal Pl,
inoculado con una cepa citopatica del vDVB; se establecié entonces que la enfermedad
de las mucosas solo ocurria en animales Pl superinfectados con una cepa citopatica
antigénicamente similar a la cepa no citopatica que causaba la infeccion persistente.

Todas las investigaciones llevadas a cabo hasta el momento sobre el vDVB y la
patogenia de las enfermedades que produce, asi como su diagnostico y control, fueron
revisadas por Baker (1987) y Radostits y Littlejohns (1988). En estas publicaciones el
vDVB estéa clasificado como un pestivirus, y junto con el virus de la enfermedad de la
frontera de los ovinos (BDv) y el virus de la Peste porcina clasica (CSFv), dentro de la
familia Togaviridae. Los casos de enfermedad clinica severa, con lesiones macro y
microscopicas marcadas, fueron designados como Enfermedad de las mucosas. En
contraste, la enfermedad leve asociada con signos clinicos minimos, en los cuales se
aislaba la cepa no citopética del vDVB, se comenzé a llamar Diarrea Viral Bovina.

La clonacion molecular del genoma viral y la secuenciacion completa del virus han
permitido un andlisis de su organizacién genética y su estrategia de replicacion, por lo
que los pestivirus se han reclasificado dentro de la familia Flaviviridae (Renard et al.,
1987; Collett et al., 1988 a, by c; Collett et al., 1989).

La significacion de la cepa no citopética era considerada sélo en la infeccién a la
hembra prefiada. En efecto, la transmision secundaria entre animales

inmunocompetentes se consideraba improbable o insignificante y la habilidad de esta
1O



|- Revision Bibliografica

cepa de causar enfermedad severa fue un tanto descuidada en vista de dilucidar la
patogenia de la enfermedad de las mucosas (Corapi et al., 1989; Goens, 2002).

Sin embargo, a fines de 1980, en diversos paises se observd un sindrome
hemorragico severo en bovinos adultos y terneras asociado con la cepa no citopatica
del vDVB, sin la presencia de la cepa citopética. Este sindrome estaba caracterizado por
fiebre y marcada trombocitopenia debido a la diarrea sanguinolenta, epistaxis,
hemorragias petequiales y equimdticas en superficies mucosas y sangrado en los sitios
de inyeccion. También se observaron abortos en hembras prefiadas, muertes subitas y
una mortalidad cercana al 25% (Rebhun et al., 1989; Corapi et al., 1989; Broes et al.,
1992; Carman et al., 1998).

Se identificé el genotipo Il del vDVB a partir de los sindromes de trombocitopenia
y enfermedad aguda severa, utilizando anticuerpos mono y policlonales y PCR
(Ridpath et al., 1994; Ridpath y Bolin, 1998; Ridpath y Neill, 2000; Ridpath et al.,
2000; Ridpath et al., 2006).

En nuestro pais, Tarabla et al. (1980) confirman por laboratorio la existencia del
virus en la Argentina. Carrillo et al. (1986), encuentran positivo a DVB el 41,6% de los
sueros obtenidos en la provincia de Corrientes.

También en la Argentina se han encontrado casos de enfermedad severa producida
por el genotipo Il del vDVB, con brotes de enteritis aguda en bovinos jovenes (Ode6n
et al.,, 1998; Odedn et al., 2003). Jones et al. (2001) realizaron la caracterizacion

molecular de los aislamientos realizados en nuestro pais.
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11.2. Agente etioldgico

11.2.1 Taxonomia

El virus de la diarrea viral bovina (vDVB), agente causal de la DVB, es miembro
del género Pestivirus, perteneciente a la familia Flaviviridae (Renard et al., 1987;

Collett et al., 1988 a, b y c; Wengler, 1991)

11.2.1.1. Caracteristicas generales de la familia Flaviviridae

La familia Flaviviridae comprende tres géneros, cuyos miembros tienen genomas
y propiedades fisico-quimicas similares, pero son biolégicamente muy diferentes. El
género Flavivirus contiene mas de 70 virus, 10 de los cuales son de importancia
veterinaria, incluyendo los virus de Louping ill (Encefalomielitis ovina), Encefalitis
Japonesa, Wesselsbron y del Oeste del Nilo. Cerca de 30 miembros de éste género
tienen potencial zoondtico y pueden ser patégenos para el hombre, transmitidos por
artropodos. Estas enfermedades varian en su signologia, desde fiebre y erupciones
cuténeas, hasta fiebres hemorrégicas, encefalitis y hepatitis que comprometen la vida.
El género Pestivirus contiene tres virus, que son de importancia veterinaria: el virus de
la diarrea viral bovina, el virus de la Enfermedad de la Frontera de las ovejas y el virus
de la Peste Porcina clasica. El género Hepacivirus contiene solamente pat6genos

humanos, los virus de la hepatitis C y G (Murphy et al., 1999).
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Los miembros de esta familia muestran similitudes en la morfologia viral,
organizacion del genoma y en las estrategias de replicacion, pero exhiben diversas
propiedades biologicas y carecen de reactividad seroldgica cruzada. Antes de la era de
la biologia molecular, los géneros Pestivirus y Flavivirus, que ahora pertenecen a la
familia Flaviviridae, habian sido clasificados dentro de la familia Togaviridae
(Lindenbach et al., 2007).

Los viriones envueltos de esta familia estan compuestos por una bicapa lipidica con
dos o maés tipos de glicoproteinas de envoltura (proteina E), que rodea a la
nucleocapside, de simetria icosaédrica, la cual consiste en un genoma de ARN de
cadena simple y sentido positivo, rodeado de multiples copias de una proteina de la
capside pequefia y simple (proteina C). El ingreso a las células blanco se produce por
endocitosis mediada por receptores especificos para las proteinas de la envoltura viral.
Luego de perder la nucleocapside, el ARN viral es liberado en el citoplasma. EI genoma
viral cumple con tres roles dentro del ciclo de vida: sirve como ARN mensajero para la
traduccion de todas las proteinas del virus, como molde durante la replicacion del ARN,
y como material genético empaquetado dentro de las nuevas particulas virales. La
organizacion del ARN gendmico es similar en todos los géneros. Las proteinas virales
son producidas como partes de una sola poliproteina, de méas de 3.000 aminoé&cidos, que
luego es cortada por proteasas del propio virus y también del hospedador. Las proteinas
estructurales se encuentran en la porcion amino terminal de la poliproteina y las
proteinas no estructurales a continuacion, en el resto de la poliproteina, hasta el grupo
carboxilo terminal (Lindenbach et al., 2007). Las secuencias gendmicas que codifican

una serina proteasa, una ARN helicasa y una ARN polimerasa son compartidas en los
%
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tres géneros de ésta familia, y también poseen una ubicacion parecida dentro de la

poliproteina (Miller y Purcell, 1990).

11.2.1.2. Caracteristicas generales del género Pestivirus

Los pestivirus infectan naturalmente sélo a los ungulados del Orden Artiodactila.
Los analisis de secuenciacion genomica muestran que los tres virus que se encuentran
en el género Pestivirus se relacionan estrechamente. Experimentalmente, comparten el
espectro de hospedadores: el virus de la DVB puede infectar cerdos, ovejas y cabras, asi
como otros ungulados, y estos animales pueden servir como reservorios; y el virus de la
Peste porcina puede ser transmitida por bovinos (Baker, 1987; Paton, 1995; Murphy et
al., 1999). El virus de la Enfermedad de la Frontera y el vDVB han mostrado
experimentalmente infeccién cruzada entre terneros y ovejas y ésta transmision
probablemente ocurre en condiciones naturales (Baker, 1987). Este cruce de especies
también permite la diversificacion caracteristica del virus, ya sea por adaptacion al
nuevo hospedador o por evolucion divergente. Sin embargo, el virus DVB aislado de
cerdos y ovejas tiene caracteristicas bioldgicas y antigénicas similares a los aislados de
bovino (Paton, 1995). Si bien son posibles todos estos cruces de especies, en la
naturaleza los virus son bastante especificos (Murphy et al., 1999).

Los pestivirus no dependen de vectores artropodos para su transmision. Los virus
de la Enfermedad de la Frontera de los ovinos y de la Diarrea Viral Bovina tienen una

gran variacion antigénica, a diferencia del virus de la Peste Porcina (Baker, 1987).
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En contraste con los togavirus, los pestivirus tienen un Unico marco de lectura
abierto, que luego es traducido a poliproteina (Collett et al., 1988c).

Los pestivirus son poco estables en el medio ambiente, por lo que es improbable que
persista en la atmésfera mas alla de 14 dias, teniendo en cuenta los estudios hechos con
el virus de la peste porcina. Son susceptibles a la accion del calor, detergentes y
desinfectantes como clorhexidina, iodoforos, fenodlicos, aldehidos e hipoclorito
(Rumenapf et al.; 1991). En cambio, y a diferencia de los flavivirus que son
rapidamente inactivados a pH é&cido, los pestivirus pueden sobrevivir a rangos

relativamente amplios de pH (Krey et al., 2005; Lindenbach et al., 2007).

11.2.2. Estructura del virus de la Diarrea Viral Bovina

El vDVB es un virus ARN pequerio, esférico, de 40 a 60 nm de tamafio, con una
envoltura lipidica muy apretada y adherente cubierta por pepldmeros que rodea a la
nucleocépside. Esta Gltima es de naturaleza proteicay de simetria icosaédrica con un

didmetro de 25 a 37 nm (Murphy et al., 1999; Vadillo, 2002).

11.2.2.1. Genoma

La informacion genética del virus de DVB esta codificada en una cadena simple de
ARN de polaridad positiva, no segmentado, de aproximadamente 12,5 kilobases de
longitud. Ha sido determinada la secuencia completa del virus, en el extremo 5 esta

ausente el capuchdn o cap y el extremo 3" no esta poliadenilado (Brock et al., 1992). El
1
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marco de apertura de lectura (ORF, open reading frame), de aproximadamente 4000
codones, esta flanqueado por una region no codificante (UTR) en el extremo 5° de 372
a 385 nucleotidos y una UTR en el extremo 3" de 185 a 273 nucledtidos (Brock et al.,
1992; Collett et al., 1988a). EI ARN genomico sirve como ARN mensajero (Purchio et
al., 1984 b). La traduccion del genoma viral genera una larga poliproteina, que es
procesada durante y después de la traduccion por proteasas celulares y virales, para dar
lugar a las proteinas estructurales y no estructurales del virus (Collett, 1992; Meyers y
Thiel, 1996). (Figura 1)

En el extremo 5 del genoma son codificadas las cuatro proteinas estructurales que
caracterizan al virus. Las proteinas no estructurales son siete u ocho y se codifican por
las zonas del ARN mas préximas al extremo 3" (Murphy et al., 1999; Vadillo, 2002). El
orden de los proteinas maduras en la poliproteina de vDVB es: NH,-NP°-C-E™-E;-E,-
p7-NS2-3 (NS2-NS3)-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH (Collett et al., 1988b, Collett

et al., 1991; Meyers et al., 1992, Lackner et al., 2004).

5UTR NP® C E™ E1 E2 p7 NS2-3 NS4A NS4B NS5A NS5B 3'UTR

Figura 1: Esquema del genoma del vDVB, que ilustra el orden de codificacion de las proteinas
virales. Las proteinas estructurales estan sombreadas en gris, las no estructurales en amarillo. La region

codificante esta flanqueada por dos secciones no codificantes cortas (UTR: untranslated region)
(Modificado de Liang et. al., 2003).
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11.2.2.2. Proteinas virales

El primer evento de la biosintesis del virus es la traduccién del cddigo genético en
una poliproteina que es cortada durante y luego de la traduccion de la misma para dar
lugar a las diferentes proteinas estructurales y no estructurales del virus (Purchio et al.,

1984 a).

Proteinas Estructurales

- Proteina C, localizada en la nucleocéapside (Vadillo, 2002) Es una pequefia proteina de
14 kDa, muy conservada entre los miembros de la familia Flaviviridae, rica en
aminoacidos basicos, con un 21% de lys. Esta localizada cerca del extremo amino de la
poliproteina, entre la proteasa N y la glicoproteina E™. Es liberada de la poliproteina
por proteasas del propio virus y de la célula hospedadora. En el extremo amino

terminal, el corte es realizado por la autoproteasa NP

y el extremo carboxilo terminal
es liberado por una proteasa celular que corta el sitio ubicado entre la Ala 267 y Asp
268 (Heimann et. al., 2006). Es la proteina mas abundante, altamente inmunogénica e
induce la produccion de anticuerpos neutralizantes (Donis et al., 1988).

- Proteina E™, antiguamente conocida como EO 6 gp 44/48, por su peso de 44 a 48

kDa. Es un homodimero, cuyas subunidades estan unidas por puentes di-sulfuro
(Langedijk et al., 2002). Esta fuertemente glicosilada, es liberada de la poliproteina por

peptidasas sefial de la célula hospedadora, al igual que las proteinas E1, E2 y p7

(Lackner et al., 2004). Es secretada por las celulas infectadas por exocitosis,
|7
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cumpliendo funciones de ribonucleasa en el espacio extracelular, pero la mayor parte de
la proteina sintetizada es retenida dentro de la célula y unida a la envoltura viral, ya que
se asocia a la membrana celular a través de su extremo carboxilo, quedando como
proteina unida a la membrana (Fetzer et al., 2005; Zoth et al., 2001). Es responsable en
parte de la induccion de los anticuerpos neutralizantes (Paton, 1995; Vadillo, 2002).
Aunque la funcion ribonucleasa de esta proteina no esta clara, parece ser importante ya
que los anticuerpos que inhiben la actividad ribonucleasa tienden a neutralizar la
infectividad del virus (Windisch et al., 1996) y las mutaciones en E™ que inactivan la
actividad ribonucleasa generan virus atenuados in vivo (Meyer et al., 2002). Si las

mutaciones en E™ se combinan con mutaciones en el genoma de NP

pueden prevenir
la infeccion persistente en fetos, ya que ambas proteinas contribuyen a bloquear la
induccion de interferén y de esta manera, permiten al virus establecer infecciones
persistentes. (Meyers et al., 2007).

- Proteina E1, es una glicoproteina integral de la membrana que contiene 2 a 3 lugares
de glicosilacion N-ligados, y forma un heterodimero unido por puentes disulfuro
(Weiland et al., 1990).

- Proteina E2 (gp 53), es una glicoproteina integral de la membrana de la envoltura
(Donis y Dubovi, 1987 a; Donis et al., 1988). Contiene 4 a 6 puntos de glicosilacion N-
ligados y forma un homodimero unido por puentes disulfuro, y también un
heterodimero con E1 (Weiland et al., 1990; Yu et al., 1994). La proteina E2 de la cepa
NADL de vDVB posee cerca de 370 aminoacidos, el extremo amino terminal lo

constituye la Arginina de la posicion 690 y el carboxilo terminal esta ubicado alrededor

del aminoacido 1063. El extremo carboxilo terminal incluye aproximadamente 30
18
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aminoacidos, que podrian funcionar como anclaje transmembranoso (Donofrio et al.,
2006). Contiene una region hipervariable y altamente mutable. Es el sitio donde ocurren
las mutaciones y cambios antigénicos que dan lugar a la aparicion de cepas variantes
del vDVB (Xue et al., 1990; Paton, 1995; Van Qirschot et al., 1999). Es esencial para
la infectividad del virus, al igual que para determinar el tropismo del virus en cultivos
celulares (Liang et al., 2003). Esta glicoproteina contiene los epitopes que inducen la
produccion de anticuerpos neutralizantes luego de una infeccién o vacunacion. El
mecanismo de neutralizacion de los anticuerpos inducidos por esta glicoproteina, parece
ser la interferencia que se produce para que las particulas virales se unan a los
receptores celulares y/o la fusién con la membrana endosomica, previniendo la

liberacion de la nucleocépside dentro del citosol (Donis et al., 1988).

Proteinas No Estructurales

Las proteinas no estructurales son consideradas componentes de la membrana
asociadas al complejo de replicacion viral.
- Proteina p7: es un pequefio polipéptido hidrofébico, de 6 a 7 kDa, que esta
codificada por una secuencia del genoma ubicada entre las secuencias de E2 y NS2-3.
El clivaje entre E2 y p7 es realizada por una peptidasa sefial de la célula hospedadora.
Este clivaje a veces se produce en forma incompleta, resultando en proteinas E2-p7, E2
y p7. La proteina p7 es requerida para la produccion de virus infecciosos, ya que se
realizaron estudios experimentales y cuando no se produce el clivaje entre E2 y p7 no

se obtienen particulas virales infectantes, sin embargo se produce la replicacion del
19
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ARN viral (Harada et al., 2000). No esta claro si la p7 es una proteina estructural o no
estructural (Elbers et al., 1996), pero en el virus de la Hepatitis C, de otro género de la
familia Flaviviridae, la p7 forma un canal ionico, sugiriendo que podria tener una
funcidn en el ensamblaje y la entrada del virus (Griffin et al., 2003). También p7 forma
una secuencia sefial para orientar apropiadamente la NS2 en la membrana (Agapov et
al., 2004).

- Proteina NS2-3 (p 125), es la proteina constituida por NS2 y NS3 unidas, y cuyo
clivaje determina la citopatogenicidad del vDVB. Es esencial para la replicacion del
genoma viral, participa en el ensamblaje de las particulas virales y es requerida para la
produccion de particulas virales infecciosas (Agapov et al., 2004). Es la maés
conservada en todos los pestivirus. Los animales infectados o vacunados con virus
modificado desarrollan una fuerte respuesta humoral contra esta proteina responsable de
las reacciones cruzadas con los virus de la Peste porcina y el virus de la Enfermedad de
la frontera de las ovejas (Potgieter, 1995).

- Proteina NS2, es una cisteina proteasa identificada recientemente, muy conservada,
que es responsable, en determinados casos, del procesamiento de NS2-3. La
incorporacion de un Unico aminodcido dentro de NS2 en la cepa vDVB identificada
como CP7, es determinante para inducir el procesamiento eficiente de la NS2-3, y la
expresion continuada de NS3, que se asocia con la cepa citopatica del virus; por lo tanto
esta proteina es un factor clave en el control de la patogenicidad del vDVB (Kummerer
y Meyers, 2000; Lackner et al., 2004). Meyers et al. (1996) encontraron una
duplicacion de 27 nucle6tidos en la region codificante de NS2 de la cepa citopatica de

vDVB de referencia, CP7, que no tenia la cepa no citopéatica. De la misma manera, la
20
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cepa citopatica de referencia NADL, posee una insercion nucleotidica en la posicién
270 en NS2, que potencia el clivaje parcial en NS2-3 (Méndez et al., 1998).

- Proteina NS3 (p80), que surge a partir de NS2-3, es expresada en niveles altos en
todas las cepas citopaticas de vDVB. Forma parte del complejo ARN polimerasa y tiene
actividad proteasa, helicasa y NTPasa: posee actividad de serina-proteasa en el extremo
amino terminal y actividad ARN-helicasa en el extremo carboxilo terminal (Paton,
1995; Warrener y Collett, 1995; Lackner et al., 2004). Es esencial para la viabilidad del
virus, ya que interviene en su replicacion (Grassmann et al., 1999). Esta ultima proteina
es la responsable de los cortes que se realizan desde ella hacia adelante en la
poliproteina, incluido su propio carboxilo terminal, entre NS3 y NS4A, NS4A y B,
NS4B y NS5A, y NS5A y B, pero no del corte en NS2-3 (Xu et al., 1997), mientras que
las proteasas de la célula hospedadora se encargan del resto de las digestiones proteicas
(Murphy, 1999; Vadillo, 2002). Hasta hace poco tiempo se sostuvo que ésta proteina
solo era expresada en el biotipo citopatico del vDVB (Donis y Duvobi, 1987 b; Pocock
et al., 1987; Paton, 1995; Meyers and Thiel, 1996), pero investigaciones mas recientes
realizadas con la técnica de western blot demostraron la presencia de clivaje de NS2-3 'y
presencia de NS3 también en células infectadas experimentalmente con biotipos no
citopaticos, luego de 5-6 horas post-infeccion, aunque a las 24 horas se vuelve
indetectable. En cambio, en células infectadas con el biotipo citopatico, la expresion de
NS3 comenzd a hacerse evidente a las 8 horas post infeccién, y luego se mantuvo a
niveles altos (Lackner et al., 2004). Por esta razon, esta proteina es considerada el
marcador de las cepas de vDVB citopaticas (Deregt y Loewen, 1995; Becher et al.,

2001; Brown et al., 2007).
|
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- Proteina NS4A, es un cofactor de la actividad proteasa de NS3. Es similar en tamafio y
composicion a NS4B (Xu et al., 1997).

- Proteina NS5B, una ARN polimerasa dependiente de ARN (Collett et al., 1988 a;
Agapov et al., 2004), que contiene la secuencia GDD (Gly-Asp-Asp), comun de todas
las polimerasas (Collett et al., 1988 a, Xu et al., 1997). Investigaciones recientes
demuestran que esta proteina también es necesaria para el ensamblaje y la liberacion de
las particulas virales de la célula hospedadora (Ansari et al., 2004).

- Proteina p20/ Npro , que a diferencia de las otras proteinas no estructurales, es la Unica
proteina codificada en la primera porcion del marco de lectura, en el extremo 5 (Stark
et al., 1993; Potgieter, 1995). Es una autoproteasa responsable del corte entre su
carboxilo terminal y la siguiente proteina, la proteina C. Este es un sitio conservado de
la poliproteina, entre la Cys-168 y la Ser-169 (Wiskerchen et al., 1991; Stark et al.,

1993; Heimann et al., 2006).

11.2.3. Variabilidad

A través de los afios diferentes autores han investigado la diversidad genética,
antigénica y patologica del vDVB (Bolin et al., 1988; Corapi et al., 1990; Xue et al.,
1990; Ridpath y Bolin, 1991; Ridpath et al., 1994; Fulton et al., 1997; Kreutz, et al.,
2000).

El estudio de la diversidad antigénica se ha intensificado con la separacion del virus

en dos genotipos. Estas diferencias antigénicas fueron detectadas utilizando paneles de
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anticuerpos poli y monoclonales (Corapi et al.,1990; Ridpath et al., 1994; Bolin et al.,
1988; Ridpath y Bolin, 1991; Fulton et al., 1997; Kreutz et al., 2000).

Esta variabilidad, que afecta la virulencia, puede ser producida por mutaciones, que
pueden ser puntuales (cambio o delecién de un solo nucleotido), o delecion de una
seccion del genoma, recombinaciones y duplicaciones (Goens, 2002).

Las mutaciones de punto son muy comunes en los virus ARN, debido a que las
polimerasas virales carecen de actividad exonucleasa que pueda corregir las bases mal
incorporadas. El virus DVB sobrevive de ésta manera, originando cepas mutantes que
escapan a la respuesta inmunologica del hospedador. Se han observado deleciones de
3102 nucleottidos en un par de vDVB aislados de un animal con enfermedad de las
mucosas (Donis, 1995).

Makoschey et al. (2004), propusieron la utilizacion de cepas de vDVB con
deleciones en la regién 5° UTR para la elaboracion de vacunas, ya que realizaron
desafios con animales vacunados con estas cepas mutantes, y obtuvieron altos titulos de
anticuerpos neutralizantes, redujeron la replicacion del virus y previnieron la viremia.

Las recombinaciones ocurren también en el vDVB, y han sido bien caracterizadas.
Ciertas secuencias de ARN de la célula hospedadora son insertadas en la secuencia de
nucle6tidos del genoma viral, algunas veces acompafiadas con duplicaciones o cambios
de las secuencias virales, o ambos (Meyers et al., 1996; Goens, 2002). La
recombinacion en el genoma codificante de la proteina NS2 del virus es responsable de
la expresion de NS3, que caracteriza a las cepas citopéaticas de vDVB (Meyers et al.,
1996; Vilcek et al., 2000; Lackner et al., 2004). Nagai et al. (2003) encontraron

recombinaciones en otras regiones del genoma viral, que codifican las proteinas
i,
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estructurales, especificamente entre NP° y la proteina C. La inoculacién experimental
de un infectado persistente con una cepa citopatica heteréloga a la cepa no citopética
persistente, desencadend la produccion de un virus quimérico, originado por
recombinacion, insercion de genes celulares y duplicacion del RNA viral (codificante
de NP y C). Este virus origind la enfermedad de las mucosas en el animal
persistentemente infectado, porque por recombinacién se origind la cepa citopatica
homologa a la cepa no citopética que poseia el infectado persistente.

Becher et al. (2001) investigaron el origen de dos cepas citopaticas que fueron
aisladas de casos diferentes de enfermedad de las mucosas, y los analisis moleculares de
ambas sugirieron fuertemente que las mismas surgieron de recombinaciones entre las
cepas no citopaticas persistentes y una cepa vacunal RIT de vDVB.

Las recombinaciones también fueron descriptas en el genotipo Il del virus DVB,
provocando la aparicion del biotipo citopatico (Ridpath y Bolin, 1995; Ridpath y Neill,

2000; Neill y Ridpath, 2001).

11.2.4. Clasificacion

Teniendo en cuenta la variabilidad genética y antigénica, y su estrecha relacién con
otros miembros del género pestivirus, la clasificacion del vDVB ha sido dificil y ha ido
cambiando a medida que las nuevas investigaciones aportaban nuevos conocimientos
sobre el virus y sus variantes. El analisis molecular de ciertas regiones del genoma y la

utilizacion de anticuerpos monoclonales permitio dividir a los vDVB en genotipos. Por
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el efecto que produce el virus en cultivos celulares se los subdividié en dos biotipos,

citopatico y no citopatico

11.2.4.1. Genotipos

A través de estudios de secuenciamiento geneético, teniendo en cuenta la region
5UTR y la zona del genoma que codifica la proteina NS2-3 (p125), el vDVB fue
segregado en dos genotipos: vDVB1 y vDVB2 (Pellerin et al., 1994; Ridpath et al.,
1994). La region 5 UTR no codifica ninguna proteina, sin embargo, esta altamente
conservada y posee un sitio de entrada al interior del ribosoma para el inicio de la
traduccion del marco de lectura del ARN (Poole et al., 1995). Comparando ambos
genotipos con los demas pestivirus, los analisis filogenéticos sugirieron que el genotipo
1y 2 del vDVB son tan diferentes uno del otro como el vDVB 1 es diferente del virus
de la peste porcina clésica (Ridpath et al., 1994).

Estudios posteriores realizados con PCR revelaron que dentro del genotipo 1 se
pueden diferenciar dos subgenotipos, llamados vDVB 1a 'y vDVB 1b (Ridpath y Bolin,
1998). Estos subgenotipos también poseen diferencias antigénicas, por lo que es posible
detectarlos utilizando anticuerpos monoclonales (Bolin y Ridpath, 1998).

En la actualidad, el genotipo 1 se considera subdividido en por lo menos 11
genogrupos, también en base a las secuencias codificantes de NP y la region UTR.
Estos genogrupos son menos claramente diferenciados por anticuerpos monoclonales,
lo que sugiere que las similitudes antigénicas dentro del genotipo I son significativas

(Vilcek et al., 2001).
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Ademas de las diferencias genomicas, los dos genotipos difieren en su
comportamiento patogénico: el | fue aislado de cuadros de diarrea y enfermedad de
las mucosas y el genotipo Il fue aislado en animales que murieron afectados de la forma
severa aguda de DVB, en terneros con infeccidn persistente nacidos de vacas vacunadas
y en suero fetal (Ridpath et al., 1994). Cuando aparecieron los cuadros hemorragicos
en los afios 80, y mas tardiamente los cuadros severos agudos, se aislo el genotipo Il del
vDVB. Sin embargo, la secuenciacion de aislamientos que se habian realizado antes
confirmd que este genotipo 1l existia mucho tiempo antes de la aparicion de los cuadros
severos de DVB (Carman et al., 1998). El tipo 1l de vDVB ha sido aislado de otras
partes del mundo donde no se han reportado casos severos agudos, 0 €stos son raros
(Bolin y Ridpath, 1998; Nagai et al., 1998; Liebler-Tenorio et al., 2003). Como
contrapartida, Gollan et al. (2006) investigaron un caso de sindrome purpdrico
provocado por el vDVB genotipo I. El cuadro era muy parecido clinica y
patolégicamente a los casos que fueron descriptos como provocados por el genotipo 1,
pero los estudios de secuenciacién gendmica demostraron que el virus aislado presento
mayor homologia con el genotipo |.

Goens (2002) considera que la categorizacion del vDVB por genotipos podria tener
menor trascendencia, ya que la virulencia podria estar asociada con méas de una region
variable, que existen a lo largo de las regiones codificantes de las proteinas estructurales

y no estructurales y en la region 3" no codificante.
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11.2.4.2. Biotipos

El vDVB presenta dos biotipos diferenciados por sus efectos en cultivo celular:
biotipo citopatogénico (CP) y biotipo no citopatogénico (NCP) (Baker, 1987; Brownlie,
1990). EI biotipo o cepa citopatica provoca importantes lesiones en células de cultivos
celulares, desde vacuolizacion hasta muerte celular. El biotipo o cepa no citopatica no
causa cambios microscopicos visibles en el cultivo celular y la célula infectada parece
normal. Los biotipos son clasificados por su habilidad o no de causar cambios
citopaticos en cultivos celulares, sin considerar la capacidad de causar enfermedad en el
animal (Deregt y Loewen, 1995).

Existe amplia evidencia de que el biotipo NCP puede ser patogénico en vivo, es el
que predomina en la naturaleza, es aislado de la mayoria de las formas clinicas (Tabla
1) y es el Unico capaz de originar inmunotolerancia e infeccidn persistente en animales
clinicamente normales (Mc. Clurkin et al., 1984; Deregt y Loewen, 1995; Paton,
1995). Sin embargo, algunos bovinos persistentemente infectados nacen pequefios y
débiles y tienen retraso marcado en el crecimiento (Baker, 1987; Radostits y
Littlejohns, 1988). Experimentalmente, el biotipo NCP parece causar abortos mas
facilmente que el biotipo citopatico, a pesar que esta Ultima también puede atravesar la
placenta (Mc Clurkin et al., 1984; Mc Clurkin et al., 1985; Bolin y Mc Clurkin, 1985;
Brownlie et al., 1989). De acuerdo a recientes investigaciones, el biotipo NCP también
puede causar enfermedad severa, en terneros y en animales adultos (Corapi et al., 1989;
Rebhun et al., 1989; Pellerin et al., 1994; Carman et al., 1998). En contraste, a pesar de

que el biotipo CP del virus es capaz de atravesar la placenta e infectar al feto, no
27



|- Revision Bibliografica

establece infeccion persistente, y por eso, no tiene la habilidad de perpetuarse en un

rodeo (Mc Clurkin et al., 1984; Brownlie et al., 1989).

Tabla 1: vDVB, biotipos y enfermedad. Modificado de Deregt y Loewen, 1995.

Biotipos no citopaticos y citopaticos de vDVB en la enfermedad leve y severa 'y en la
infeccion persistente

Enfermedad NCP? CP° Signos observados
DVB leve © + + Fiebre, diarrea, recuperacion
Infeccion persistente + - Enfermedad mucosa, familias de PI
Enfermedad mucosa ° + + Enfermedad fatal, aguda o cronica
Trombocitopenia ' + - Hemorragias, muerte o recuperacion
DVB severa ' + - Sindrome similar a enf. Mucosa,

muerte 0 recuperacion.

% NCP: no citopético

b: CP: citopético

°: Tanto el biotipo citopatico como el no citopatico pueden causar enfermedad leve
% PI: persistentemente infectado, debido a una infeccién congénita

¢: Ambos biotipos estan asociados con esta enfermedad. Solo los PI son susceptibles
" Biotipos no citopéticos virulentos de vDVB son responsables de esta enfermedad.

Los dos biotipos del vDVB no son distinguibles serol6gicamente (Radostits y
Littlejohns, 1988). Sin embargo, a nivel molecular, se ha descubierto que en células
infectadas, el biotipo CP produce una proteina adicional no expresada en células
infectadas con el biotipo NCP (Donis y Dubovi, 1987 b; Pocock et al., 1987; Bielefeldt
Ohmann, 1988 b; Deregt et al., 1990). Esta proteina es la llamada NS3 o p80, aunque
no se haya probado, esta relacionada con la citopatogenicidad del biotipo CP en cultivos

celulares (Deregt y Loewen, 1995). Tanto la p125 (NS2-3) como la p80 (NS3) son
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proteasas virales. Una posible explicacion del dafio celular que produce este biotipo en
cultivos celulares, es que la p80 rompe y destruye proteinas celulares importantes,
mientras que la p125 no lo hace (Wiskerchen y Collett, 1991).

La existencia de la proteina p80 y del biotipo CP es evidentemente el resultado de
cambios genéticos del biotipo NCP. Esto explica el gran nivel de similitud antigenica
encontrado entre ambos biotipos del vDVB; ademas se aisla de animales que presentan
el cuadro clinico de la enfermedad de las mucosas, que aparece espontaneamente en
animales en los que se aislan siempre ambos biotipos (Paton, 1995).

Los analisis de secuenciamiento del genoma han mostrado que las alteraciones
genéticas que derivan en la expresion de NS3 son inserciones de material genético
celular y duplicaciones, reordenamientos o deleciones de genes virales (Meyers et al.,
1992; Donis, 1995; Meyers et al, 1996; Vilcek et al., 2000; Becher et al., 2001; Goens,
2002; Lackner et al., 2004).

Algunas cepas mantienen su citopatogenicidad en una gama amplia de huéspedes,
mientras otros cambian a medida que pasan por el mismo o diferentes hospedadores

(Baker, 1987).

11.3. Epidemiologia

11.3.1: Fuentes de infeccion

Los bovinos persistentemente infectados constituyen la principal fuente de infeccién

y reservorio del virus, ya que eliminan grandes cantidades de virus a traves de sus
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secreciones, en forma constante y durante toda la vida. (Brock et al., 1998; Houe, 1999;
Lindberg y Houe, 2005, Moran et al., 2006). Actualmente todos los programas de
control de la enfermedad estan dirigidos a eliminar estos animales del rodeo (Houe,
1995; Houe, 1999; Bitsch et al.; 2000; Jayashi et al.; 2005).

Los animales que cursan una infeccion aguda también son fuente de infeccion,
aunque en forma menos eficiente, ya que eliminan virus en pequefias cantidades y por
un periodo corto durante la infeccion (Brownlie et al., 1987).

También se ha demostrado la transmision entre pequefios rumiantes y bovinos, en

ambas direcciones (Baker, 1987; Paton, 1995).

11.3.2: Modos de transmision

La transmision puede ser horizontal o vertical. A su vez, la transmision horizontal
puede ser directa e indirecta. Una via muy eficiente de transmision directa es el
contacto nariz con nariz de animales susceptibles con infectados persistentes (Houe,
1995; Houe, 1999; Braun et al., 1999; Fulton et al., 2005); también el contacto directo
con animales infectados en forma aguda puede transmitir el virus, aunque menos
eficientemente (Meyling et al., 1990). Niskanen et al. (2002) no pudieron infectar
terneros susceptibles que estuvieron en estrecho contacto con animales infectados en
forma aguda, a pesar de sufrir infecciones concurrentes con Coronavirus. La
transmision puede realizarse también a partir del contacto con saliva infectada, descarga
oculo-nasal, orina, heces, secreciones uterinas, liquido amniotico, o placenta que

contenga virus (Baker, 1987).
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La transmision horizontal indirecta ha sido demostrada experimentalmente y
depende del tiempo de exposicion, temperatura y dosis infectante (Lindberg, 2002). La
transmision puede realizarse a través del uso de agujas hipodérmicas, mochetas,
guantes de palpacion rectal (Houe, 1995; Houe, 1999; Niskanen y Lindberg, 2003) y la
accion de insectos hematdfagos, minutos después de haber estado en contacto con
animales PI. Sin embargo, su importancia practica aun no esta clarificada, ya que es un
virus gque se inactiva facilmente por calor, desecacion, luz ultravioleta, detergentes y
solventes organicos (Tremblay, 1996).

Cuando el virus es bien preservado dentro de un vehiculo, por ejemplo semen
criopreservado de toros Pl o con infeccién aguda, embriones para transferencia
contaminados (Fray et al., 1998) o liquidos inyectables contaminados, el potencial de
diseminacion se incrementa (Lindberg, 2002).

El virus también es un contaminante frecuente del suero fetal bovino, un
componente normalmente usado en los cultivos celulares, por ésta razén los productos
bioldgicos pueden estar contaminados (Rossi et al., 1980; Bolin y Ridpath, 1998; Zabal
et al., 2000). También se ha comprobado la transmisién del virus a través del uso de
vacunas a virus vivo modificado o vacunas contaminadas (Houe, 1999; Becher et al.,
2001; Niskanen y Lindberg, 2003).

La transmision vertical ocurre en hembras susceptibles infectadas durante la prefiez.
Una caracteristica de los pestivirus de rumiantes, que incluyen el vDVB en bovinos y el
virus de la enfermedad de la frontera de las ovejas, es la habilidad de éstos virus de
atravesar la placenta en animales seronegativos e infectar al feto. Para el feto, el efecto

de la infeccidn depende del estadio de la gestacion en la cual la hembra es infectada y
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de la cepa del virus. En bovinos, la infeccién del feto con una cepa NCP desde los 30 a
40 dias de la gestacion, y hasta alrededor de los 120 dias, momento en el cual el feto
adquiere competencia inmunoldgica, resultard en un ternero infectado persistente,
especificamente inmunotolerante para el vDVB que ha infectado al feto. Estos animales
son susceptibles a una superinfeccién con el biotipo CP del virus, con lo que se puede
producir la enfermedad de las mucosas, que es siempre fatal. Los terneros Pl con el
biotipo NCP de vDVB pueden ser débiles al nacimiento, pero frecuentemente son
clinicamente normales. La infeccion con DVB puede también resultar en muerte fetal,
reabsorcién, aborto, momificacion y malformaciones congénitas (Baker, 1987;
Moennig y Liess, 1995; Fredriksen et al., 1999 a y b). A pesar de la elevada tasa de
mortalidad de los animales PI en el primer afio de vida (més del 50%), muchos alcanzan
la madurez sexual y se reproducen. Las crias de éstos animales también seran Pl (Baker,
1987).

La transmisién vertical también ocurre luego de la transferencia embrionaria, si el
receptor es Pl y si el donante también lo es, y no se efectda un correcto lavado del

embrion (Houe, 1995; Houe, 1999).

11.4. Patogenia

I1.4.1. Ingreso del virus a la célula

La unién y entrada del vDVB a la célula hospedadora involucra una serie de pasos

como la adherencia de los viriones, la interaccién con receptores especificos, la
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internalizacion y la fusion de membranas (Lindenbach et al., 2007). La union a las
células blanco involucra a las glicoproteinas de envoltura E™ y E2 (Liang et al., 2003).
La proteina E™ interactiia con los glucosaminoglucanos de la superficie celular (Igbal
et al., 2000) y E2 lo hace con proteinas de membrana (Xue y Minocha, 1993). Los
receptores del vDVB incluyen CD46 (Maurer et al., 2004) y el receptor de la LDL
(Agnello et al., 1999). Como los miembros del género Flavivirus, los pestivirus
ingresan a la célula blanco por endocitosis mediada por receptor (Agnello et al., 1999;
Maurer et al., 2004; Lindenbach et al., 2007), a través de vesiculas cubiertas de clatrina
(Krey et al., 2005; Lecot et al., 2005). Como la fusion de la envoltura viral con la
membrana de la célula requiere pH acido, ésta se produce a nivel del endosoma (Krey
et al., 2005; Lecot et al., 2005). A pesar de que el vDVB es resistente a los tratamientos
acidos, la acidificacion en el endosoma provoca la fusién con la envoltura viral por
cambios conformacionales irreversibles en las proteinas virales. Durante la via
endocitica, estas proteinas deben ser preparadas, a través de la reduccién de los puentes
disulfuro, para que pueda luego realizarse la unién entre la envoltura viral y la
membrana endosémica en condiciones de pH &cido (Krey et al., 2005).

Luego de la fusion, se desarma la nucleocépside, el ARN viral es liberado dentro del

citoplasma celular y comienza la replicacion viral (Hietala y Crossley, 2005).

I1.4.2. Replicacion viral

La replicacion del ARN requiere NS3 y NS5B asi como también componentes

celulares. En el proceso de la replicacion virica se lleva a cabo la sintesis de ARN de
oz,
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polaridad negativa, que luego sirve como molde para la sintesis de ARN de polaridad
positiva. Para que ésta Ultima ocurra es necesario que se ponga en marcha un
mecanismo regulador complejo en el que intervienen distintos componentes celulares
del hospedador (Murphy et al., 1999; Vadillo, 2002). Se han detectado cadenas de ARN
de polaridad positiva y negativa desde 4 a 6 horas post infeccion, a partir de alli la tasa
de sintesis de ARN de cadena positiva se incrementa rapidamente, mientras que la
sintesis de ARN de polaridad negativa permanece constante (Gong et al., 1996).

El genoma virico actia como ARN mensajero. En la traduccion del mensaje
genético se forma una Unica proteina, de cerca de 4000 aminoacidos, que es cortada y
procesada hasta dar lugar a las proteinas estructurales y no estructurales del virus

(Purchio et al., 1984 ay b).

11.4.3. Ensamblaje y liberacion de particulas virales

Ward y Kaeberle (1984) utilizaron técnicas de inmunoperoxidasa en cultivos
celulares inoculados con el virus y observaron con microscopia electrénica particulas
virales asociadas a las membranas del reticulo encoplasmico. Estudios realizados con
anticuerpos monoclonales, para investigar el mecanismo de liberacion de las particulas
virales de las células infectadas, detectaron las glicoproteinas de envoltura E™ y E2 en
las membranas intracelulares y no en la superficie celular. (Weiland et al., 1999;
Grummer et al.,, 2001). Estas proteinas ocasionalmente fueron detectadas en la
superficie celular, pero son atribuidas a la presencia de particulas virales acumuladas en

la misma (Weiland et al., 1999). Mas recientemente, se ha demostrado que la E2 tiene
24



|- Revision Bibliografica

una sefial de localizacion intracelular que es la responsable de la retencion de esta
proteina en el reticulo (Kohl et al., 2004). Pudo concluirse entonces que el ensamblaje
de los elementos viricos se produce en el reticulo endoplasmico, y luego los nuevos
virus utilizan la via secretoria de la célula hospedadora y salen al exterior por exocitosis
o mediante lisis celular (Grummer et al., 2001; Murphy et al., 1999; Vadillo, 2002;
Lindenbach et al., 2007). Las proteinas no estructurales del virus NS2-3 y NS5B juegan
un rol en el ensamblaje y la liberacion de los viriones (Agapov et al., 2004; Ansari et

al., 2004).

I1.4.4. Cuadros clinicos producidos por el vDVB

La patogenia de los diversos cuadros que el vDVB puede producir en bovinos esta
sujeta a diversas caracteristicas de la infeccién, como la ocurrencia de viremia, la
habilidad del virus de comprometer el sistema inmunoldgico, la ocurrencia de
infecciones transplacentarias, la induccién de inmunotolerancia y la aparicion de la
competencia inmunoldgica en fetos. Aparte de aquellos infectados en el Gtero, muchos
bovinos son inmunocompetentes para el virus y podran controlar satisfactoriamente la
infeccion natural, desarrollar anticuerpos y eliminar el virus. De acuerdo a esto, la
infecciones se separan en post-natales y fetales. (Radostits y Littlejohns, 1988). La
enfermedad de las mucosas siempre surge en terneros infectados en el dtero, nacidos Pl
y superinfectados con un biotipo CP (Brownlie et al., 1984; Bolin et al., 1985; Baker,

1987; Radostits y Littlejohns, 1988).
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11.4.4.1 Infecciones post-natales en bovinos susceptibles, inmunocompetentes y no

prefiados

En bovinos inmunocompetentes, susceptibles y no prefiados, los cuadros clinicos
posibles son:
- Infecciones subclinicas: EI 70 a 90% de las infecciones en bovinos adultos
susceptibles son subclinicas; los animales pueden tener hipertermia leve y leucopenia,
seguida por el desarrollo de anticuerpos neutralizantes (Baker, 1987).
- Diarrea Viral Bovina: este cuadro, que di6 nombre al virus, se refiere a la infeccion
aguda que ocurre en bovinos seronegativos e inmunocompetentes, generalmente entre
los 6 meses a dos afos de edad. Tras un periodo de 5 a 7 dias, se puede observar leve
depresion,  inapetencia, descarga oculonasal y ocasionalmente lesiones orales
caracterizadas por erosiones o0 ulceraciones poco profundas. Los animales pueden
tener diarrea. La morbilidad es elevada, pero la mortalidad es baja 6 nula. En vacas
lactantes la produccion de leche puede disminuir. El virus puede ser eliminado en bajas
concentraciones por el ganado infectado y puede hacerse aislamiento viral de las
secreciones 0 excreciones corporales. En éstos animales puede realizarse
seroconversion. Los anticuerpos neutralizantes son detectados en el suero 3 a 4 semanas
después de la infeccion y probablemente persistan por afios (Baker, 1987; Radostits y
Littlejohns, 1988).
- Infecciones en terneros neonatos: Los fetos pueden infectarse en el ltimo trimestre de
la gestacion o pueden hacerlo en el periodo neonatal, y desarrollan una enteritis severa

que algunas veces es fatal (Baker, 1987). Esta enteritis ha sido inducida
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experimentalmente en terneros calostrados y no calostrados, sugiriendo que el virus
podria tener un importante rol en la diarrea neonatal de los terneros en combinacién con
otros patogenos entéricos (Lambert y Fernelius, 1968). En terneros que calostraron mas
tiempo (4 a 6 meses), la infeccion resulta en una enfermedad clinica leve con répida
recuperacion. La inmunidad pasiva humoral en terneros aparece como protectora
después de la infeccion. La administracion de corticoides a terneros sin anticuerpos
calostrales ha provocado viremias fatales, mientras que no produjo enfermedad en
animales con altos niveles de anticuerpos calostrales (Shope et al., 1976). Los
anticuerpos derivados de la inmunidad pasiva declinan hasta niveles indetectables
entre los 105 a 230 dias, pero con altas concentraciones iniciales pueden persistir mas
de un afio. Al disminuir los anticuerpos pasivos, los titulos se incrementan luego de la
exposicion natural y la infeccion (Baker, 1987).

- Inmunosupresion: Si bien el virus afecta primariamente el sistema digestivo, también
posee una gran afinidad por el tejido linforeticular. Se ha comprobado la actividad
inmunosupresora del virus, que puede potenciar la patogenicidad de microorganismos
co-infectantes como Pl;, IBR, Coronavirus, Rotavirus, Pasteurella, Salmonella,
Coccidios ,etc. (Baker, 1987). Mas del 85% de los animales infectados pueden también
ser bacteriémicos. Los mecanismos por los cuales el virus produce inmunosupresion se
han investigado recientemente e incluyen: la supresion de la produccion de interferén,
disminucion de la respuesta de linfocitos periféricos a una variedad de mitégenos,
disminucion del numero absoluto del linfocitos B y T circulantes y del porcentaje de
linfocitos T, alteracion de la produccion de anticuerpos humorales, disminucion de la

quimiotaxis de monocitos, alteracion de la funcion de polimorfonucleares, alteracion de
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la secrecion de inmunoglobulinas de linfocitos periféricos, induccion de bacteriemias
espontaneas y alteracion del clearence bacteriano de la sangre y del clearence de
Herpesvirus bovino tipo 1 de los pulmones (Baker, 1987). Glew et al. (2003)
demostraron que las células presentadoras de antigenos son susceptibles a la infeccién
por el virus, pero las células dendriticas son mas resistentes que los monocitos a sus
efectos. Después de la infeccion, pueden encontrarse focos de necrosis en los
linfonddulos del bazo y destruccion de placas de Peyer en el intestino delgado, menor
diferenciacion entre las zonas medular y cortical de los ganglios linfaticos y atrofia del
tejido linfatico en general (Murphy et al.,, 1999; Brown et al., 2007). Puede
desarrollarse una profunda leucopenia y anemia en las etapas tempranas de la
enfermedad, que persiste por semanas. Trabajos realizados con técnicas
inmunohistoquimicas en medula 6sea de bovinos experimentalmente infectados, han
localizado antigeno viral en megacariocitos y células mieloides (Spagnuolo et al.,
1997). Corapi et al. (1989) encontraron que la infeccién aguda con cepas NCP de
vDVB ha causado trombocitopenia, neutropenia, anemia y linfopenia en bovinos.
Gollan et al. (2006) encontraron marcada trombocitopenia y leucopenia. También han
sido encontrados signos de necrosis en la médula 6sea de bovinos adultos con
trombocitopenia, con pérdida de la arquitectura, cariorrexis y fagocitosis de restos
celulares (Ellis et al., 1998; Rebhun et al., 1989). También las vacunas de DVB a virus
vivo modificado han demostrado ser inmunosupresivas. Mientras el uso de éstas
vacunas en un rebafio no estresado y bien alimentado sélo provoca bajo riesgo, el uso
concomitante en condiciones como destete, transporte y otras condiciones estresantes

de un feed-lot puede provocar enfermos (Baker, 1987).
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- Enfermedades respiratorias: el vDVB ha sido asociado con signos clinicos y lesiones
de enfermedad respiratoria (Baker, 1987; Baker, 1995; Baule et al., 2001; Shahriar et
al., 2002; Fulton et al., 2005; Confer et al., 2005). En un estudio de muestras clinicas,
las biotipos NCP fueron aislados mas frecuentemente que los CP, y el genotipo | mas
frecuentemente que el 11. El genotipo | también fue aislado con mayor frecuencia que el
Il en muestras de necropsia de bovinos con neumonia fibrinosa (Fulton et al., 2000).
También se ha comprobado que existe sinergismo con otros patdgenos respiratorios
(Potgieter et al., 1985; Richer et al., 1988; Shahriar et al., 2002; Confer et al., 2005);
tanto el biotipo CP como el NCP causaron enfermedad respiratoria cuando eran
seguidos de la inoculacién con Pasteurella, pero el biotipo CP fue asociado con
enfermedad mas severa (Potgieter et al., 1985). Ademas, se ha identificado que ciertos
aislamientos de vDVB actuan como agentes primarios de neumonias (Baule et al.,
2001).

- Infeccidn aguda severa: Hasta hace poco se prestaba poca atencion a las infecciones
agudas, porque se consideraban leves, subclinicas y de muy baja mortalidad (Baker,
1987; Radostits y Littlejohns, 1988). Sin embargo, cada vez son mas frecuentes los
informes de infeccion aguda severa de alta virulencia en animales jovenes y adultos,
que provoca elevada morbilidad y mortalidad, causada principalmente, aunque no
exclusivamente, por el genotipo Il del vDVB. Los signos clinicos son generalmente
severos, con diarrea, abortos, muertes subitas 6 neumonias. Las lesiones son similares a
la enfermedad de las mucosas. Sin embargo, se diferencia de ésta Gltima porque sélo se

aisla el biotipo NCP del vDVB. (Deregt y Loewen, 1995; Ridpath et al., 2006).

29



|- Revision Bibliografica

- Sindrome hemorragico: Este cuadro también esta asociado con el biotipo no citopatico
de vDVB y ha sido estudiado por muchos investigadores (Rebhun et al., 1989; Corapi
et al., 1989; Flores et al., 2000; Ridpath et al., 2000; Ridpath et al., 2006; Gollan et al.,
2006). Se observan hemorragias petequiales y equimdticas en mudltiples sistemas
organicos, diarrea sanguinolenta, epistaxis, sangrado en sitios de inyeccion, anemia,
leucopenia, trombocitopenia y muerte (Corapi et al., 1989). Después de la infeccidn con
éstas cepas virulentas, se ha observado asociacion del virus con linfocitos y plaquetas.
En las plaquetas fue hallado el virus, pero no fueron encontradas inmunoglobulinas
unidas a la superficie, y en la médula ésea se han hallado megacariocitos hiperplasicos
y no infectados. Se ha sugerido entonces que la trombocitopenia inducida por la
infeccion con el vDVB virulento es debido a un efecto directo del virus sobre las
plaquetas, resultando en su reclutamiento o destruccion, méas que por la disminucion en
su produccion. También se ha postulado que las mismas pueden actuar como
transportadoras del virus. (Corapi et al., 1990). Otros autores, sin embargo, han
encontrado signos de necrosis en la médula Gsea, con pérdida de la arquitectura,
cariorrexis y fagocitosis de restos celulares (Ellis et al., 1998; Rebhun et al., 1989).

- Fallas reproductivas: Son las que provocan el mayor impacto econémico de las
infecciones por vDVB (Moennig y Liess, 1995; Grooms et al., 1998 b). En las hembras,
la infeccion aguda provoca cambios que alteran la funcion ovérica y reducen la
fertilidad (Grooms et al., 1998 a y b; Fray et al., 1998; Fray et al., 2000 a). Se han
descripto ooforitis de variable severidad, luego de una infeccion aguda, que perduraron
por mas de 60 dias (Ssentongo et al., 1980; Grooms et al., 1998 a y b). Se han

encontrado antigenos de vDVB en las células del estroma ovarico y en los oocitos en
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todos los estadios de maduracion de los foliculos ovéricos (Fray et al., 1998; Fray et al.,
2000 a), y una disminucion significativa en los niveles de estradiol plasmatico
acompariando a la infeccion aguda (Fray et al., 2000 a). En los machos, el semen de
toros persistentemente infectados contiene virus que puede infectar a animales
susceptibles. EI semen de toros inmunocompetentes que cursan una infeccion aguda
puede ser transitoriamente infectante. La calidad del semen puede ser afectada por el
virus y se caracteriza por motilidad disminuida y anormalidades morfoldgicas de los
espermatozoides. Las vacas seronegativas inseminadas con  semen infectado
generalmente fallan en la concepcion hasta que desarrollan respuesta inmune activa

contra el virus (Mc Clurkin et al., 1979).

11.4.4.2. Infecciones transplacentarias

Si el vDVB infecta una vaca o vaquillona prefiada y no inmune, el virus es capaz de
atravesar la barrera placentaria e invadir al feto, lo cual ocurre con gran eficiencia
(Moennig y Liess, 1995). El principal determinante de la respuesta fetal a la infeccion
es la edad del feto al momento de la infeccion y el biotipo del virus infectante
(Vanroose et al., 1998). La infeccion congénita puede resultar en amplio espectro de
anormalidades, como reabsorcién embrionaria, aborto, momificacion, malformaciones
congénitas, nacimiento de terneros de bajo peso y tamafio, nacimiento de terneros
persistentemente infectados con el vDVB, y nacimiento de terneros normales (Baker,

1987; Radostits y Littlejohns, 1988).

Al



|- Revision Bibliografica

En la etapa embrionaria, de los 0 a los 45 dias, la infeccion de una hembra
susceptible proxima al momento del servicio o la inseminacion ocasiona muerte
embrionaria y repeticiones de servicios, hasta que desarrolla respuesta inmune (Mc
Clurkin et al., 1979). Los hallazgos méas notables en éstos rodeos pueden ser el aumento
de servicios por concepcion, y en el intervalo parto-concepcion (Mufioz-Zanzi et al.,
2004). Ademas, la replicacion del virus en células del oviducto puede alterar la
secrecion de factores embriotropicos que permiten el desarrollo embrionario (Vanroose
et al., 2000). Vanroose et al. (1998) concluyeron que los embriones bovinos son
susceptibles a la infeccion con vDVB cuando la zona peltcida es removida, cerca del
dia 8 0 9. No obstante, el vDVB es capaz de infectar a los ovocitos cuando ellos
maduran dentro de los foliculos ovaricos, antes que se forme la zona pellcida o bien a
través de las prolongaciones que emiten las células del cimulo, que penetran la zona
pelicida y entran en intimo contacto con el oolema (Fray et al., 1998; Fray et al., 2000
a). Fray et al.(1998), encontraron que la proteina no estructural NS3 fue localizada
dentro del 18,7% de los ovocitos, 1o que demuestra que las células germinales bovinas
pueden soportar la replicacién viral, y que la zona pellcida intacta no es garantia de que
el embrion esté libre de vDVB. Por ende, la infeccion con el vDVB puede realizarse a
través de la linea germinal (Fray et al., 2000 a).

Por otro lado, el virus no parece inhibir la concepcidn en bovinos seronegativos o
seropositivos cuando se inocula por via oral o intranasal, 6 se infunde dentro del Utero
de una vaca seropositiva en época del servicio (Whitmore et al., 1981).

A partir del dia 45, cuando culmina la etapa embrionaria, y hasta el dia 125, cuando

el feto adquiere competencia inmunoldgica, la infeccion por el vDVB NCP puede
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provocar el desarrollo de un bovino PI, ya que el sistema inmune inmaduro no
reconoce como extrafo al virus NCP, y el animal serd inmunotolerante a ese virus (Mc
Clurkin et al., 1984). La inmunotolerancia es altamente especifica, por lo que el animal
puede generar una respuesta inmune frente a superinfecciones con vDVB
antigénicamente diferentes (Brownlie, 1990 b). No existe evidencia que el biotipo CP
del vDVB puede ocasionar infecciones persistentes (Brownlie et al., 1989). Estos PI
pueden nacer normales y vigorosos, y son los que eliminan continuamente virus por
todas las secreciones, manteniéndolo dentro del ambiente (Dufell y Harkness, 1985;
Baker, 1987).

Durante este periodo también se puede producir muerte fetal, sequida de aborto o
momificacion, y un pequefio porcentaje de teratogénesis (Baker, 1987; Dubovi, 1994;
Moennig y Liess, 1995). La expulsion del feto puede ocurrir muchos meses después de
la infeccion (Baker, 1987).

A partir del dia 125 de gestacion, en que el feto comienza a tener competencia
inmunoldgica y hasta el dia 175, en que se producen los estadios finales de la
organogénesis del sistema nervioso, la infeccién por el vDVB produce el mayor
porcentaje de alteraciones del desarrollo. También en esta etapa pueden producirse
abortos, pero en menor porcentaje a los que se producen en las etapas tempranas de la
gestacion. Las malformaciones observadas, de distintos tipos y grados, incluyen:
microencefalia, hipoplasia cerebelar, hidranencefalia, hidrocefalia, hipomielogénesis,
cataratas, degeneracién retiniana, neuritis del nervio Optico, microftalmia, aplasia e
hipoplasia del timo, hipotricosis, alopecia, braquignatismo, retardo en el crecimiento,

hipoplasia pulmonar y deformidades esqueléticas (Done et al., 1980; Baker, 1987).
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Estas malformaciones pueden producirse por dafo celular directo del virus a las celulas
madre (Dufell y Harkness, 1985) o la destruccion de las células infectadas por el
sistema inmune fetal. Ademas el virus puede ocasionar dafio de glandulas endocrinas,
provocando alteraciones en el metabolismo hormonal de los fetos (Dubovi, 1994;
Moennig y Liess, 1995).

A partir de los 175 dias de gestacion, el feto se encuentra en un periodo de
crecimiento general, es inmunoldgicamente competente, y si se infecta en este periodo,
nace un ternero seropositivo normal o débil. Los abortos son ocasionales (Dubovi,
1994; Moennig y Liess, 1995). Para detectar esta respuesta, el suero debe ser tomado

antes de la ingestion de calostro (Baker, 1987).

11.4.4.3. Enfermedad de las mucosas

Es un sindrome inevitablemente fatal, con signos clinicos severos de fiebre,
depresion, lesiones orales erosivas, hipersalivacion y diarrea acuosa profusa (Baker,
1987; Radostits y Littlejohns, 1988). Unicamente los bovinos que son persistentemente
infectados pueden padecerla y en ellos se aislan ambos biotipos del virus (Brownlie et
al., 1984; Bolin et al., 1985). La enfermedad es producida sélo cuando el biotipo CP del
virus es antigénicamente similar al biotipo NCP persistente (Brownlie et al., 1986;
Baker, 1987; Brownlie, 1990 b). Esta similitud fue demostrada (Corapi et al., 1988).
Sin embargo, algunas diferencias entre los biotipos NCP y CP de los pares aislados
fueron encontradas por Ridpath et al. (1991), pudiendo ser homdlogos o heterélogos a

nivel genémico y antigénico. Incluso la similitud antigénica no apareci6 correlacionada
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con las caracteristicas gendmicas. Estas diferencias que fueron observadas no afectaron
la habilidad del par de virus para producir la EM. Fritzeimer et al. (1997) inocularon
experimentalmente bovinos Pl con cepas CP, y luego de analizar los pares de virus
encontrados en cada animal, antigénicamente con anticuerpos monoclonales y
genéticamente a través de PCR, concluyeron que las cepas CP idénticas a las NCP
persistentes causaban un cuadro precoz de EM, mientras que aquellas cepas CP que
eran diferentes, formadas por recombinaciones entre ambos biotipos presentes en el
mismo animal, producian enfermedad después de meses de la superinfeccion. Mas
recientemente, fue postulado otro mecanismo patogénico de aparicion de la cepa CP.
Un bovino PI con la cepa no citopatica KS86-1 NCP, fue expuesto a la cepa citopatica
Nose, antigénicamente diferente, desarrollo EM, y de €l se aislo la cepa citopatica
KS86-1 CP. Esta cepa surgio como un virus quimeérico, homdlogo al biotipo NCP
persistente, generado por recombinacion entre este y un biotipo CP diferente
antigénicamente (Nagai et al., 2003).

Debido a la similitud de la cepa superinfectante con el biotipo NCP persistente, el
sistema inmune no la reconoce como extrafa, y debido a esto no puede proteger al
animal de la enfermedad severa (Brownlie, 1990 b). La infeccién con el virus CP causa
las lesiones observadas en bovinos con EM. La muerte se produce dentro de los 10 dias
del comienzo de los signos clinicos, sin embargo, los animales con EM cronica pueden
sobrevivir por mas de 18 meses, con diarrea continua o intermitente y emaciacion

progresiva (Baker, 1987).
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11.5. Lesiones producidas por la infeccion con el vDVB

I1.5.1. Lesiones Macroscopicas

Las lesiones observadas mas frecuentemente son las del tracto digestivo superior o
las intestinales, aunque varian considerablemente, sobre todo en la enfermedad aguda.
En la enfermedad cronica con frecuencia se presenta un panorama patologico mas
amplio y con lesiones mas constantes, aunque a veces resulta oscurecido en parte por la
curacion o la evolucion de las lesiones (Liebler-Tenorio et al., 2000; Brown et al.,
2007).

En el morro, las narinas, el borde anterior del labio inferior y su union cutanea
pueden observarse costras, erosiones y Ulceras planas. Se ha visto pérdida de epitelio en
gran parte de la cavidad oral, sobre todo el paladar, la punta de las papilas bucales y las
encias. Muchas de éstas lesiones son Ulceras que dejan expuesta la lamina propia
intensamente hiperémica, especialmente en las papilas y la faringe. Pueden observarse
lesiones en todas las superficies de la lengua, sobre todo en la parte anterior del dorso,
donde muchas veces el epitelio degenerado se encuentra adherido, desarrollando grietas
0 Ulceras. Otros sitios de la cavidad oral afectados pueden ser el rodete coronario y la
parte interna de las mejillas (Baker, 1987; Wilhelmsen et al., 1991; Brown et al., 2007).

Generalmente el tercio anterior del es6fago presenta erosiones mas o menos lineales,
con hilachas de epitelio necrético adherente, que en casos méas avanzados se ulceran. En

los afectados cronicamente éstas Ulceras aparecen como placas elevadas amarillo-
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blanquecinas en la periferia de la mucosa lesionada (Liebler-Tenorio et al., 2000;
Brown et al., 2007).

Se pueden encontrar lesiones en rumen, reticulo y omaso, pero no en el surco
esofagico. Estas son parecidas a las lesiones del tracto superior, observandose mejor en
los pilares y en porciones de la mucosa que no tengan papilas y sean lisas. En el
abomaso, los cambios se presentan regularmente, con ulceraciones que varian desde
muy pequefias hasta medir 1 cm o mas de didmetro (Murphy et al., 1999; Brown et al.,
2007).

La mucosa del intestino delgado puede observarse frecuentemente normal en la
mayor parte de su longitud, aunque se ha encontrado hiperemia difusa y cilindros
fibrinosos en la luz. La pared puede estar muy engrosada por el edema en la submucosa
y la subserosa. En los casos agudos, una lesion bastante caracteristica ha sido la
presencia de sangre coagulada y fibrina contorneando a la cubierta erosionada de las
placas de Peyer. Las placas se pudieron ver desde la serosa como areas ovales rojo-
negruzcas de 10 a 12 cm de largo en el borde opuesto al mesenterio. Las afectadas en
forma menos aguda se han visto recubiertas por una membrana diftérica, y en los casos
mas leves o cronicos, deprimidas y cubiertas por un mucus pegajoso. A veces, éstas
placas semejan Ulceras. Los nddulos linfaticos mesentéricos por lo general no se
presentan agrandados. En el intestino grueso, las lesiones son muy variables. La mucosa
se puede hallar congestiva, con un disefio atigrado, siguiendo los pliegues, y en los
casos agudos se ha podido ver una tiflocolitis fibrinohemorrdgica. En casos mas

cronicos se han observado lesiones fibrinosas o fibrinonecroéticas y ulceracion focal o
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extensa a cualquier nivel, sobre todo en ciego y recto (Wilhelmsen et al., 1991; Brown
et al., 2007).

Puede observarse coronitis extendida completamente alrededor de la banda
coronaria, con separacion de la union piel-cuerno y un crecimiento excesivo del cuerno,
asi como dermatitis desde la corona hacia arriba por la cuartilla. También se ha
encontrado dermatitis exudativa generalizada, con lesiones méas costrosas desde la nariz,
orejas y parpados hasta la cruz. En muchos animales las lesiones costrosas son mas
severas en axilas, ingle y periné (Baker, 1987; Odeon et al., 2003).

Si bien el virus afecta primariamente al tubo digestivo, también presenta una gran
afinidad por el tejido linforreticular, ocasionando focos de necrosis en los linfonodulos
del bazo y destruccion de las placas de Peyer del intestino delgado y atrofia del tejido
linfatico en general (Frederiksen et al., 1999 a y b; Wilhelmsen et al., 1991; Liebler-
Tenorio et al., 1997; Liebler-Tenorio et al., 2000).

Algunos animales con infeccion cronica han desarrollado infecciones micoticas
secundarias a las lesiones de los preestdbmagos, abomaso y placas de Peyer (Brown et
al., 2007).

En animales persistentemente infectados, donde se aislo el genotipo 1b del vDVB y
Mycoplasma o Mannheimia haemolytica, se observaron lesiones de pleuroneumonia
aguda, severa, con hemorragias y necrosis multifocales (Fulton et al., 2002).

En las fases tempranas de la enfermedad de las mucosas, se hallaron erosiones leves
a moderadas en la cavidad oral, es6fago y abomaso, Placas de Peyer cubiertas de fibrina
y reduccion del tamafio del timo (Liebler-Tenorio et al., 1997). Otros autores han

descripto ulceraciones del espacio interdigital y la banda coronaria, petequias en el
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epicardio y en la submucosa del abomaso, enfisema intersticial en los l6bulos
pulmonares, adherencias fibrinosas entre la pleura y el pericardio y hemorragias
multiples en la corteza de los linfonddulos pre-escapulares y popliteos (Odeon et al.,
2003).

Las lesiones macroscopicas encontradas en animales infectados con el genotipo Il
del vDVB fueron congestion generalizada de las mucosas, ulceraciones profundas y
extensas en la lengua, paladar y es6fago, congestion en la mucosa ruminal y omasal,
con multiples focos blanco-amarillentos difusamente distribuidos en la mucosa del
omaso. También se hallaron areas diseminadas de congestion y ulceracion en el
intestino delgado, cubiertas con fibrina y hemorragias petequiales en el epicardio y
miocardio. Otros autores han descripto neumonia (Carman et al., 1998; Flores et al.,
2000). Ellis et al. (1998) tambien han encontrado lesiones importantes de neumonia
afectando hasta el 25% de los pulmones, y en contraste, lesiones minimas en el tracto
gastrointestinal. Stoffregen et al. (2000) han considerado que las lesiones morfoldgicas
observadas en los sindromes hemorragicos producidos por el genotipo Il del vDVB, si
bien muestran algun parecido con las lesiones de enfermedad de las mucosas, pueden
ser diferenciadas, porque en el sindrome hemorragico las hemorragias no estan
asociadas a severas erosiones y ulceraciones.

En los brotes de enteritis aguda ocasionados por el genotipo 11 del vDVB, descriptos
por Odedn et al. (2003), el abomaso, el intestino delgado y el ciego se hallaron llenos
de un contenido pastoso y hemorragico. La mucosa del abomaso presentd erosiones
ovales multiples, y la superficie de corte de las paredes de los 6rganos se observo

edematosa. La mucosa del ileon present6 coagulos de sangre, de 4 a 7 cm. de didmetro,
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adheridos a las placas de Peyer. Secciones extensas de la mucosa del intestino delgado
presentaba una coloracién rojo-oscura. El higado y la grasa perirrenal se encontraron
ictéricos. También se encontraron hemorragias de 4 a 5 cm en el endocardio de los
ventriculos izquierdo y derecho del corazén y la superficie de corte de los ganglios

linfaticos se presento hemorragica.

11.5.2. Lesiones Microscdpicas

Las lesiones méas importantes fueron halladas en el tracto gastrointestinal y en los
organos linfaticos, por la afinidad que tiene el virus por los tejidos epitelial y linfoide
(Baker, 1987).

Brown et al. (2007) observaron que las lesiones del aparato digestivo anterior
comienzan con necrosis del epitelio. Las células profundas del epitelio, se presentaron
tumefactas, con ndcleos picnoéticos individualmente o en grupos. Estos focos se fueron
agrandandando progresivamente y formando grandes &areas de necrosis que se
extendieron hasta la capa basal. En las etapas tempranas se observo poca o ninguna
inflamacion en la ldmina propia, pero los leucocitos se observaron invadiendo el
epitelio necrético, y luego se desarroll6 la reaccion inflamatoria con capilares
congestionados, linfaticos dilatados y exudado inflamatorio leucocitario.

En el abomaso se ha observado necrosis epitelial, principalmente en las
profundidades de las glandulas, que se hallaron dilatadas con restos epiteliales y
leucocitos contenidos en su interior. En algunos lugares el epitelio se tornd cuboidal,

basofilico y aparentemente secretor de mucus. En la submucosa se han encontrado
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exudados seroso y leucocitario, y algunas hemorragias. Se observaron algunos focos
necroticos glandulares, relacionados con necrosis en los nodulos linfoides adyacentes a
la mucosa (Brown et al., 2007).

La lesion caracteristica de la mucosa intestinal ha sido la destruccion del
revestimiento epitelial de las criptas de Lieberkihn. Se han observado glandulas
severamente afectadas en las porciones mas bajas del intestino delgado, en el ciego y el
colon. Generalmente se han visto dilatadas y llenas de mucus, con restos epiteliales y
leucocitos (Wilhelmsen et al., 1991; Khodakaram-Tafti y Miller, 2006; Brown et al.,
2007).

Las lesiones microscopicas de las placas de Peyer se han considerado
caracteristicas, siendo comparables a las lesiones provocadas por la Peste bovina. En la
fase aguda, la inflamacion aguda severa de la mucosa sobre las placas, se ha visto
relacionada con la destruccion de las glandulas, el colapso de la lamina propia y la lisis
del tejido linfoide folicular. Més tarde se han observado las criptas dilatadas, revestidas
por epitelio cuboidal, llenas de restos necroticos y células inflamatorias, haciendo
hernia hacia la submucosa (Wilhelmsen et al., 1991; Khodakaram-Tafti y Miller, 2006;
Brown et al., 2007). La apariencia macro y microscopica de las placas de Peyer ha
aportado evidencia til para el diagndstico. En los casos cronicos de enfermedad de las
mucosas, las placas de Peyer mostraron una pérdida total de la arquitectura
(Wilhelmsen et al., 1991; Brown et al., 2007).

Una lesion microscépica importante que se ha observado fue la degeneracion hialina
y necrosis fibrinoide de las arteriolas submucosas y mesentéricas (Khodakaram-Tafti y

Miller, 2006; Al-Afaleq et al., 2006; Brown et al., 2007). En las paredes de los vasos y
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en areas perivasculares, se presentd una reaccion inflamatoria mononuclear leve a
moderada. Estas lesiones se han podido encontrar también en otros 6rganos, como
corazén, cerebro y corteza adrenal (Brown et al., 2007). Liebler-Tenorio et al. (2000)
solo encontraron lesiones vasculares en bovinos que desarrollaron la enfermedad de las
mucosas tardia y no en los que lo hicieron tempranamente. Estas lesiones estaban
caracterizadas por necrosis segmental de las paredes vasculares e infiltracion
perivascular linfohistiocitica en arteriolas y pequefias arterias de la submucosa del
intestino.

Microscopicamente, los nddulos linfaticos mesentéricos muestran una poblacion
linfocitaria disminuida y necrosis de los centros germinales (Baker, 1987; Wilhelmsen
etal., 1991; Liebler-Tenorio et al., 2004; Brown et al., 2007).

En los cortes de piel, se encontraron acumulaciones focales de epitelio necrético,
con hiperemia extensa de la dermis subyacente. Las lesiones epiteliales encontradas
fueron similares a las de la mucosa escamosa del tracto alimentario superior. La
necrosis se extendi6 profundamente a través de la capa basal, conduciendo a
ulceraciones, que fueron mas comunes en las zonas del periné y cara interna de los
miembros. En los afectados cronicamente se pudo encontrar hiperplasia basal de la
piel. En los brotes de dermatitis generalizada descriptos por Odeon et al. (2003), las
lesiones observadas fueron hiperqueratosis O paraqueratosis, con células necréticas
aisladas o agrupadas, y células mononucleares asociadas a los vasos sanguineos. Los
senos subcapsulares y trabeculares de los ganglios mesentéricos contenian moderadas

cantidades de neutrofilos, con necrosis de linfocitos individuales dentro de los foliculos
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primarios. En la pulpa blanca del bazo también se hall6 moderado numero de
neutrofilos (Odeon et al., 2003).

Lesiones consistentes en otros tejidos incluyeron presencia de maultiples focos de
linfocitos, plasmocitos y eosindfilos en corteza renal, adrenal, triadas portales y
submucosa de la vesicula biliar (Brown et al., 2007).

Grooms et al. (1998 a) observaron ooforitis cronica linfocitica en hembras bovinas
infectadas en forma aguda con el vDVB.

En los infectados persistentes, se describieron lesiones microscopicas en rifion y
cerebro. Las lesiones renales consistieron en un engrosamiento difuso y focal de las
membranas basales de los glomérulos, con aumento de las células mesangiales. Las
pruebas de anticuerpos fluorescentes demostraron el antigeno en los glomérulos, células
epiteliales de los tubulos contorneados y células endoteliales de los vasos intersticiales.
Las lesiones glomerulares probablemente se hayan producido por el deposito de
complejos antigeno-anticuerpo. Estos antigenos también fueron encontrados en las
neuronas, sobre todo de la corteza cerebral. Las neuronas presentaron picnosis y se
observd satelitosis por astrocitos y linfocitos. Unos pocos vasos estaban rodeados por
linfocitos y poseen células endoteliales hipertroficas. Los cambios neuronales
probablemente se produjeron por la accion directa del virus (Cutlip et al., 1980).
Liebler-Tenorio et al. (1997) han hallado lesiones de bronconeumonia y erosiones leves
en cavidad oral y eso6fago. En contraste, Bielefeldt Ohmann (1988 b) ha demostrado que
en algunos animales infectados persistentes, clinicamente sanos, no existen evidencias

de lesiones patoldgicas o reacciones inflamatorias en tejidos salvo algunos infiltrados
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intersticiales pequefios de células mononucleares en rifiones, triadas portales y
masculos.

Las lesiones microscopicas halladas en brotes de enfermedad de las mucosas
revelaron hemorragias, deplecion y linfocitolisis en los foliculos linfaticos de
linfonddulos periféricos. Se observd también histiocitosis medular y deplecion linfoidea
en linfonodulos gastricos y mesentéricos. En los estratos basal y espinoso del epitelio
lingual y del es6fago se encontrd vacuolizacidn y necrosis celular y por debajo de las
lesiones, escasa inflamacion no supurativa. En el intestino delgado se hallo
degeneracion y necrosis de las criptas, con grandes cantidades de restos celulares en
ellas. En pulmones se observd moderada congestion y reaccidn intersticial, con
infiltracion linfocitica y en las areas de enfisema, hemorragias y coagulos de fibrina
dentro de los alvéolos (Odeon et al., 2003).

Wilhelmsen et al. (1991) examinaron tejidos de tres grupos de terneros: con
enfermedad de las mucosas experimentalmente inducida, con enfermedad de las
mucosas adquirida naturalmente, y con enfermedad crénica de las mucosas adquirida
naturalmente. En todos los grupos las lesiones microscépicas en el tracto
gastrointestinal 'y en el sistema linfoide fueron severas. Se observd una enteritis
eosinofilica con glandulas quisticas y abscesos en las criptas. Las células de los
ganglios mientéricos tenian vacuolizacion citoplasmatica periférica. Algunos bovinos
presentaron arteritis y periarteritis con necrosis fibrinoide. Las células del tracto
alimentario superior presentaban vacuolizacién y necrosis. Los tejidos linfoides tenian
una deplecién linfocitaria marcada o necrosis o contenian un pequefio numero de

foliculos indiferenciados sin centros germinales. Lesiones consistentes en otros tejidos
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fueron mdltiples focos de linfocitos, plasmocitos y eosinofilos en corteza renal y
adrenal, triadas portales y submucosa de la vesicula biliar.

Las lesiones microscopicas observadas en animales infectados con el genotipo 1l
fueron ulceraciones profundas a través de la mucosa del tracto digestivo, infiltrados de
células polimorfonucleares en la mucosa de la lengua y esofago, focos de necrosis en el
rumen, con infiltrados poli y mononucleares en la mucosa y submucosa, focos de
necrosis en el limite entre el reticulo y el omaso. También se observd necrosis y
ulceracion en la mucosa del intestino delgado, con infiltrados polimorfonucleares y
linfociticos. Los vasos sanguineos de la submucosa presentaron necrosis fibrinoide
(Flores et al., 2000). En los brotes de enteritis aguda, provocados por el genotipo Il del
vDVB, las lesiones microscopicas se correspondieron con las macroscopicas: se
encontré6 masiva degeneracion y necrosis del epitelio de la lengua con reaccién
mononuclear, necrosis de células individuales en el epitelio del rumen y reaccion
inflamatoria moderada en la lamina propia del intestino delgado, con hemorragias.
También se encontrd necrosis linfoidea en los foliculos primarios del bazo (Odeon et
al., 2003). Blas-Machado et al. (2004) encontraron lesiones de meningoencefalitis
multifocal, con degeneracidn neuronal, necrosis y gliosis en una vaquillona, provocadas

por el genotipo 11 del vDVB.

11.5.3. Lesiones macro y microscopicas en fetos

El aborto ha sido producido en la etapa febril aguda o en convalecencia, y en el feto

se han podido observar las lesiones entéricas de la enfermedad. Se han encontrado
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hemorragias puntiformes con ulceras de 1 a 3 mm de diametro en la cavidad oral, el
esofago, laringe, traquea, conjuntiva y abomaso. Las lesiones fetales del epitelio
escamoso evolucionaron de la misma manera que las descritas antes, con hemorragias
focales en la lamina propia y necrosis epitelial comenzando en la capa basal (Brown et
al., 2007).

Las inoculaciones experimentales en hembras gestantes han permitido observar en
los fetos lesiones del desarrollo, tales como: hipoplasia timica, causada por necrosis y
deplecion linfocitaria, lesiones en cerebelo y piel (Bielefeldt Ohmann, 1982; Baker,
1987). Yeruham et al. (2001), han descripto un caso inusual de malformacion congeénita
en un ternero nacido despues de una gestacion prolongada, que murio a los 15 minutos
de nacido, con una serie de anomalias: presencia de los dos globos oculares dentro de
una sola cavidad orbitaria, hemisferios cerebrales y nervios Opticos fusionados,
hidrocefalia, ausencia de glandula hipdéfisis y alopecia generalizada.

Murray (1991) describid lesiones fetales en parpados, caracterizadas por congestion,
edema e infiltracion de células inflamatorias mononucleares en el tejido conjuntivo
subconjuntival y conjuntivitis bilateral. En pulmones, corazén e higado encontr6

infiltrados inflamatorios mononucleares.

11.6. Diagnostico

No existen signos clinicos patognomonicos de la infeccién por vDVB. Por lo tanto,
las investigaciones diagnosticas dependen del laboratorio para la deteccion de los

anticuerpos inducidos por el virus en las muestras obtenidas, o la deteccion del virus o
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sus componentes. La técnica de RT-PCR permite detectar el &cido nucleico viral, y las
técnicas inmunoquimicas que utilizan anticuerpos monoclonales y policlonales
permiten reconocer diversas proteinas virales (Sandvik, 1999).

Si bien el vDVB no esta entre los virus mas fragiles, la obtencion de resultados
confiables depende de la toma de muestras apropiadas, asi como también de la

conservacion y transporte de las mismas hasta llegar al laboratorio (Baker, 1987).

11.6.1. Deteccidn del virus por Aislamiento viral

Es el método de referencia, altamente sensible y 100% especifico. Permanece
siendo la técnica “gold standard”, frente a la cual las nuevas técnicas deben ser
comparadas (Murphy et al., 1999). El virus puede replicarse en muchos tipos diferentes
de cultivos celulares. Entre los mas sensibles estan los cultivos de bajo pasaje de células
de rifidn bovino (Purchio et al., 1983), células de los cornetes nasales y células de
testiculo (Edwards, 1990). El suero fetal bovino usado como suplemento en el medio
del cultivo celular debe ser libre del virus y de anticuerpos especificos contra él
(Sandvik, 1999).

Para aislar el virus pueden utilizarse muestras de sangre, que permiten realizar el
diagndstico ante-mortem, tanto de animales Pl que son siempre virémicos, como de
animales infectados en forma aguda que en ese momento estén con viremia,
aproximadamente a los 4 a 8 dias post-infeccion. En este ultimo caso, resulta méas
frecuente aislar el virus a partir de leucocitos sanguineos mas que del suero (Baker,

1987; Goens, 2002). El aislamiento también puede realizarse a partir de 6rganos de
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animales adultos o fetos, tomados durante la necropsia, tales como bazo, higado,
pulmon o rifiones (Murphy et. al., 1999). Las secreciones nasales y heces son
importantes fuentes de infeccidn para otros animales, pero pueden estar contaminadas
con otros microorganismos y sustancias toxicas para los cultivos celulares. Para la
verificacion virologica de la enfermedad de las mucosas, la cepa citopatogénica de
vDVB puede ser aislada de lesiones en el intestino delgado o de las placas de Peyer del
ileon. Las muestras de Organos deben ser recolectadas asepticamente y transportadas
rapidamente al laboratorio refrigeradas. El virus no se destruye por el congelamiento,
pero si las muestras son congeladas se debe evitar el descongelamiento durante el
transporte (Sandvik, 1999).

El aislamiento viral es la Unica técnica que permite determinar el biotipo de virus
actuante, de acuerdo al efecto que produce el crecimiento viral sobre las células
cultivadas (Goens, 2002). Como las células infectadas con biotipos no citopaticos no
pueden ser distinguidas de los controles no infectados, los cultivos celulares son
usualmente fijados e incubados con fluorocromo o enzimas marcadas con anticuerpos
especificos contra vDVB. Para identificar los biotipos citopaticos, los cultivos celulares
se examinan a diario para observar el efecto citopatogénico sobre las células. Si se
presenta en bajo titulo, pueden observarse focos de células lisadas con el microscopio
de contraste de fases, y si las células son fijadas en la fase de infeccidn, los antigenos
virales pueden verse en la periferia de los focos. Por otra parte, el virus citopatico puede
ser identificado como vDVB por neutralizacion con anticuerpos especificos (Sandvik,

1999).
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Para la deteccion de vDVB en gran numero de muestras de suero, sobre todo para
detectar PI con menores costos, se ha desarrollado y aplicado una técnica de aislamiento
viral en microplacas, con 96 pocillos donde se inoculan 10-50 ul de cada una de las
muestras de suero, y los resultados pueden leerse en 4 dias. Para detectar el virus
aislado se realizé la inmunomarcacion de las monocapas de células con anticuerpos
monoclonales. Para ello, se utilizaron dos técnicas: la prueba de inmunoperoxidasa en
monocapa, que produjo un precipitado rojo que puede verse a simple vista o con
microscopio de luz, o un ELISA en monocapa, que produjo un color amarillo en
solucion. La intensidad de color en esta ultima se midié con espectrofotometro (Saliki
etal., 1997).

A pesar de ser altamente especifica, los anticuerpos calostrales pueden reducir
temporariamente la cantidad de virus libre en el suero de terneros jovenes, por eso en
terneros PI que recibieron pasivamente suficiente cantidad de anticuerpos contra vDVB
a través del calostro, el virus puede no detectarse en el suero o la sangre entera por

aislamiento viral (Baker, 1987; Brock et al., 1998; Zimmer et al., 2004).

11.6.2. Deteccidn del acido nucleico viral

La técnica de RT-PCR ha permitido diferenciar los dos genotipos de vDVB
existentes (Ridpath et al., 1994), aunque actualmente el genotipo | y el Il también
pueden diferenciarse a través de anticuerpos monoclonales que se utilizan luego del
aislamiento viral en microplacas (Deregt y Prins, 1998). Han sido publicados

numerosos trabajos sobre el uso de la técnica de RT-PCR para amplificar el genoma
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viral (Thar y Hofmann, 1998; Ridpath y Bolin, 1998; Bolin y Ridpath, 1998; Flores et
al., 2000; Ridpath et al., 2000; Ridpath y Neill, 2000; Kimmerer y Meyers, 2000;
Vilcek et al., 2000; Neill y Ridpath, 2001; Becher et al., 2001; Swasdipan et al., 2001;
Ridpath et al., 2002; Odedn et al., 2003; Nagai et al., 2003; Givens et al., 2004; Cornish
et al., 2005; Meyers et al., 2007). La RT-PCR es un meétodo rapido, sensible, especifico,
que detecta diversos vDVB y permite investigar un gran numero de muestras en corto
tiempo. Debido a la secuencia de nucle6tidos muy conservada en la region cercana a
5", esta tecnica ofrece gran sensibilidad epidemioldgica (Sandvik, 1999). Sin embargo,
Vilcek et al. (2001) encontraron que el genotipo | del vDVB puede ser separado en por
lo menos 11 genogrupos, por lo que han recomendado que los primers que se utilizan en
la RT-PCR sean cuidadosamente examinados para asegurar la amplificacion de todos
los genogrupos de vDVB. Esta prueba puede usarse para muchas categorias de
muestras, que incluyen sangre de infectados persistentes donde el virus fue neutralizado
por anticuerpos maternos (Zimmer et al., 2004) y sangre de animales con infeccion
aguda asi como también muestras provenientes de cultivos celulares. Otro uso
importante de la RT-PCR es el monitoreo de cultivos celulares y suero fetal bovino
usado como suplemento en los cultivos celulares, los cuales pueden estar contaminados
con cepas no citopaticas de vDVB (Sandvik, 1999). Puede también utilizarse para
investigar pooles de suero o leche de tanque para identificar animales infectados
persistentes en un rodeo o en un subgrupo del rodeo (Deregt y Loewen, 1995; Mufioz-

Zanzi et al., 2000).
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11.6.3. Deteccidn de antigenos virales

Los anticuerpos monoclonales se han transformado en una de las herramientas para
analizar detalladamente a los pestivirus. Los anticuerpos han sido caracterizados con
respecto a su espectro de reactividad con diferentes cepas y aislamientos, la capacidad
de neutralizar a los virus y su especificidad proteica (Collett et al., 1989). La
preparacion de los primeros anticuerpos contra vDVB fue publicada por Peters et al.

(1986).

11.6.3.1. Deteccion de antigenos mediante el Método de Elisa de Captura de Antigenos

A través del uso de anticuerpos poli o monoclonales dirigidos contra proteinas
especificas del vDVB, pueden detectarse antigenos virales en diversos tipos de
muestras. La técnica de ELISA de captura de antigenos, permite detectar antigenos en
muestras de suero (Thur et al., 1998; Reinhardt et al., 2003) o tejidos que pueden ser
tomados a través de biopsias, por ejemplo piel de oreja, para detectar Pl (Braun et al.,
1999; Cornish et al., 2005). Comparado con el aislamiento viral, es un método rapido y
econdmico, por lo tanto, es el método de preferencia para la deteccion a gran escala de
Pl (Dubovi, 1996). Al igual que el aislamiento viral, el ELISA puede dar falsos
negativos en terneros PI que han ingerido suficiente cantidad de calostro (Zimmer et al.,

2004).
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11.6.3.2. Deteccidn de antigenos mediante Inmunohistoquimica

La IHQ permite la deteccion de antigenos en secciones de tejidos a través del uso
de anticuerpos especificos marcados que se unen a ellos, generando una tincién
microscopicamente visible en el sitio de la union. Hasta hace poco tiempo, la mayoria de
las tinciones inmunohistoquimicas usaban anticuerpos unidos a fluoresceina, que se
aplicaban sobre muestras de tejidos frescas o congeladas, y producian una tincién débil
que era visible solo a través de un microscopio de luz ultravioleta (Haines y Chelack,
1991). Ward y Kaeberle (1984) evaluaron el uso de anticuerpos unidos a peroxidasa para
la deteccion del vDVB en cultivos celulares, usando microscopio de luz y electronico,
con buenos resultados. Katz et al. (1987) desarrollaron una técnica de inmunoperoxidasa
para identificar cultivos celulares infectados con el virus, y aquellas monocapas de
ceélulas infectadas se tifieron intensamente, mientras que las no infectadas permanecieron
sin tincion, permitiendo detectar los cultivos infectados con observacion a simple vista.

Beldk et al. (1989) detectaron antigenos de vDVB en cultivos celulares y secciones
de tejido fijadas con alcohol y embebidas en parafina, utilizando la técnica de
peroxidasa-antiperoxidasa, con anticuerpos monoclonales. Allan et al. (1989) han
detectado antigenos del vDVB en secciones de érganos de casos de enfermedad de las
mucosas y de animales infectados persistentes fijados con formol y embebidos en
parafina. Para ello, realizaron predigestion de las secciones con proteasa X1V al 0,02%,
durante 18 horas a 4° para desenmascarar los antigenos que pueden ser afectados por la
fijacion con formol, y luego incubaron con anticuerpos monoclonales. La tincion fue

considerablemente mas intensa en tejidos de casos de enfermedad de las mucosas que en
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aquellos de animales viréemicos persistentes, reflejando una predominancia de la cepa
citopatica del virus en la enfermedad de las mucosas, la cual se tifie mas intensamente
que la cepa no citopatica de vDVB en cultivos celulares.

La aplicacion de la IHQ como técnica de rutina en el diagnostico de vDVB se
enfrenta a la dificultad principal de la calidad del material que llega al laboratorio y al
posterior procesamiento de las muestras. La calidad de los resultados depende
basicamente de la fijacion y procesamiento de los tejidos, desenmascaramiento de
epitopes, sensibilidad de los sistemas de deteccion y calidad de los anticuerpos (Werner,
1999).

A fin de hacer frente a estas dificultades ocasionadas por la sobrefijacion, se han
desarrollado numerosos métodos de recuperacion antigénica, basados en
procedimientos fisicos (microondas, ebullicion, ultrasonido), quimicos (digestion
enzimatica) o la combinacién de ambos, con la finalidad de poner en evidencia los
antigenos enmascarados por la fijacion (Gimeno et al., 1998; Shi et al., 2001).

Wilhelmsen et al. (1991) identificaron el antigeno viral intracitoplasmatico por
inmunohistoquimica en células de los ganglios mientéricos, en células de las criptas, en
el tejido linfatico asociado al intestino, y mononucleares de los nodulos linfaticos
mesentéricos. Los virus citopaticos y no citopaticos fueron aislados del bazo de los tres
animales que murieron.

Liebler-Tenorio et al. (1997) estudiaron el desarrollo de las lesiones de la
enfermedad de las mucosas y la diseminacion de la cepa citopética del vDVB a
diferentes 6rganos, relacionandolas con el tiempo de post-inoculacién. La enfermedad

de las mucosas se indujo en 15 bovinos infectados persistentes de 2 rodeos, con la
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inoculacion intranasal de la cepa citopatica homologa. El antigeno de las cepas
citopaticas se detectd selectivamente en secciones de tejido mediante la
inmunohistoquimica. En la fase temprana, habia cantidades variables de vDVB
citopatico, mas consistentemente en las tonsilas, nddulos linfaticos, placas de Peyer y
nodulos linfaticos del intestino grueso. En el tejido linfatico, primero unas pocas células
contenian el antigeno, y luego los grupos de foliculos linfaticos. En el epitelio
intestinal, el antigeno del vDVB se encontro focalmente en las etapas tempranas de la
enfermedad. La distribucién difusa en la fase tardia se correspondié con los signos
clinicos de diarrea.

Shin 'y Acland (2001) estudiaron la distribucion tisular y la localizacién celular de
antigenos virales en animales persistentemente infectados por el virus con aislamiento
viral e inmunohistoquimica. La cepa no citopatica de DVB fue aislada de un pool de
tejidos de higado, rifiones y bazo. La inmunohistoquimica detecté antigenos virales en
células epiteliales y no epiteliales del tracto gastrointestinal, higado, pancreas,
pulmones, 6rganos linfaticos (bazo y nddulos linfaticos), adrenales, Utero y glandula
mamaria. Por estos hallazgos, los autores concluyeron que los animales infectados
persistentes diseminan virus a través de todas las vias, y la infertilidad asociada a DVB
esta relacionada con la presencia del virus en ovario y Gtero.

Grooms y Keilen (2002) evaluaron el uso de la inmunohistoquimica sobre biopsias
de piel de terneros neonatos como un método para detectar tempranamente los
infectados persistentes, comparando los resultados con el aislamiento viral y
concluyeron que es una herramienta que puede utilizarse para el control y la

erradicacion de la infeccion.
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Fredriksen et al. (1999 a) investigaron la distribucidn tisular y la localizacién celular
de antigeno del virus en el dtero, los placentomas, las membranas fetales
intercotiledonarias y los oOrganos fetales de vaquillonas prefiadas y no prefiadas
persistentemente infectadas por técnicas inmunohistoquimicas con anticuerpos
monoclonales y hubo reactividad en todos los drganos examinados tanto en células
epiteliales como no epiteliales. Parece ser que la prefiez favorece la reproduccién de los
virus en el Utero, y por eso en los 6rganos de las vaquillas prefiadas hubo tincién mas
intensa y una mayor proporcion de células positivas al antigeno viral que en los 6rganos
de las vaquillas no prefiadas.

Swasdipan et al. (2001) investigaron la infeccion fetal y la distribucidn del virus en
los tejidos fetales y en el Utero de ovejas en la prefiez temprana, luego de la infeccion
experimental de las mismas por una ruta natural, como es la intranasal. Las muestras se
examinaron histoldgicamente, se realizo RT-PCR e IHQ. A pesar de no observarse
cambios histopatoldgicos en los tejidos fetales y maternos, el virus fue detectado en el
tracto reproductivo de todos los animales examinados, asi como también en los fetos.
Los autores concluyen que el virus puede diseminarse desde el sitio de infeccién natural
a los fetos dentro de los 4 dias en ausencia de inmunidad materna y a pesar de la
presencia de interferdn en el tracto reproductivo.

En un estudio de Fredriksen et al. (1999 b), el estadio mas temprano de infeccion
en el cual los antigenos del virus pudieron ser detectados en los tejidos fetales fue a los
14 dias post infeccion. En este estadio, el antigeno del virus fue detectado en células de
origen mesenquimatico en los pulmones y en grandes células que morfolégicamente

recordaban megacariocitos inmaduros en el higado. Los resultados obtenidos indican
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que la infeccidn fetal con DVB puede tener lugar sin altas concentraciones anteriores o
simultaneas de virus en Gtero o placenta de vaquillonas infectadas en forma aguda.

Blas Machado et al. (2004) estudiaron el caso de una vaquillona con signos
nerviosos, a la que se aislo el biotipo no citopatico del genotipo Il del vDVB, y
microscopicamente se encontraron lesiones de encefalitis. Por IHQ detectaron
antigenos de vDVB en el citoplasma de las neuronas, células gliales, epitelio del
epéndimo, macrdéfagos perivasculares y células del mdsculo liso y monocitos
intravasculares del cerebro y tronco encefélico. Este caso fue el primero publicado de
lesiones cerebrales y localizacion del antigeno viral tipo 11, y los autores proponen que
el vDVB tipo Il aislado de este caso puede representar una cepa neurovirulenta del
virus.

El antigeno estd presente en muchos otros tejidos que no tienen lesiones
microscopicas, tales como células endoteliales vasculares de muchos o6rganos, células
mononucleares del bazo, nédulos linfaticos mesentéricos y mediastinicos y células
epiteliales de las criptas (Bielefeldt Ohmann, 1982; Fredriksen et al., 1999 a y b;

Liebler-Tenorio et al., 2000).

11.6.4. Deteccidn de respuesta inmune contra el vDVB

La respuesta inmune contra un agente infeccioso es clasificada como celular o
humoral, y la inmunidad puede ser adquirida activamente por infeccion o pasivamente
por transferencia de anticuerpos calostrales. La inmunidad celular, medida por la

proliferacion de células mononucleares en sangre periférica después de la exposicion in
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vitro al vDVB, ha sido demostrada en vacas seropositivas, pero no en terneros que
fueron pasivamente inmunizados con anticuerpos calostrales.

Sin embargo, muchos estudios de deteccion de respuesta inmune contra DVB, se
han concentrado en la deteccion de anticuerpos especificos para el virus. Estos pueden
ser detectados en el suero desde tres semanas después de una infeccion aguda hasta por
afios en animales inmunocompetentes. Los anticuerpos especificos contra vDVB
pueden ser clasificados en 2 grupos funcionales: los anticuerpos contra las
glicoproteinas (primariamente E2 o gp 53), que pueden bloguear la infectividad o
neutralizar el virus y tienen reaccion cruzada entre diferentes cepas de vDVB, y los
anticuerpos contra la proteina no estructural altamente inmunogenica NS2-3 (p125),
que no neutralizan el virus, pero que esta antigenicamente conservada entre todas las
especies de pestivirus (Sandvik, 1999).

La seronegatividad combinada con el aislamiento de la cepa citopatica es la mejor
confirmacion de la enfermedad de las mucosas. Idealmente, también deberia aislarse el
biotipo no citopatico, pero a veces los biotipos citopaticos enmascaran a los no
citopéticos y éstos sélo seran detectados por técnicas mas especificas (Goens, 2002). La
seronegatividad con el aislamiento de la no citopéatica es una buena confirmacién de
infeccion persistente. Desafortunadamente, esto no ocurre siempre, porque los Pl
pueden ser seropositivos. Esto se produce cuando el Pl es infectado con una cepa
antigénicamente distinta al biotipo no citopatico persistente, generando cuasiespecies
que generan una respuesta inmune con produccion de anticuerpos (Collins et al., 1999).

Otra causa de seropositividad en el Pl puede ser la ingestion de calostro (Baker, 1987).
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11.6.4.1. Seroneutralizacion viral

Cuando esta correctamente calibrada, la neutralizacién viral es una prueba sensible y
especifica para deteccion de anticuerpos contra vDVB, y ha sido largamente reconocida
como meétodo de referencia para serologia de DVB. En la actualidad, es realizada en 96
placas, donde el suero diluido en forma seriada es incubado con un virus de desafio
citopatico antes de agregar células bovinas susceptibles. La incubacion se realiza
durante 4 dias. Debido a la alta especificidad de éste test, es esencial usar un virus de
desafio antigénicamente similar a los virus de campo de la poblacidén que se analiza.
Las cepas de referencia mas comidnmente usadas son las cepas citopaticas NADL,
Singer y Oregon (Edwards, 1990). La prueba requiere inversiones sustanciales en la
seleccion y monitoreo de los cultivos celulares y medios para dar resultados
satisfactorios, y por lo tanto, no es indicada para el examen de pocas muestras
esporadicas (Sandvik, 1999). Otra desventaja de la seroneutralizacion es que en
animales PI puede dar reacciones falsas positivas por la interferencia que producen los

altos niveles de virus no citopético en el suero del animal (Baker, 1987).

11.6.4.2. Enzimoinmunoensayo indirecto (ELISA indirecto)

El test de ELISA es un método de diagnostico muy versatil, y para la serologia de
vDVB se ha vuelto muy popular por varias razones: es independiente de cultivos
celulares, puede facilmente ser aplicada como prueba screening y los resultados pueden

ser leidos en pocas horas. La especificidad de este sistema es determinada por la
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eleccion del antigeno viral, que pueden ser particulas viricas purificadas, extractos de
cultivos celulares inoculados con el virus, antigenos virales simples inmovilizados con
anticuerpos monoclonales, 0 proteinas virales recombinadas producidas en bacterias.
Cuando la performance de los ELISA se compara con la prueba de neutralizacién
viral, Unicamente aquellos que usan particulas virales purificadas como antigenos
pueden dar resultados equivalentes, pero no obstante, ha sido encontrada una
concordancia aceptable con el ELISA anti- NS23. Los kits de ELISA estan disponibles
comercialmente (Sandvik, 1999). Reinhardt et al (2001) encontraron mayor sensibilidad
del ELISA con respecto a la seroneutralizacion, para el diagndstico de anticuerpos anti-

vDVB.

11.6.4.3. Otras pruebas seroldgicas

Muchos técnicas se han adaptado para ser aplicadas en serologia de vDVB,
incluyendo inmunodifusion en gel de agar, fijacion del complemento,
inmunofluorescencia indirecta y western blotting. La inmunodifusion en gel de agar
detecta primariamente anticuerpos contra el antigeno NS23, pero como la sensibilidad
analitica es baja, este se realiza mejor como una simple prueba de screening.
Igualmente, la sensibilidad analitica de la fijacion de complemento no es muy alta, pero
puede ser usada para la deteccién temprana de anticuerpos en animales con
seroconversion, ya que los anticuerpos detectados con ésta prueba aparecen y declinan
mas temprano que los anticuerpos neutralizantes o precipitantes. El test de

inmunofluorescencia indirecta, en el cual las células infectadas por el virus fijadas sobre
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un portaobjetos son usadas como antigenos, es similar al ELISA, pero tiene que ser
leido manualmente. Sin embargo, es una alternativa a usar cuando haya muchos signos
de background con el ELISA. Tecnicamente, el western blot es también similar a
algunos ELISAs, pero provee informacion sobre la especificidad molecular de los

anticuerpos (Sandvik, 1999).
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I11- MATERIALES Y METODOS

I11.1. Materiales

En la presente investigacion fueron procesados 50 fetos bovinos abortados
procedentes de tambos de la Cuenca Lechera Santafesina, que llegaron al Hospital de
Salud Animal para determinar la causa del aborto, a través de la realizacion de la
necropsia y toma de muestras para aislamiento viral, histopatologia e

inmunohistoquimica.

111.2. Métodos

Realizada la necropsia, se obtuvieron muestras de los siguientes o6rganos: higado,
bazo, valvula ileo-cecal, corazon, pulmon, timo, ganglios linfaticos, rifion, adrenal y
piel. En algunos casos también se remitieron muestras de otros organos, de acuerdo a
las lesiones macroscopicas observadas. Durante el muestreo, de cada d6rgano se
separ6 1 alicuota en recipiente estéril para aislamiento viral y 1 alicuota en frascos
de boca ancha, para Histopatologia e Inmunohistoquimica, utilizando formol

bufferado al 10% como fijador.

111.2.1. Aislamiento viral

El aislamiento viral a partir de las muestras fetales fue realizado en el laboratorio

de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias. Para ello las alicuotas de
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organos recibidos se cortaron finamente con tijera y se trituraron (en pools y
separadamente) en un mortero con arena estérii y MEM (Minimun Essential
Medium). La suspension obtenida se centrifugd, se filtro el sobrenadante y se
efectuaron los controles bacteriologicos y micologicos. El aislamiento primario se
realiz6 en la linea celular establecida MDBK (Madin Darby Bovine Kidney),
obtenida del Banco Argentino de Células (ABAC), en calidad de certificada como
libre de vDVB. Como medio se crecimiento se utiliz6 MEM suplementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB, Gibco) y 1% de antibidtico-antimicdtico, como medio de
crecimiento (MC) y el mismo medio exento de SFB como medio de mantenimiento
(MM). Las infecciones se efectuaron segiin metodologias de rutina. Se utilizaron tres
muestras de cada organo y se realizaron cuatro pasajes ciegos. Los sobrenadantes de
los cultivos infectados que evidenciaron efecto citopatico (ECP) se centrifugaron a
5.000 rpm por 20 minutos a fin de decantar los detritos celulares. Para identificar los
aislamientos, éstos sobrenadantes de cultivos fueron sometidos a:

a) Inmunofluorescencia directa (IFD): Se realizé segun el procedimiento original de
Coons et al. (1971) (FAO, 1988). Las células infectadas se desprendieron de sus
soportes antes de que alcanzaran a exhibir el 100% de efecto citopatogénico (ECP),
se lavaron con PBS y se ajustd la concentracion celular a 10° cél/ml. Se realizaron las
improntas por duplicado en portaobjetos grabados. Fueron fijadas con acetona pura
por 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se lavaron e incubaron con el
anticuerpo anti vDVB, VMRD, Cat. 210-61-BVD Direct FA conjugate, segin
indicaciones del fabricante. Se observo la clasica fluorescencia citoplasmatica
caracteristica del virus en estudio. Todos los pasajes positivos en ECP fueron

confirmados por IFD.
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b) Neutralizacion (NT): Los liquidos sobrenadantes de los cultivos infectados que

evidenciaron ECP fueron centrifugados por 20 minutos a 5.000 rpm. a fin de
decantar los detritos celulares y se enfrentaron en una prueba cldsica de
neutralizacion viral (NT) con un antisuero policlonal anti vDVB, utilizando la Cepa
CP Singer, que fue previamente elaborado y titulado por el grupo de trabajo de la
Catedra de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de Esperanza, luego de
producirlo en un bovino libre del virus DVB y de anticuerpos contra el mismo. El
chequeo de esta condicion del animal fue hecho en el Laboratorio del Centro de
Virologia Animal- Bs.As. por aislamiento y deteccion de anticuerpos por
Inmunofluorescencia (I.F.). El antisuero posee un titulo seroneutralizante de 1/160.
La prueba de neutralizacion se llevo a cabo en policubetas con células de bovino de
la linea certificada (MDBK) probandose el liquido producto del aislamiento en
concentraciones variables desde sin diluir hasta 10°. Esta prueba se repitié dos veces

con intervalo de 15 dias para corroborar su repetibilidad.

111.2.2. Histopatologia e Inmunohistoquimica

Para las técnicas de histopatologia e inmunohistoquimica las muestras obtenidas
y colocadas en formol bufferado al 10% se procesaron de la siguiente manera:
Dentro de las 24 horas de obtenidas las muestras durante la necropsia, se tomaron
trozos pequefios de los distintos 6rganos y se colocaron nuevamente en formol
bufferado al 10% para completar la fijacion, por 12 horas como méaximo. Luego se
realizé la deshidratacion en alcoholes de diferentes graduaciones (70°, 96°, 100°), el

aclaramiento con xileno y la inclusion en parafina. Se realizaron cortes seriados de
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4-5 pm de cada 6rgano procesado, obteniendo 4 secciones de cada 6rgano, que se
montaron: 1) en portaobjetos con gelatina para histopatologia de rutina, 2) en
portaobjetos con Poli-L-Lisina para realizar inmunohistoquimica con el genotipo [ y

II, y 3) en portaobjetos con Poli-L-Lisina para control negativo.

I11.2.2.1. Analisis Histopatologico

Para el estudio histopatologico, los cortes montados en portaobjetos con gelatina
se tifieron con la coloracion de Hematoxilina -Eosina (H.E.).

Las lesiones microscopicas en los diferentes oOrganos fueron debidamente
evaluadas y protocolizadas.

Con el propdsito de valorar en mejor forma los grados lesionales microscopicos
en los diferentes oOrganos, éstos fueron descriptos de acuerdo al método de
escalamiento tipo Likert (Hernandez Sampieri et al., 2000), teniendo en cuenta las
siguientes pautas:

0: ausencia de lesiones
1: lesion leve

2: lesion moderada

3: lesion severa

Luego se considerd la frecuencia de distribucion de lesiones en los 50 fetos
abortados analizados, teniendo en cuenta los grados de lesion por afeccion. También
se compararon las mismas en fetos con y sin aislamiento de virus de la Diarrea Viral

Bovina.

74



- Materiales y Métodos

Para determinar si existi6 una relacion estadisticamente significativa entre las
lesiones observadas en los fetos y el aislamiento del vDVB, los datos se analizaron
con el programa estadistico Statgraphics plus, version 3.0, utilizando tablas de
frecuencias y el test de Chi-cuadrado. Para ello, los grados de lesion por afeccion
fueron simplificados, utilizando 2 opciones:

0: ausencia de lesiones

1: lesion leve, moderada y severa

I11.2.2.2. Recuperacion Antigénica

Se probaron diferentes métodos de recuperacion antigénica, analizando el efecto
de la aplicacion de digestion proteolitica con tratamientos enzimaticos distintos
(Ficina, Tripsina, Pepsina, Proteinasa K) y su combinacién con tratamiento en
microondas, empleando diferentes concentraciones para los dos anticuerpos
primarios utilizados. Cada ensayo fue realizado sobre 10 portaobjetos, 7 materiales
problema, 1 control positivo, 1 control negativo, y un control negativo de la técnica.

Para la digestion enzimatica se utilizaron las siguientes preparaciones
comerciales:

- Ficina (Zymed ® Digest-All Cat No. 00-3006)
- Tripsina (Zymed ® Digest-All Cat No. 00-3006)
- Pepsina (Zymed ® Digest-All Cat No. 00-3006
- Proteinasa K (Dako ® Cat No. S3020)
El tratamiento en microondas se realizé en un equipo de uso doméstico (potencia

maxima 1000 W). Como solucion se utilizé Buffer Citrato 0,01 M pH 6,0, el cual se
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calent6 3 minutos a 100% de potencia y 12 minutos a 40% de potencia. Luego se
dejaron 20 minutos los preparados dentro del microondas apagado (Ortega et al.,
2004).

En la Tabla 2, se presentan los diferentes métodos de recuperacion antigénica

utilizados.

Tabla 2: Tratamientos de recuperacion antigénica realizados, combinados con las

diluciones de anticuerpos primarios utilizadas

Tratamientos de recuperacion antigénica probados, y su combinacion con distintas
diluciones de anticuerpos y temperatura de incubacién del mismo

Tipo de Diluciones de anticuerpos
Tratamiento probadas Temperatura y tiempo de incubacion
toda la noche a temperatura ambiente
1:50 o
toda la noche a 4
. toda la noche a temperatura ambiente
Sélo Microondas 1:20 P S
toda la noche a 4
toda la noche a temperatura ambiente
1:30 o
toda la noche a 4
1:50 toda la noche a temperatura ambiente

toda la noche a 4°
Pepsina con toda la noche a temperatura ambiente
R 1:20 o
microondas toda la noche a 4
toda la noche a temperatura ambiente
1:30 S
toda la noche a 4
toda la noche a temperatura ambiente
toda la noche a 4°
Pepsina sin toda la noche a temperatura ambiente
. 1:20 S
microondas toda la noche a 4
toda la noche a temperatura ambiente

1:50

1:30

toda la noche a 4°
1:50 toda la noche a temperatura ambiente

' toda la noche a 4°
Ficina con 120 toda la noche a temperatura ambiente

microondas ) toda la noche a 4°
1:30 toda la noche a temperatura ambiente

' toda la noche a 4°
1:50 toda la noche a temperatura ambiente

C ) toda la noche a 4°

Ficina sin microondas ;

1:20 toda la noche a temperatura ambiente

toda la noche a 4°
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Tabla 2 (cont.)

1:30 toda la noche a temperatura ambiente
toda la noche a 4°
toda la noche a temperatura ambiente
toda la noche a 4°
Tripsina con toda la noche a temperatura ambiente
K 1:20 o
microondas toda la noche a 4
toda la noche a temperatura ambiente
1:30 o
toda la noche a 4
toda la noche a temperatura ambiente
toda la noche a 4°
Tripsina sin toda la noche a temperatura ambiente
. 1:20 S
microondas toda la noche a 4
toda la noche a temperatura ambiente

1:50

1:50

1:30 toda la noche a 4°
1:50 toda la noche a temperatura ambiente
toda la noche a 4°
Proteinasa K con 1:20 toda la noche a temperatura ambiente
microondas toda la noche a 4°
1:30 toda la noche a temperatura ambiente
toda la noche a 4°
1:50 toda la noche a temperatura ambiente
toda la noche a 4°
Proteinasa K sin 120 toda la noche a temperatura ambiente
microondas ) toda la noche a 4°
1:30 toda la noche a temperatura ambiente

toda la noche a 4°

II1.2.2.3. Inmunohistoquimica

A través de la técnica de inmunohistoquimica se realiz6 la identificacion y se
analiz6 la distribucion de los antigenos virales del vDVB en los distintos tejidos,
utilizando el método de Streptoavidina-biotina-peroxidasa.

La inmunohistoquimica se realizd en las muestras de los 50 fetos con los
anticuerpos primarios para el genotipo I y para el genotipo II, pero no

simultdneamente. La técnica se llevo a cabo en tandas de 10, incluyendo 7
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portaobjetos con los materiales de los fetos problema, un control positivo, un control
negativo y un control negativo para la técnica

Junto con los cortes seriados de los tacos de los drganos fetales que se montaron
en portaobjetos tratados con Poli-L-lisina, se realizaron cortes seriados de organos
controles positivos y negativos. Como controles positivos del genotipo I del vDVB
se utilizaron muestras de piel de un ternero persistentemente infectado facilitado por
gentileza del Dr. Javier Lértora y 6rganos de un ternero infectado persistentemente
con el vDVB detectado por aislamiento viral en sangre y organos. Como control
positivo del genotipo II se utilizaron extendidos de cultivos celulares infectadas con
la cepa de referencia, cortesia del laboratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias. Como controles negativos se utilizaron cortes de organos de otras
especies. Ademas, como control negativo de la técnica se utilizaron cortes positivos
donde se cambio el anticuerpo primario por un suero normal.

De cada feto se procesaron para IHQ los siguientes 6rganos: higado, corazon,
pulmon, rindn, ganglio linfatico, valvula, bazo, timo, y otros, tales como placenta,
tiroides, piel, cerebro y cerebelo.

Los cortes seriados de los diferentes 6rganos montados en portaobjetos con
Poly-L-lisina, se trataron de la siguiente manera: Antes de realizar la técnica, los
cortes fueron colocados en estufa a 60° durante 10 minutos, luego se desparafinaron
en 2 cubetas con xilol (xilol A y xilol B) durante 15 minutos y 10 minutos,
respectivamente. La hidratacion se hizo en dos bafios de alcohol 100° (alcohol 100°
A y B) durante dos minutos cada uno, luego en alcohol 96° durante dos minutos, y
posteriormente en alcohol 70° durante dos minutos. Después de la hidratacion se

lavaron con PBS, durante 5 minutos. Para la inactivacion de la peroxidasa endogena
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se utilizé una solucion de H,O, en metanol durante 20 minutos (10+10). Para 10
portaobjetos, que se colocaron dorso con dorso en el porta slide, se utilizaron 4 ml
de H,O; en 36 ml de metanol. A los 10 minutos de la incubacion, se agregaron 4 ml
adicionales de H,O, y se incubaron 10 minutos mas. Se realizé un lavado con agua
destilada durante 5 minutos. La recuperacion antigénica fue realizada con tratamiento
proteolitico con Proteinasa K (Dako ® Cat No. S3020), secando los preparados y
agregando la enzima a cada portaobjetos a T® ambiente e incubando por 10 minutos,
en camara humeda. Luego de la recuperacion antigénica, los cortes fueron lavados
tres veces con PBS, durante 5 minutos cada lavado. Posteriormente, los cortes se
secaron y se colocod suero normal de cabra al 1%, durante 15 minutos, que se utilizo
como solucion de bloqueo. Cumplido el tiempo de incubacion, se escurrid el exceso
de solucion y sin lavado posterior, se aplico el anticuerpo primario, dejando incubar
toda la noche a temperatura ambiente.

Como anticuerpos primarios se utilizaron dos anticuerpos monoclonales, para
cada uno de los genotipos del virus. Para el genotipo 1 se utiliz6 el anticuerpo
elaborado en la linea celular 157 (VMRD ® Cat No. 157), dirigido contra la proteina
E2 (gp 53) del genotipo I del virus de la diarrea viral bovina, el cual se liga
especificamente al vDVB genotipo 1 y no al vDVB genotipo 2. Para el genotipo 2, se
utilizo el anticuerpo elaborado en la linea celular BA-29 (VMRD ® Cat. No. BA-29),
dirigido contra la proteina E2 (gp 53) del genotipo 2 del vDVB, el cual se liga
especificamente al vDVB genotipo 2 y no al vDVB genotipo 1. Ambos anticuerpos
se utilizaron diluidos 1:30 con incubacion toda la noche a temperatura ambiente.

Al dia siguiente, se realizaron dos lavados con PBS, durante 5 minutos cada uno.

Luego los cortes se secaron y se aplico el anticuerpo secundario biotinilado (Zymed
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® Cat No. 81-6540, dilucion 1:120), durante un periodo de 30 minutos. Se volvio a
lavar dos veces con PBS, durante 5 minutos cada lavado.

Luego de secados, se aplicéd la estreptavidina-biotina-peroxidasa (Biogenex ®
Cat No. HK330-9K), durante 30 minutos, después se realizaron dos lavados, se
volvieron a secar y se coloco el cromoégeno Aminoetilcarbazol (AEC), (Biogenex ®
Cat No. HK139-5K) durante 15 minutos. Posteriormente se hicieron dos lavados con
agua destilada, de 5 minutos cada uno.

La coloracion de contraste se realizd6 con Hematoxilina Biopur, 1:2 en agua
destilada, durante 30 segundos a 1 minuto, luego se lavo con agua destilada, se
realizo el viraje en agua corriente, y se volvio a lavar dos veces con agua destilada,
durante 3 minutos cada uno. El montaje fue realizado con Ultramount (Dako® cat.

N° S1964).

11.2.3. Western blot

La técnica de western blot fue realizada para medir la especificidad del anticuerpo
157, dirigido contra la glicoproteina E2 (gp 53) del vDVB, con el que obtuvimos

inmunomarcacion en 6rganos fetales.

I1.2.3.1. Procesamiento de las muestras utilizadas para western blot

Se utilizaron 3 cepas de referencia del vDVB genotipo I (NADL, Singer y
Nebraska), y gp 53 purificada, cedidas gentilmente por la profesora Adela Gollan,

del laboratorio de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de Esperanza,
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para realizar la técnica de western blot y medir la especificidad del anticuerpo para el
genotipo I que utilizamos.

Se tomaron 100 ul de cada cepa y de la proteina purificada, y se mezclaron con
igual volumen de buffer de lisis (RIPA). Cada muestra fue mezclada con vortex,
durante 1 minuto, cada 5 minutos por 20 minutos. Las muestras fueron centrifugadas
a 14.000 g en centrifuga refrigerada durante 30 minutos (Chen et al., 2007). Se
separo el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en igual volumen de buffer RIPA.
De las 3 cepas utilizadas, se midieron proteinas en el sobrenadante y en el pellet, y se
utilizo también el sobrenadante del purificado de E2 (gp 53). La determinacion de la
concentracion proteica de cada muestra se realizO mediante el método Lowry
modificado (Bio-Rad). Este proceso se realizd en microplacas y las lecturas se
hicieron en un lector de microplacas a 650-700 nm. Se utilizé un patréon de BSA para

realizar las inferencias.

I1.2.3.2. Técnica de western blot

Se llevaron a cabo electroforesis vertical en geles discontinuos con un 10% de
arcrilamida-bisacrilamida (29:1) en condiciones desnaturalizantes para el gel de
resolucion. Las muestras fueron diluidas 1:2 con buffer de muestra para SDS-PAGE,
e incubadas en bafo termostatico a 95° C por 5 minutos. Se sembraron los volumenes
adecuados para 40 ug de proteinas, y cada muestra fue sembrada dos veces. Se
realiz6 una corrida electroforética durante 45 minutos a 25 mA para el gel de

apilamiento y luego durante 90 minutos a 50 mA para el gel de resolucion. Se utilizo
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el buffer de corrida Tris-Glicina con 0,1% de SDS pH 8,3. Los marcadores de peso
molecular (PM) que se utilizaron se detallan en la Tabla 3.

Luego de terminada la corrida se procedid a la transferencia de las proteinas desde
el gel a una membrana de nitrocelulosa para lo cual se utilizo el buffer de
transferencia Towbin modificado compuesto por Tris-Glicina con 20% de metanol.
Se realiz0 la transferencia en frio a 100 V durante 3 horas. Al término de este periodo
se colored la membrana con el colorante Rojo Ponceau para ver la efectividad de la
transferencia. Con el mismo sentido se coloreo6 el gel con Coomasie Brilliant Blue
250G. Se procedid luego a la inmunodeteccion de la glicoproteina E2 (gp 53) del
genotipo [ del vDVB, con el anticuerpo monoclonal 157. La membrana fue cortada

por la mitad, para probar dos diluciones del anticuerpo, 1:50 y 1:100.

Tabla 3: Estandares de PM para SDS-PAGE,

amplio espectro. Bio-Rad.

Proteina Peso Molecular kDa
Miosina 200
B-galactosidasa 116,25
Fosforilasa b 97,40
Albumina sérica 66,20
Ovoalbumina 45
Anhidrasa carbonica 31
Inhibidor de tripsina 21,50
Lisozima 14,40
Aprotinina 6,50
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Protocolo para la inmunodeteccion de la proteina en la membrana de nitrocelulosa

1. Se enjuagod la membrana de nitrocelulosa con agua destilada y luego con TBS-T
hasta la desaparicion del colorante.
2.. Se bloquearon los sitios de union inespecificos con TBS-T leche 5%, 1 hora a
temperatura ambiente en agitacion
3. Se realizaron lavados a temperatura ambiente con TBS-T, en agitacion:

e Dos lavados rapidos

e Un lavado de 15 minutos
4. Se incubaron ambas membranas con las dos diluciones del anticuerpo primario
durante toda la noche en heladera. Para las diluciones del anticuerpo primario se
utilizd buffer de bloqueo y se realizd mediante la colocacion del anticuerpo que
cubra la membrana y un folio o nylon sobre la misma para que distribuya el
anticuerpo por capilaridad.
5. Se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno, a temperatura ambiente con TBS-
T, en agitacion.
6. Se incubaron ambas membranas con el anticuerpo secundario durante una hora a
temperatura ambiente en camara himeda. Para la dilucion (1:250) se utilizé buffer de
bloqueo y se procedié como en el paso 4.
7. Se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno, a temperatura ambiente con TBS-
T, en agitacion.
8. Se revelod con quimioluminiscencia.
9. Se lavé con agua destilada.

10. Se secd la membrana entre papeles secantes.
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Las membranas de nitrocelulosa reveladas con quimioluminiscencia fueron
escaneadas con un escaner de oficina (HP Deskject F 380) y las imagenes obtenidas

fueron guardadas con formato JPG.

I11.2.4. Concordancia entre técnicas diagndsticas utilizadas

Para determinar si existié relacion significativa entre las técnicas diagnosticas
utilizadas, los datos se analizaron con el programa estadistico Statgraphics plus,
version 3.0, utilizando tablas de frecuencias y el test de Chi-cuadrado. Para ello, los
resultados de cada técnica fueron estipulados de la siguiente manera
0: resultado negativo;

1: resultado positivo.

Entre los resultados obtenidos con el aislamiento viral, la Inmunofluorescencia

directa y la técnica de Inmunohistoquimica se calcul6 la concordancia absoluta y el

indice estadistico de Kappa (K) (Henandez Sampieri et al., 2000).
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IV- RESULTADOS

1V.1. Aislamiento viral e Inmunofluorescencia Directa

De los 50 fetos analizados, se aislo el vDVB en 20 fetos, y 25 resultaron positivos a

la IFD. (Anexos 2 y 3). Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 4.

Tabla 4: Resultados de las técnicas de Aislamiento Viral e IFD en 50 fetos abortados

Feto N° | Aislamiento viral | IFD Feto N°| Aislamiento viral IFD
1 + + 26 - -
- - 27 - -
3 + + 28 + +
4 - - 29 - -
5 - - 30 + +
6 - - 31 - -
7 + + 32 - -
8 - - 33 - -
9 - + 34 - +
10 - + 35 - +
1 - - 36 - +
12 + + 37 - -
13 + - 38 + +
14 + + 39 + -
15 - - 40 + +
16 - - 41 + +
17 - + 42 + +
18 + + 43 + +
19 + + 44 + -
20 - - 45 -
21 - - 46 - +
22 - - 47 - -
23 - + 48 - -
24 - + 49
25 + - 50

89



V- Resultados

IV.2. Lesiones histopatoldgicas en érganos de los 50 fetos abortados y comparacion

entre los fetos con y sin aislamiento viral

IV.2.1. Lesiones histopatoldgicas en 6rganos de los 50 fetos abortados

En la Tabla 5 se presenta en porcentaje la frecuencia de lesiones en cada drgano de

acuerdo al grado de lesion (Anexo 1).

Tabla 5: Frecuencia y grados de presentacion de lesiones microscopicas en 6rganos de

50 fetos abortados

Lesiones Microscépicas \ Leve (%) | Moderada (%) \ Severa(%)
Higado
Congestion y Edema 4 16 0
Infiltrados mononucleares intersticiales 4 18 2
Tumefaccion de hepatocitos 10 32 6
Focos de necrosis 10 12 0
Autdlisis 0 6 8
Corazén
Congestion y Edema 2 0 0
Infiltrados mononucleares intersticiales 10 10 4
Vasculitis 0 0 0
Autolisis 0 6
Pulmon
Congestion y edema 10 22 0
Infiltrados mononucleares intersticiales 6 6 10
Focos de necrosis 10 4 0
Hiperplasia del tejido linfoide 14 0 0
Autolisis 0 0 4
Rifon
Degeneracion tubular 2 22 0
Necrosis tubular 2 4 0
Infiltrados mononucleares intersticiales 2 8 0
Autdlisis 0 22 22
Adrenal
Hiperplasia cortical 4 11 0
Atrofia cortical 0 4 0
Autdlisis 0 11 14
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Ganglios linfaticos

V- Resultados

Deplecidn linfoidea 17 46 4
Necrosis linfoidea 8 2 0
Linfoadenitis 8 25 8
Hiperplasia linfoidea 6 4 0
Autolisis 0 2 6
\VValvula ileo-cecal

Necrosis del epitelio de las criptas en la mucosa 5 21 12
Deplecidn y necrosis linfoidea 7 16 2
Degen hialina pared arteriolas 2 0 0
Vasculitis 7 2 0
Autolisis 5 21 23
Bazo

Deplecidn linfoidea 6 47 0
Necrosis linfoidea 2 4 0
Esplenitis 6 4 0
Hiperplasia pulpa blanca 4 0 0
Autolisis 4 10 12
Timo

Deplecidn linfoidea 2 35 0
Necrosis linfoidea 4 11 0
Infiltrados leucocitarios 2 7 0
Autolisis 0 2 4

El higado, el corazon y los pulmones se procesaron en los 50 fetos, el bazo y rifiones

en 49 fetos, ganglios linfaticos en 48, timo en 46, valvula ileocecal en 43 y las glandulas

adrenales s6lo en 28 de los 50 fetos.

El higado del 50% de los fetos presenté cambios degenerativos en distintos grados

(Figura 2), el resto de las lesiones hepéticas protocolizadas (congestion y edema,

infiltrados mononucleares intersticiales y focos de necrosis) estuvieron presentes entre

el 20 y el 24% de los mismos.

Los organos linfaticos presentaron distintos grados de deplecion linfoidea: en

ganglios el 50% de los fetos (moderada a severa), en la valvula ileo-cecal el 26%

(Figuras 6y 7), en bazo el 53% (Figuras 12 y 13) y en timo el 37% (figuras 9, 10 y 11);
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la necrosis linfoidea también fue observada en éstos 6rganos, aunque en menor
porcentaje, comprendida entre el 6 y el 15%.

Los infiltrados mononucleares intersticiales se observaron en drganos
parengquimatosos, aunque con distinta frecuencia de presentacion: en higado, corazon y
pulmones estuvieron presentes entre un 20 y un 24%, en rifiones en el 10% (Figuras 4 y
5) y en timo en el 9% de los fetos.

Los grados de autdlisis en los distintos érganos fueron variables, la mayor frecuencia
se observo en rifiones (Figura 4) y en la valvula ileo-cecal, en casi la mitad de los fetos
(45 y 49%, respectivamente). También fue frecuente en bazo (27%) y glandulas
adrenales (25%), y en menor porcentaje en higado (14%).

En algunos fetos también fueron procesados otros 6rganos, tales como tiroides, piel,
cerebro, cerebelo, eséfago y placenta (Anexo n°l). Se procesaron 25 glandulas tiroides
del total de los fetos, la mayoria de las cuales no evidencid lesiones. Se procesaron 8
muestras de piel, y solo en una de ellas se detectdé degeneracion vacuolar de la
epidermis. En 13 muestras de cerebro se observaron 5 con lesiones de encefalitis
(Figura 15), vacuolizacién y signos de necrosis neuronal. También fueron procesadas 9
muestras de cerebelo, la mayoria de las cuales no presentdé cambios histoldgicos. El
esofago fue procesado en dos fetos, encontrando en uno hiperplasia del epitelio y en
otro hiper y paraqueratosis. Con respecto a la placenta, se analizaron 6 muestras, de las
cuales so6lo una presentd placentitis, con necrosis y calcificacion, e infiltrados de

polimorfonucleares.
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Figura 3: Corazén feto n° 38. H.E. Infiltrados
mononucleares en epicardio. Aislamiento positivo

Figura 4: Rifién feto n® 14. H.E. Infiltrados Figura 5: Rifién feto n° 14. H.E Infiltrados
mononucleares focales. Autdlisis leve. Aislamiento | mononucleares intersticiales Aislamiento positivo
positivo (4x)

Figura 6: Valvula ileocecal feton® 1. H.E. Se Figura 7: Vélvula ileocecal feto n° 38. H.E

observa acortamiento de vellosidades y placas de Deplecién linfoide en placas de Peyer. Aislamiento
Peyer con deplecidn linfoidea. Aislamiento positivo | positivo (10x).

(4X)
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Figura 8: Vélvula ileocecal feto n° 1. H.E

Vasculitis en submucosa. Aislamiento

oy D
o . ettt -
¥ &

Figura 10: Timo feto n® 38. H.E Se observa
deplecién y necrosis linfoidea. Aislamiento positivo

Figura 12: Bazo feto n° 18 .H.E. Deplecion linfoidea
en pulpa blanca. Aislamiento positivo (10x).

V- Resultados

Figura 9: Timo feto n°38. H.E. Deplecion

Iinoidea. Aislamiento positivo (4x).

Figura 11: Timo feto n® 1. H.E. Se aprecia
deplecién y necrosis linfoidea. Aislamiento
positivo (10x

Figura 13: Bazo feto n°20. H.E. Deplecion
linfoidea. Se observan células hematopoyéticas.
Aislamiento negativo (10x)

90



V- Resultados

Figura 14: Ganglio linfatico feto n° 36. H.E. Figura 15: Cerebro feto n® 38. H.E. Manguitos
Hiperplasia linfoidea en corteza. Aislamiento perivasculares. Aislamiento positivo (10x).
negativo (4X)

1V.2.2. Comparacion de lesiones en 6rganos de fetos con y sin aislamiento de vDVB.

La comparacién entre ambos grupos de fetos se realizd a través de tablas de

distribucion de frecuencias y con el test de Chi-cuadrado.

IV.2.2.1. Distribucion de frecuencias de lesiones observadas

En la Tabla 6 se resumen los porcentajes de las lesiones encontradas en los fetos con

y sin aislamiento del virus

Tabla 6: Frecuencias y grados de presentacion de lesiones en 6rganos de fetos con y sin

aislamiento de vDVB

% de lesiones microscépicas en 50 fetos abortados

Lesiones microscopicas - - — -
P Con aislamiento (n=20) \ Sin aislamiento (n=30)

Higado
Congestion y Edema 10 27
Infiltrados mononucleares intersticiales 25 23
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Tabla 6 (cont.)

Tumefaccion de hepatocitos 45 50
Focos de necrosis 20 23
Autolisis 15 13
Corazén

Congestion y Edema 0 3
Infiltrados mononucleares intersticiales 25 23
Vasculitis 0 0
Autolisis 5 10
Pulmén

Congestion y edema 30 33
Infiltrados mononucleares intersticiales 35 13
Focos de necrosis 10 17
Hiperplasia del tejido linfoide 20 10
Autolisis 5 3
Rifion

Degeneracion tubular 32 20
Necrosis tubular 5 7
Infiltrados mononucleares intersticiales 11 10
Autdlisis 32 53
Adrenal

Hiperplasia cortical 23 7
Atrofia cortical 8 0
Autolisis 8 40
Ganglios linfaticos

Deplecion linfoidea 74 62
Necrosis linfoidea 21 3
Linfoadenitis 53 34
Hiperplasia linfoidea 11 10
Autolisis 5 10
\VValvula ileo-cecal

Necrosis del epitelio en criptas 59 23
Deplecion y necrosis linfoidea 47 12
Degen hialina pared arteriolas 0 4
Vasculitis 18 4
Autolisis 35 58
Bazo

Deplecidn linfoidea 58 50
Necrosis linfoidea 11 3
Esplenitis 11 10
Hiperplasia pulpa blanca 11 0
Autolisis 21 30
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Tabla 6 (cont.)

Timo

Deplecidn linfoidea 47 30
Necrosis linfoidea 16 15
Infiltrados leucocitarios 5 0
Autolisis 5 7

Las lesiones mas frecuentemente encontradas en el grupo de fetos con aislamiento
del virus DVB fueron: tumefaccion en células hepéticas, infiltrados mononucleares
intersticiales en drganos parenquimatosos, con mayor porcentaje en los pulmones (35%
de los fetos, de los cuales el 20% estaba afectado en forma severa); necrosis del epitelio
de las criptas en la mucosa (59% de los fetos) y vasculitis (18%) en la valvula
ileocecal; y en los 6rganos linfaticos deplecion y necrosis linfoidea. La deplecion se
observo en ganglios linfaticos en el 74% de los fetos, la mayoria con grado moderado;
en la valvula ileo-cecal en el 47%, en el bazo el 58% y en el timo el 47% de los fetos
positivos. La necrosis linfoidea se encontré en 21%, 11% y 16% de los fetos en
ganglios, bazo y timo, respectivamente.

En los fetos sin aislamiento, la deplecion linfoidea en ganglios linfaticos fue
observada en el 62%, pero la necrosis linfoidea s6lo en un 3%.

La frecuencia de autdlisis en los fetos positivos fue variable, principalmente en
valvula ileo-cecal (35%) y en bazo (21%).

En pulmon, los infiltrados mononucleares intersticiales fueron méas frecuentes en
fetos positivos (35%) con respecto a los negativos (13%). Los focos de necrosis
estuvieron mas presentes en los negativos (10% vs. 17%).

Los fetos con aislamiento viral exhibieron mayor frecuencia de degeneracion tubular

en rifidn, y mayor porcentaje de hiperplasia de la corteza adrenal.
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El 59% de los fetos positivos mostrd necrosis en el epitelio de las criptas de la
mucosa de la valvula ileo-cecal, con respecto al 23% de los negativos. También en este
6rgano la deplecién y necrosis linfoidea fue mas frecuente en los fetos positivos.

En el bazo, se observo gran diferencia en la frecuencia de necrosis linfoidea (11% en
positivos con respecto al 3% en negativos).

En el timo, la deplecion linfoidea fue mas frecuente en fetos positivos (47%) que en
negativos (30%), aunque la frecuencia de aparicion de necrosis linfoidea fue similar en
ambos grupos de fetos.

La vasculitis fue observada en la valvula ileocecal, donde se evidencié con mayor
frecuencia en fetos positivos (18% versus 4%, Figura 8).

La autolisis se presentd en la mayoria de los érganos de los fetos negativos, a
excepcion del higado, pulmdn y timo donde los porcentajes fueron similares en ambos

grupos de fetos.

IV.2.2.2. Andlisis estadistico.

En la Tabla 7, se presentan sélo las lesiones que mostraron relacion significativa

con el aislamiento viral.
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Tabla 7: Valores de Chi-cuadrado y p para lesiones histopatolégicas que presentan

relacion significativa con el aislamiento viral

Lesion histopatoldgica observada Valor de Chi-cuadrado | Valor de p
Necrosis linfoidea en ganglio linfatico 3,81 0,05
Necrosis del epitelio de la mucosa en la 5,62 0,01
valvula ileo-cecal
Deplecion y necrosis linfoidea en placas de 6.81 0,009

Peyer de la valvula ileocecal

Las Tablas 8, 9 y 10 muestran las frecuencias de presentacion de estas lesiones en los

fetos con y sin aislamiento viral, y se determina el valor del indice kappa.

Tabla 8: Aislamiento vs. Necrosis linfoidea en Ganglio linfatico

Aislamiento Aislamiento
negativo positivo
Ganglio sin Necrosis linfoidea 28 15 43
58,33% 31,25% 89,58%
Ganglio con Necrosis linfoidea 1 4 >
2,08% 8,33% 10,42%
48
29 19 A
60,42% 39,58% 100%

Concordancia: 0,66. Indice Kappa: 0,19
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Tabla 9: Aislamiento vs. Necrosis del epitelio de la mucosa en la valvula ileocecal

Aislamiento Aislamiento
negativo positivo
Valvula ileocecal sin necrosis
20 7 27
del epitelio de la mucosa 46, 51% 16,28% 62,79%
Vélvula ileocecal con necrosis
6 10 16
del epitelio de la mucosa 13,95% 23,26% 37,21%
26 17 43
60,47% 39,53% 100%

Concordancia: 0,69. Indice Kappa: 0,35

Tabla 10: Aislamiento vs. Deplecion y necrosis linfoidea en la valvula ileocecal

Aislamiento Aislamiento
negativo positivo

Vélvula ileocecal sin deplecion 23 9 32
y necrosis de placas de Peyer 53,49% 20,43% 74,42%

Vélvula ileocecal con deplecién 3 8 11
y necrosis de placas de Peyer 6,98% 18,60% 25,58%

26 17 43
60,47% 39,53% 100%

Concordancia: 0,72. indice Kappa: 0,37
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IVV.3. Recuperacion antigénica

Se evaluaron diferentes métodos de recuperacion antigénica para permitir la
inmunodeteccion del virus de la Diarrea Viral Bovina en las muestras de fetos obtenidas
durante la necropsia y fijadas con formol.

La Tabla 11 muestra los resultados obtenidos con la aplicacion de los diferentes
tratamientos, cada uno sobre 10 portaobjetos, 7 con cortes de drganos de materiales
problema, un control positivo, un control negativo y un control negativo de la técnica de
IHQ utilizando distintas diluciones de ambos anticuerpos primarios. Se observaron

resultados similares con la incubacion a temperatura ambiente y a 4°.

Tabla 11: Resultados obtenidos con los diferentes tratamientos de recuperacion

antigénica aplicados en 10 cortes de tejidos

o Resultados obtenidos
Diluciones de
: Ac. Primarios o - .
Tratamientos (Incub: o.n. a Toamb,| 1INCION Tincion | Conservacion
realizados ' yla '40) | especifica | inespecifica | del tejido
1:50 - +
Solo Microondas Regular
1:20 - . 9
1:30 - 4+
1:50 " "
Pepsina 1:20
con microondas : + +t Malo
1:30 + ++
1:50
Pepsina + b
sin microondas 1:20 + + Malo
1:30 + e+
1:50 -
Ficina +
con microondas 1:20 - + Malo
1:30 - +
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Tabla 11 (cont.)

Fici 1:50 - +
icina
sin microondas 1:20 - + Regular
1:30 - +
1:50
Tripsina - +
con microondas 1:20 + + Malo
1:30 + +++
1:50
Tripsina . +
sin microondas 1:20 + T Malo
1:30 + +++
) 1:50 . +
Proteinasa K
con microondas 1:20 + + Malo
1:30 + ++
. 1:50 _ +
Proteinasa K Reqular
sin microondas 1:20 + Tt 9
1:30 T+ +

Intensidad de reaccion: - sin tincion; + tincién débil; ++ tincién moderada; +++ tincién fuerte.

Cuando no se efectu6 ningun tratamiento de recuperacién antigénica, la
inmunomarcacioén fue negativa en todos los preparados en las diferentes diluciones con
el anticuerpo primario.

Tampoco se obtuvo inmunomarcacion cuando se utilizé ficina o microondas sélo,
probando diferentes diluciones del anticuerpo primario.

El tratamiento enziméatico combinado con el microondas produjo gran destruccion
del tejido, cualquiera sea la enzima utilizada.

Asimismo, la digestion enzimatica con tripsina y con pepsina produjo una alta
destruccion de los tejidos y reacciones inespecificas, tanto en los controles negativos

como en el resto de las muestras.
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El tratamiento més efectivo fue el realizado con proteinasa K, utilizando diluciones
1:30 para los anticuerpos primarios, con incubacion durante toda la noche a temperatura

ambiente.

IV.4. Inmunohistoquimica en 6rganos de fetos abortados para la identificacion de

antigenos del virus de la Diarrea Viral Bovina

De los 50 fetos bovinos abortados a los que se realizé inmunohistoquimica sobre
tejidos, se obtuvieron 26 fetos con inmunorreactividad para el genotipo | del virus. Se
consideraron positivos a IHQ los fetos que presentaron inmunorreactividad en por lo
menos uno de los érganos procesados. La reaccion positiva se observé como estructuras
granulares citoplasmaticas, de color rojo, de distinto didmetro, en células epiteliales,
células musculares lisas, células nerviosas, linfocitos y macréfagos. No se detectaron
inmunomarcacion de antigenos del genotipo 11 del vDVB en ninguno de los fetos.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12: Inmunorreactividad para el Genotipo | del vDVB en diferentes érganos de

fetos bovinos positivos a IHQ

Feto N° Organos con inmunomarcacion
Higado | Corazén | Pulmén | Rifion | Ganglio | Valvula | Bazo Timo Otros

1 - - - - X X - - -
> X - X - - - X - -
! - - - - X - X X |Plac, Tir, Piel
8 X - X - - - X X Plac
10 - - X - X : i X -
11 X - - - - X - X -
12 - - X - X X - s -
14 - - - X _ X - - -
17 - - - X X : ” . -

18 . - - - - X X - -
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Tabla 12 (cont.)

22 - - X X X - X - -
25 - - - - - X X - -
28 - - - - X X - X -
29 X - X - X - X - Cerebro
30 X - - - X - - X -
33 - X - - X X X X -
34 X - - - X - - X -
35 - - - - X X X - -
38 - X X - X X X X -
39 - - - - - - X X -
40 - - - - X X X - -
43 - - - - X - X - -
45 X X - - - X - - -
48 - X - - X X X X -
49 - - - - - X X - -
50 - - X - - X - - -
Totales| 7 4 8 3 16 15 16 11
% 26,92 | 15,38 | 30,76 | 11,53 | 61,53 | 57,69 | 61,53 | 42,3

Los organos de fetos con mayor frecuencia de inmunomarcacion fueron: el bazo y
los ganglios linfaticos (16 muestras, Figuras 28 y 29), la vélvula ileo-cecal (15
muestras, Figuras 23 y 24) y el timo (11 muestras, Figura 22), seguidos por los
pulmones y el higado, que presentaron inmunorreactividad en 8 y 7 muestras
respectivamente. En el corazon se observé inmunorreactividad en 4 muestras (Figuras
19, 20y 21) y en el rifion s6lo en 3 muestras (Figura 27). Otros érganos positivos en un
feto fueron la glandula tiroides, la piel y la placenta. Este Gltimo érgano resulté positivo
en otro feto (n° 8), y el cerebro result6 positivo en una sola muestra (n° 29).

Las células que resultaron inmunomarcadas fueron macréfagos y linfocitos en bazo
y ganglios linfaticos (Figura 28), células epiteliales de las criptas (Figuras 23 y 24),
células del musculo liso de los vasos sanguineos (Figuras 26 y 29), macrofagos y
linfocitos en la valvula ileocecal (Figuras 23y 24), linfocitos en el timo (Figura 22),
celulas epiteliales y del tejido intersticial en pulmones y rifiones (Figuras 27),

hepatocitos y celulas de Kupffer en el higado, y en el corazon los cardiomiocitos
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(Figura 20), las células conjuntivas (Figura 19) y las células del sistema de conduccién

(Figuras 19 y 21). En la piel de un feto hubo inmunorreaccion en las células epiteliales,

macrofagos de la dermis y células musculares de la pared de los vasos sanguineos

(Figuras 25y 26).

En ningun feto se obtuvo inmunomarcacion en todos los érganos. Solamente en 2 la

reaccion se observo en 6 érganos (fetos n°® 7'y 38) y en 4 fetos en 5 6rganos (fetos n° 8,

29, 33 y 48). Un solo feto presentd inmunorreactividad en 4 6rganos (feto n® 22),

mientras que la gran mayoria exhibieron reaccién positiva en 3 6rganos (11 fetos) y 2

organos (8 fetos).

f
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Figura 16: IHQ en piel de ternero PI, control
positivo. Inmunorreactividad intracitoplasmatica
color rojo en las células del foliculo piloso con el ac.
monoclonal 157. Contraste con Hematoxilina (40X).

Figura 17: IHQ en pulmén de ternero PI, control
positivo. Inmunorreactividad intracitoplasmatica
color rojo en células del tejido interlobulillar con el
ac. monoclonal 157. Contraste con Hematoxilina
(10x).
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Figura 19: IHQ en corazdn feto n° 33
Inmunomarcacién intracitoplasmatica en células
del tejido conjuntivo y del sistema de conduccién.
Ac. Monoclonal 157. Contraste con Hematoxilina

Figura 18: IHQ en pulmoén de ternero P, control

positivo. Inmunorreactividad intracitoplasmatica
color rojo en células del tejido interlobulillar con ac.
monoclonal 157. Contraste con Hematoxilina (10x).

Figura 21: IHQ en corazdn feto n° 38
Inmunomarcacion intracitoplasmatica color rojo en
células del sistema de conducciéon Ac. Monoclonal
157 Contraste con Hematoxilina (10x).

Figura 20: IHQ en corazon de feto n° 38.
Inmunorreactividad intracitoplasmatica color rojo en
cardiomiocitos. Ac. monoclonal 157. Contraste con
Hematoxilina (10x)
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Figura 22: IHQ en timo, feto n® 11:
Inmunomarcacion intracitoplasmatica color rojo en
células del parénquima y del intersticio. Ac.
Monoclonal 157. Contraste con Hematoxilina (40x)

Figura 23: IHQ en vélvula ileocecal del feto n° 28.
Inmunomarcacion intracitoplasmatica en células
epiteliales glandulares y del corion de la valvula
ileocecal. Ac. Monoclonal 157 (10x).

Figura 24: IHQ en valvula ileocecal del feto n° 28.
Inmunomarcacion intracitoplasmatica en células
epiteliales glandulares y linfocitos de las placas de
Peyer. Ac. Monoclonal 157. Contraste con
Hematoxilina (40X).

Figura 25: IHQ en piel de feto n° 7.
Inmunomarcacion intracitoplasmatica color rojo en
células de la dermis. Ac. Monoclonal 157.
Contraste con Hematoxilina (40X).
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Figura 26: IHQ en piel de feto n° 7.
Inmunorreactividad intracitoplasmatica color rojo en
células del musculo liso de los vasos sanguineos de
la dermis. Ac. Monoclonal 157. Contraste con
Hematoxilina (40X)

Figura 27: IHQ en rifion feto n° 17.
Inmunorreactividad intracitoplasmatica color rojo
en células intersticiales. Ac. Monoclonal 157.
Contraste con Hematoxilina (40x)

Figura 28: IHQ en ganglio linfatico, region medular,
feto n°® 12. Inmunorreactividad intracitoplasmatica
color rojo en linfocitos. Ac. Monoclonal 157.
Contraste con Hematoxilina (10x).

Figura 29: IHQ en ganglio linfatico, regién
medular. Feto n® 40. Inmunorreactividad
intracitoplasmatica color rojo en célula de la pared
de un vaso sanguineo. Contraste con Hematoxilina.
(40X).

IV.5. Técnica de western blot para medir la especificidad del anticuerpo

La inmunomarcacién de las membranas de nitrocelulosa con el anticuerpo 157 contra

el genotipo | del vDVB, dilucién 1:50, di6é como resultado la identificacion de bandas
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nitidas a nivel de los 53 kDa, entre los estandares de 66,20 kDa (albumina sérica) y 45
kDa de peso molecular (ovoalbumina), en las calles donde sembramos el sobrenadante
de la cepa NADL y la dilucion del purificado de gp53. En las calles donde se sembraron
las otras dos cepas (Nebraska y Singer) no se observaron bandas. La diluciéon 1:100
también evidencid bandas en las mismas calles, pero mucho mas tenues. La figura 30

muestra los resultados del western blot, utilizando el anticuerpo diluido 1:50.

Figura 30: Resultados del western blot utilizando
el anticuerpo 157 para vDVB genotipo I. Dilucién
1:50

gp53 -

Calle izquierda: Cepa NADL
Calle derecha: dilucidn de la gp53 purificada
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IVV.6. Comparacion de resultados obtenidos con las técnicas de aislamiento viral,

IFD e IHQ

IV.6.1. Distribucion de frecuencias de resultados obtenidos

La Tabla 13 muestra los resultados obtenidos en las técnicas diagnosticas utilizadas,

y la Tabla 14 compara los resultados obtenidos con las técnicas de aislamiento viral,

IFD e IHQ en los 50 fetos abortados.

Tabla 13: Resultados obtenidos con aislamiento viral (AV), inmunofluorescencia

directa (IFD) e inmunohistoquimica (IHQ) en 50 fetos abortados

Resultados AV % IFD % IHQ %
. 20 40 25 50 26 52
Positivos
. 30 60 25 50 24 48
Negativos
Total 50 50 50
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Tabla 14: Comparacion de resultados obtenidos por IHQ para la identificacion del

vDVB en los 50 fetos abortados con los obtenidos con el aislamiento viral y la IFD

IHQ positiva IHQ negativa
AV+/IFD+ 12 4
AV+/IFD- 2 2
AV-/IFD+ 4 5
AV-/IFD- 8 13
Total 26 24

De acuerdo a la Tabla 14, en 12 fetos las tres técnicas diagnosticas utilizadas
resultaron positivas (24%), mientras que todas resultaron negativas en 13 fetos (26%).
Las tres técnicas concordaron en el 50% de los fetos. La IHQ no detect6 4 fetos que
fueron positivos a las otras dos técnicas, mientras que resultaron positivos 8 fetos que
fueron negativos con el aislamiento y la IFD, y 12 fetos que fueron negativos con el

aislamiento viral.

IV.6.2. Analisis estadistico

La Tabla 15 muestra los valores de Chi-cuadrado y p obtenidas para medir la

relacion estadistica existente entre las técnicas diagnosticas utilizadas.
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Tabla 15: Valores de Chi cuadrado y valores de p para comparar las técnicas

diagndsticas utilizadas en 50 fetos abortados

IFD vs. IHQ

Tecnicas diagnosticas comparadas Valor de Chi-cuadrado | Valor dep
Aislamiento viral vs. IFD 12,00 0,0005
Aislamiento viral vs. IHQ 4,33 0,0375

2,88 0,08

De acuerdo a los valores obtenidos, existe relacion estadistica significativa entre los

resultados obtenidos entre el aislamiento viral y la IFD, y entre el aislamiento viral y la

IHQ, aunque mucho menor. Al comparar los resultados de la IFD con la IHQ, los

valores de Chi cuadrado y p demuestran que no existe relacion estadistica significativa

entre ambas técnicas

Las Tablas n°® 16, 17 y 18, y las figuras 31, 32 y 33 comparan los resultados

obtenidos entre las técnicas diagndsticas utilizadas. El aislamiento viral, considerado

como el método de referencia, se compara con la Inmunofluorescencia directa y la

técnica de Inmunohistoquimica. Por Gltimo, se comparan estas Ultimas técnicas entre si.

También se determina para cada comparacion, el valor de la concordancia absoluta y el

indice kappa
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Tabla 16: Tabla de 2x2 : Aislamiento vs. IFD

Aislamiento Aislamiento
negativo positivo
21 4 25
IFD negativa 42% 8% 50%
9 16 25
IFD positiva 18% 32% 50%
30 20 50
60% 40% 100%

Concordancia: 0,74. indice kappa: 0,48.

Figura 31: Grafico comparativo entre Aislamiento e IFD

Alslam.

IFD

0 4 8 12 16 20 24

N' de fetos

La Tabla 16 y la Figura 31 muestran que en 37 fetos los resultados obtenidos son
coincidentes. Solo 4 fetos con aislamiento viral fueron negativos a la IFD, mientras que
9 fetos sin aislamiento fueron positivos a la misma. El valor del indice kappa muestra

una concordancia moderada entre ambas técnicas.
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Tabla 17: Tabla de 2x2: Aislamiento vs. IHQ

Aislamiento Aislamiento
negativo positivo
18 6 24
IHQ negativa 36% 12% 48%
12 14 26
IHQ positiva 24% 28% 52%
30 20 50
60% 40% 100%

Concordancia: 0,64. Indice kappa: 0,27

Figura 32: Grafico comparativo entre Aislamiento e IHQ

Aislam.
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IHQ
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N' de fetos

La Tabla 17 y la Figura 32 muestran que hubo concordancia entre los resultados
obtenidos con el aislamiento viral y la técnica de IHQ en 32 fetos (18 fetos negativos y
y 14 fetos positivos a ambas técnicas). La IHQ no detect6 6 fetos con aislamiento viral,
y resulto positiva en 12 fetos con aislamiento negativo. El valor de la concordancia y

del indice kappa se consideran moderados.
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Tabla 18: Tabla de 2x2: IFD vs. IHQ

IFD IFD
negativa positiva
15 9 24
IHQ negativa 30% 18% 48%
10 16 26
IHQ positiva 20% 32% 52%
25 25 50
50% 50% 100%

Concordancia: 0,62. Indice Kappa: 0,24

Figura 33: Grafico comparativo entre IHQ e IFD
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La Tabla 18 y la Figura 33 grafican una concordancia moderada entre las técnicas de
IFD e IHQ. El indice kappa resultd bajo. En 31 fetos ambas técnicas fueron coincidentes
en los resultados, mientras que 9 fetos positivos a IFD fueron negativos a IHQ y 10

fetos negativos a IFD fueron positivos a IHQ.
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V- DISCUSION

V.1. Lesiones histopatologicas en 6rganos de los 50 fetos abortados y comparacion

entre los fetos con y sin aislamiento viral

La remision de fetos completos para necropsia y toma de muestras para diagnostico
siempre ha planteado dificultades dificiles de resolver, tales como el modo de envio y la
distancia a recorrer hasta el centro de diagndstico, que frecuentemente impiden que el
material enviado llegue en tiempo y forma al laboratorio. Sumado a estas dificultades,
muchas veces los centros de diagndstico no pueden brindar informacion certera sobre la
causa del aborto, debido a varias razones. Cualquier causa que provoque disturbios en la
fisiologia normal de la gestacion puede interrumpirla, tales como agentes infecciosos,
toxinas, desbalances hormonales, vacunaciones, déficits alimentarios, disturbios
genéticos e influencias fisicas. Ademas, como el aborto puede sobrevenir por disturbios
en la union feto-placenta o en la salud fisica de la madre, es muy importante que se
envien todas las muestras consideradas relevantes, con una historia clinica completa.
Frecuentemente, el feto muerto y la placenta son retenidos en el utero varios dias y
sufren autdlisis antes de ser expulsados y, en consecuencia, no son adecuados para un
estudio diagndstico completo. Este grado de autdlisis siempre ha sido un factor
condicionante en el envio del material al laboratorio. Por otra parte, la falta de
disponibilidad de las técnicas actuales de diagnoéstico en los laboratorios de rutina
también entorpece la determinacion del diagndstico etioldgico. Esta dificultad ha sido
planteada por muchos investigadores: Kirkbride (1992) publico resultados de la

deteccion de agentes etioldgicos en fetos y mortinatos analizados en un periodo de 10
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afios, y en el 67,17% de 8.962 materiales no pudo ser determinada la causa del aborto.
Alves et al. (1996) concluyeron el diagnostico etiologico en sélo el 31,4% de los 1.019
fetos abortados que analizaron. Campero et al. (2003), sobre 354 fetos analizados, no
han podido determinar la etiologia en el 54, 5% de los casos. Costa et al. (2004), sobre
273 abortos estudiados, no han determinado la causa en el 64,5% de los casos.
Khodakaram-Tafti e Ikede (2005), no pudieron llegar al diagndstico etioldgico en el
59% de los abortos y 32,4% de los nacidos muertos y mortinatos que analizaron, 265 en
total.

La necropsia y toma de muestras de los fetos utilizados en la presente investigacion
fue realizada por docentes y alumnos del Hospital de Salud Animal, en general en forma
inmediata a su llegada, para minimizar los efectos negativos de la autolisis. Debido a
que las muestras no fueron tomadas por nosotros, en algunos fetos no hemos podido
procesar todos los 6rganos propuestos inicialmente.

Para nuestro conocimiento, no se han documentado muchos trabajos que hayan
realizado estudios de lesiones microscopicas en fetos abortados naturalmente (Miller y
Quinn, 1975; Jerret et al., 1984; Murray, 1991; Kirkbride, 1992; Moore et al., 2002;
Campero et al., 2003; Costa et al., 2004; Al-Afaleq et al., 2006). Muchos trabajos
publicados han investigado los efectos que produce el vDVB cuando es inoculado
experimentalmente a las madres en distintos estadios de la gestacion (Brown et al.,
1975; Done et al., 1980; Bielefeldt Ohmann, 1982; Mc Clurkin et al., 1984; Fredriksen
et al., 1999 b). También se han investigado las lesiones y la distribucion de antigenos
virales en animales PI clinicamente normales (Cutlip et al., 1980; Tsuboi e Imada,
1998; Fray et al., 1998; Bielefeldt Ohmann, 1988 a y b; Fredriksen et al., 1999 a; Shin y

Acland, 2001; Fray et al., 2000 b; Confer et al., 2005), las lesiones en cuadros
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espontaneos o experimentalmente inducidos de enfermedad de las mucosas aguda y
cronica (Bielefeldt Ohmann, 1988 a; Wilhelmsen et al., 1991; Liebler-Tenorio et al.,
1997; Liebler-Tenorio et al., 2000) y las lesiones y distribucion de antigenos virales en
animales infectados natural o experimentalmente en la vida post-natal, tanto con el
genotipo I como con el II (Wilhelmsen et al., 1991; Spagnuolo-Weaver et al., 1997,
Ellis et al., 1998; Odeon et al., 1999; Stoffregen et al., 2000; Baule et al., 2001; Ronchi
et al., 2001; Liebler-Tenorio et al., 2002; Liebler-Tenorio et al., 2003; Liebler-Tenorio
et al., 2004; Blas-Machado et al., 2004; Khodakaram-Tafti y Miller, 2006).

Teniendo en cuenta los 50 fetos analizados, hemos encontrado lesiones de diferentes
grados en todos los fetos. Este hallazgo coincide con las observaciones de Miller y
Quinn (1975), que describen lesiones en 48 de los 50 fetos abortados que estudiaron, y
en 12 fetos no abortados, obtenidos en frigorificos. También Kirkbride (1992), Moore
et al. (2002) y Campero et al. (2003) han investigado la presencia de distintos agentes
etioloégicos en fetos abortados, encontrando lesiones microscopicas en un gran
porcentaje de fetos en los que no se halld ningin agente causal.

Por el contrario, Bielefeldt Ohmann (1982) no hall6 lesiones macro o microscopicas
en ninguno de 27 fetos de frigorifico que usé6 como control, después de corroborar
resultados negativos en los exdmenes microbiologicos

Campero et al. (2003) encontraron que el 28,5% de los casos de abortos no
diagnosticados tenian lesiones que hacian presumir un origen infeccioso: las mas
frecuentes fueron meningoencefalitis, epicarditis, miocarditis, bronconeumonia,
neumonia intersticial, hepatitis, nefritis y miositis. En este grupo, no se vieron
diferencias significativas entre los casos con y sin lesiones histopatologicas (con

lesiones 101, sin lesiones 92). Por ello sugieren que la implementacién de técnicas
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diagnosticas nuevas o perfeccionadas contribuirian a determinar las causas del aborto
infeccioso en casos que no son diagnosticados en el presente.

Algunas de las lesiones que encontramos son consideradas totalmente inespecificas,
como la tumefaccion de hepatocitos, la congestion y edema en diversos oOrganos.
También encontramos otras lesiones mas especificas, como la deplecion linfoidea en
timo, bazo, ganglio y valvula ileocecal, que indicarian la presencia de algin agente
inmunosupresor, y los infiltrados mononucleares en dérganos parenquimatosos, que
indicarian la presencia de agentes infecciosos.

En el timo observamos alta frecuencia de deplecion linfoidea en ambos grupos de
fetos, pero fue mayor en los fetos con aislamiento viral (47% vs. 30%). Bielefeldt
Ohmann (1982), que encontrd hipoplasia en el timo de 4 fetos inoculados in utero entre
los 120 y 165 dias de gestacion con el vDVB, atribuye la misma a la necrosis y
deplecion de linfocitos provocada por el virus, ya que observando los cortes con
microscopia electronica, los restos celulares fueron detectados en grandes fagosomas de
los macrofagos presentes en las areas despobladas. Este autor, al igual que Baule et al.
(2001), también han encontrado en los fetos inoculados experimentalmente, un
desarrollo precoz de todos los organos linfaticos secundarios, sobre todo los ganglios
linfaticos y los nddulos linfaticos asociados a los bronquios y al intestino. Estos
cambios morfoldgicos parecen cumplir el patron de una respuesta inmune primaria: la
acumulacion de células en tejidos linfaticos periféricos es acompanada de una
migracion de linfocitos del timo, lo que ocasiona deplecion linfoidea en éste organo.
Este hallazgo también coincide con nuestras observaciones, ya que encontramos
hiperplasia del tejido linfoide asociado a los bronquios en el 20% de los fetos positivos,

e hiperplasia linfoide en ganglios en el 11% de los mismos.
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También en el bazo, los ganglios linfaticos y las placas de Peyer de la valvula
ileocecal observamos alta frecuencia de deplecion linfoidea en ambos grupos de fetos,
pero ain mayor en los fetos positivos. En ganglios linfaticos y bazo, la necrosis
linfoidea fue detectada casi exclusivamente en fetos positivos al aislamiento, aunque en
valvula ileocecal y timo también observamos esta lesion en fetos negativos. Al-Afaleq
et al. (2006), también han encontrado deplecion linfoidea en ganglios, bazo y timo de
mortinatos. Baule et al. (2001) hallaron deplecion linfoidea en ganglios linfaticos, bazo
y placas de Peyer de terneros inoculados experimentalmente, con necrosis de linfocitos
en el bazo. Campero et al. (2003) encontraron en fetos positivos al vDVB, focos de
necrosis en el bazo.

La presencia de células inflamatorias en todos los 6rganos fue un hallazgo en fetos
con y sin aislamiento del virus, aunque en pulmones el porcentaje fue mayor en fetos
con aislamiento del vDVB, coincidiendo con los resultados obtenidos por Murray
(1991), quien consideré muy consistentes los infiltrados mononucleares peribronquiales
e interalveolares en los abortos producidos por el vDVB. Este tltimo autor encontrd
también lesiones en parpados, y ocasionalmente en miocardio. Baule et al. (2001)
hallaron neumonia, miocarditis, nefritis e infiltrados inflamatorios focales en el higado,
mientras que Campero et al. (2003) observaron neumonia intersticial, nefritis intersticial
y hepatitis periportal en fetos con aislamiento de vDVB. Bielefeldt Ohmann (1988)
encontr¢ infiltrados ocasionales de células mononucleares en rifiones, triadas portales y
musculos de animales infectados persistentes, clinicamente sanos. Cutlip et al. (1980)
han encontrado lesiones de glomerulonefritis y encefalitis en bovinos PI clinicamente
sanos. Wilhelmsen et al. (1991) también describieron infiltrados consistentes de

linfocitos, plasmocitos y eosindfilos en corteza renal y adrenal, triadas portales, y
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submucosa de la vesicula biliar de animales PI, a los que se les indujo
experimentalmente la enfermedad de las mucosas.

En la mucosa de la valvula ileocecal, encontramos necrosis del epitelio en las criptas
de Lieberkuhn en el 59% de los fetos con aislamiento, considerada por Brown et al.
(2007) como una lesion microscopica caracteristica del vDVB. Esta lesion es una de las
pocas que presentd diferencia significativa en la frecuencia de presentacion entre los
fetos positivos y negativos a aislamiento viral. Khodakaram-Tafti y Miller (2006)
también han descripto en terneros infectados con el vDVB, ileitis erosiva a ulcerativa,
con congestion severa y hemorragia, criptas dilatadas y llenas de mucus, restos celulares
y leucocitos, con deplecion linfoidea en las placas de Peyer y herniacion del epitelio de
la mucosa dentro de las placas de Peyer despobladas.

Hemos observado vasculitis en la submucosa de la valvula ileocecal en el 18% de
los fetos positivos a aislamiento y en 4% de los negativos. Estos resultados concuerdan
con lo descripto por varios autores. Brown et al. (2007) han considerado importante en
la infeccion por vDVB la degeneracion hialina y la necrosis fibrinoide de las arteriolas
de la submucosa mesentérica, con infiltrados mononucleares leves a moderados en las
paredes de los vasos y en el area perivascular. Wilhelmsen et al. (1991) también
hallaron arteritis y periarteritis con necrosis fibrinoide en el intestino. Khodakaram-Tafti
y Miller (2006), han encontrado vasculitis fibrinosa en los vasos sanguineos de la
submucosa del ileon, aunque no correlacionadas con la distribucién de los antigenos
virales. Si bien Brown et al. (2007) han descripto lesiones vasculares en una variedad de
otros Organos, tales como corazoén, cerebro y corteza adrenal, nosotros no las hemos
encontrado. Al-Afaleq et al. (2006) han encontrado vasculitis en timo y en ganglios

linfaticos, en mortinatos y terneros con signologia clinica. Por otra parte, Shahriar et al.
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(2002) han descripto lesiones vasculares mas frecuentemente en el corazon que en otros
tejidos, y han sugerido que para incrementar la posibilidad de detectar dichas lesiones,
deberian examinarse multiples secciones del corazon y los pulmones.

Con respecto a la autolisis, los resultados que hemos obtenido coinciden con los
observados por Kirkbride (1992), que ha manifestado la falta de practicidad que tiene el
examen de tejidos en fetos autoliticos, por la dificultad presentada en la interpretacion
de las observaciones. Aun asi, analizamos todos los tejidos y 6rganos que llegaron al
laboratorio, aunque algunos autores han tenido en cuenta las lesiones macroscopicas y
el grado de autolisis para decidir el posterior analisis microscopico de los tejidos
(Kirkbride, 1992; Campero et al., 2003).

De las 6 placentas que fueron remitidas al laboratorio, s6lo encontramos lesiones en
una de ellas. Si bien el nimero analizado es escaso, teniendo en cuenta la cantidad de
fetos recibidos, el hallazgo de lesiones en solo una coincide con el porcentaje de
placentitis (5%) hallado por Kirkbride (1992), sobre un niimero mayor de fetos y
mortinatos. Murray (1991) también encontré lesiones en placenta, la mayoria
inespecificas. Otros autores concluyeron que después de la infeccion del feto con el
vDVB, no se encuentran lesiones en la placenta, y si se observan, ¢éstas son
insignificantes (Kendrick, 1971; Done et al., 1980).

A través del andlisis estadistico podemos concluir que las lesiones que muestran
diferencia significativa en la frecuencia de aparicion en fetos positivos y negativos al
aislamiento viral son la necrosis linfoidea en ganglio linfatico, la necrosis del epitelio de
la mucosa de la valvula ileocecal, y la deplecion y necrosis linfoidea en placas de Peyer
de la valvula, consideradas todas por Brown et al. (2007) como caracteristicas o

distintivas en DVB.
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Las lesiones observadas, si bien pueden orientar hacia un diagndstico presuntivo, no
pueden asegurarlo, ya que como observamos, muchas de las consideradas distintivas de
vDVB, también fueron encontradas en fetos negativos al aislamiento. Si bien cabe la
posibilidad de que algunos fetos negativos sean falsos negativos, el aislamiento viral es
considerada en la actualidad la técnica gold standard, y su especificidad no puede ser
comparada con el analisis histopatoldgico, que no presenta lesiones patognomonicas.
También es posible que los fetos negativos estén afectados por otros agentes
inmunosupresores que provocan similares respuestas en los tejidos a la infeccion por
vDVB. Esta conclusién es coincidente con la de Murray (1991), que establecié que las
lesiones observadas en los fetos son insuficientes para determinar la causa primaria del
aborto. También en terneros seronegativos inoculados experimentalmente con el
genotipo II, se encontraron muy pocos cambios macroscopicos ¢ histologicos, y los
autores concluyeron que en el examen postmortem la causa no pudo hacerse evidente;
mas aun, se encontraron lesiones que no hubieran sido asociadas al vDVB (Ellis et al.,

1998).

V.2. Recuperacion Antigénica

Uno de los aspectos cruciales de la IHQ es la retencién de los antigenos en los
tejidos en una conformacion que puedan ser reconocidos por los anticuerpos. Como
hemos mencionado, la reactividad de muchos antigenos es alterada por la fijacion.
Durante las ultimas tres décadas, la IHQ se ha transformado en el método auxiliar mas
importante para la histopatologia. Sin embargo, la estandarizacion de estas técnicas

continla siendo un problema. La calidad de la inmunomarcacion depende
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principalmente de tres factores: 1) fijacion y procesamiento de los tejidos; 2)
desenmascaramiento de los determinantes antigénicos; y 3) sensibilidad de los sistemas
de deteccion (Werner, 1999).

El formaldehido induce la formacion de uniones cruzadas entre proteinas, o entre
proteinas y acidos nucleicos, ocasionando el enmascaramiento de muchos determinantes
antigénicos (Werner, 1999). Por otra parte, el efecto de la deshidratacion y la
temperatura de inclusién en parafina, también pueden afectar la conformacion o
estabilidad de los antigenos tisulares (Haines y Chelack, 1991).

Los determinantes antigénicos que han sido ocultados o alterados por el
formaldehido pueden ser desenmascarados, recuperando su conformacion. Como hemos
mencionado, los métodos mas comunes utilizados para esto, son los tratamientos
proteoliticos o los basados en la utilizacion de métodos fisicos como el calor o
ultrasonido (Gimeno et al., 1998; Shi et al., 2001).

Nuestros resultados en relacion a las desventajas del tratamiento con horno
microondas, y las ventajas de la Proteinasa K, coinciden con trabajos previos de Lértora
et al. (2003), quienes trabajaron con muestras fijadas por corto tiempo en formol. Shi et
al. (2001) han considerado que en algunas proteinas, los tratamientos de alta
temperatura (como el microondas en nuestro caso) puede inducir una reaccidon negativa
en la IHQ, lo que coincide con nuestros hallazgos.

En trabajos previos, otros autores han realizado pruebas similares. Belak et al.
(1989) realizaron la imunodeteccion de antigenos del vDVB sobre tejidos fijados en
alcohol mediante tres anticuerpos monoclonales en alta concentracion (1:5). Allan et al.
(1989) realizaron por primera vez la deteccion de antigenos en tejidos fijados en formol

y embebidos en parafina, utilizando tratamientos con tripsina, pepsina y proteasa XIV
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para desenmascarar los antigenos, y tuvieron resultados parecidos al comparar los
resultados obtenidos en parafina con los alcanzados con inmunofluorescencia directa
sobre criosecciones. En este sentido, como ya hemos mencionado, la mayoria de los
trabajos en este tema han sido realizados sobre materiales procesados por congelacion
(Wilhelmsen et al., 1991; Liebler-Tenorio et al., 1997; Spagnuolo-Weaver et al., 1997,
Fredriksen et al., 1999 a y b; Liebler-Tenorio et al., 2000; Fray et al., 1998; Fray et al.,
2000 a; Liebler-Tenorio et al., 2003; Liebler-Tenorio et al., 2004). La THQ realizada en
estas condiciones, haria inviable la técnica para el diagnostico de rutina en condiciones
de trabajo "a campo”.

Para realizar la técnica de IHQ, utilizamos dos anticuerpos primarios, para cada uno
de los genotipos del virus. Para el genotipo 1 usamos el anticuerpo elaborado en la
linea celular 157 (VMRD ® Cat No. 157), dirigido contra la proteina E2 (gp 53) del
genotipo I del vDVB. Para el genotipo 2, utilizamos el anticuerpo elaborado en la linea
celular BA-29 (VMRD ® Cat. No. BA-29), dirigido contra la proteina E2 (gp 53) del
genotipo 2 del vDVB. El anticuerpo monoclonal 157 fue producido y caracterizado por
Deregt et al. (1990), junto con otros 3 anticuerpos, todos especificamente dirigidos
contra la proteina E2. El anticuerpo monoclonal BA-29, contra la proteina E2 del
genotipo II, fue producido y caracterizado mas recientemente (Deregt et al., 1998 b). La
reactividad del mismo fue medida con 20 cepas y aislamientos de vDVB genotipo II de
brotes en enfermedad severa de Ontario y Estados Unidos y reconocid todas las cepas
con las que se enfrent6 para caracterizarlo, indicando una alta conservacion de epitopes
entre virus del genotipo II.

Para nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que muestra resultados

positivos en tejidos fetales fijados en formol, embebidos en parafina y sometidos a THQ
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con la utilizacion del anticuerpo monoclonal 157 contra la glicoproteina E2 (gp 53) del
genotipo I del vDVB. Los resultados que hemos obtenido no concuerdan con los
alcanzados por Haines et al. (1992), quienes probaron 32 anticuerpos monoclonales,
dirigidos contra las proteinas virales NS2-3 (p125), NS3 (p80), E™ (gp 48) y E2 (gp53),
incluido el 157, y obtuvieron resultados positivos s6lo con el anticuerpo 15¢5, dirigido
contra la proteina E™ (gp 48) del virus. También Evermann et al. (1993) tuvieron
inmunomarcacion en tejidos fijados en formol y embebidos en parafina con este solo
anticuerpo, de cuatro que utilizaron. Si bien Haines et al. (1992), al igual que Moennig
(1990) han establecido que la dificultad de la deteccion del vDVB en tejidos fijados en
formol se debe a los cambios conformacionales que sufren algunos epitopes del virus
por los efectos desnaturalizantes de la fijacion, existe evidencia que algunos epitopes
resisten éstos efectos y pueden ser detectados (Allan et al., 1989). Haines et al. (1992)
concluyeron que la proteina E™ resiste los efectos de la fijacion formdlica o éstos son
revertidos con el tratamiento enzimatico. Sin embargo, estos autores también utilizaron
otros anticuerpos dirigidos contra esta proteina, sin obtener resultados positivos.

También se han publicado trabajos donde se utilizaron anticuerpos monoclonales
contra la gp 53 (E2) en células de cultivo celular o en tejidos cortados con cridstato, y
el anticuerpo 15¢5 en el material fijado en formol y embebido en parafina (Njaa et al.,
2000; Swasdipan et al., 2001; Ridpath et al., 2002).

Lértora et al. (2003) probaron sobre biopsias de piel el anticuerpo 15¢5 y un panel
de anticuerpos monoclonales, WB160, WB 162, WB 210 y WB 215, y coincidieron con
Haines et al. (1992) en los resultados obtenidos, ya que la mejor inmunomarcacion se
logré con el anticuerpo 15¢5, luego de la recuperacion antigénica. Estos autores

obtuvieron una reaccion débilmente positiva con el anticuerpo WB 210, dirigido contra
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la proteina E™, que mejord con el tratamiento en horno microondas al 50% de potencia,
pero su utilizacion no fue estandarizada porque, segiin recomendaciones del fabricante,
debe ser usado en pool para detectar todas las posibles variables antigénicas.

En nuestra investigacion, utilizamos so6lo el anticuerpo monoclonal 157 para
detectar el genotipo I del vDVB, y si bien el fabricante también recomienda utilizarlo en
pool (Deregt et al., 1990 y 1994), hemos tenido buenos resultados aun cuando la tincion
en los tejidos fetales nunca fue masiva. El anticuerpo monoclonal 157 es una
inmunoglobulina G2a, que ha demostrado ser de alta habilidad neutralizante, de fuerte
avidez por el antigeno viral, de alta especificidad y de amplia reactividad cruzada,
reaccionando con distintas cepas, no citopaticas y citopaticas, de aislamientos realizados
en diferentes localizaciones geograficas, tanto de Norteamérica como de Europa,
indicando que varias cepas de vDVB tienen epitopes comunes. Hubo una sola cepa del
genotipo 1 del vDVB no detectada en el estudio realizado por Deregt et al. (1990),
llamada cepa Draper. A través de un estudio con gp 53 con el extremo carboxilo
terminal cortado, se ha determinado que el anticuerpo monoclonal 157 se une a su
epitope dentro de los primeros 192 aminoacidos de la proteina (Deregt et al., 1998 a). Si
bien la glicoproteina E2 (gp 53) esta codificada por un sector del genoma viral que es
altamente variable, el mismo autor publicd en un trabajo posterior, que el anticuerpo
monoclonal 157 demostro reactividad cruzada entre aislamientos de vDVB del 88,4%
(84 de 95 aislamientos), y no reacciond con cepas de CSFv, a diferencia de los
anticuerpos contra las proteinas NS2-3 y NS3, que si lo hicieron (Deregt et al., 1994).
Yu et al. (1994) por otra parte, realizaron analisis de secuenciamiento genético y
demostraron que la glicoproteina E2 (gp53) de las cepas Singer, NADL y SD-1

muestran gran homologia tanto a nivel del RNA codificante como a nivel de los
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aminodcidos que forman la proteina. En todas las secuencias fueron detectados 19
residuos de cisteina y 5 sitios potenciales de glicosilacion N-ligados. Por lo tanto,
concluyeron que si bien la homologia a nivel de la secuencia nucleotidica puede variar,
hay una fuerte conservacion estructural de las proteinas de envoltura entre cepas de
vDVB. Moennig (1990) también ha remarcado que a pesar de ser bien conocido el
potencial de los virus ARN de cadena simple de experimentar cambios genéticos
rapidos, los antigenos de los pestivirus estan remarcablemente bien conservados.
Mediante la técnica de western blot que hemos realizado para corroborar la
especificidad del anticuerpo, ya demostrada por Deregt et al. (1990), hemos obtenido
bandas de la glicoproteina E2 (gp53) con la cepa de referencia NADL y con la dilucion
de la proteina purificada. No obtuvimos bandas en las calles donde sembramos la cepa
Nebraska. El resultado negativo en la técnica de Western blot podria deberse a la
desnaturalizacion de los epitopes con los procedimientos a que son sometidas las
proteinas antes de la corrida electroforética. También Kreutz et al. (2000) no pudieron
reconocer las proteinas gp53 y gp25 por western blot con los anticuerpos por ellos
desarrollados, sugiriendo que poseen epitopes dependientes de la conformacion. En un
trabajo realizado por Kohl et al. (2007), las proteinas virales fueron sometidas a
separacion electroforética en ausencia de agentes reductores, y de esta manera la
glicoproteina E2 (gp53) mantuvo su forma dimérica y pudo ser reconocida por los
anticuerpos después de ser inmovilizadas por transferencia en la membrana. Las bandas
marcadas a la altura del peso molecular de 53 kDa que hemos obtenido en las calles
donde sembramos la cepa NADL y una diluciéon de la proteina purificada, concuerda
con los hallazgos de Deregt et al. (1990), que tuvieron bandas con todos los anticuerpos

contra gp 53 utilizados. En un estudio posterior realizado con virus mutantes, se ha
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establecido que el epitope al que esta dirigido el anticuerpo 157 es discontinuo, en
contraste con lo que habia indicado la reactividad del anticuerpo en el western blot. Una
posible explicacion a la positividad obtenida en esta técnica, es que durante los
procedimientos que se realizan durante el western blot pueden producirse repliegues en
la estructura de la E2 nativa (Deregt et al., 1998 a).

Si bien la gran mayoria de los trabajos realizados en tejidos fijados en formol y
embebidos en parafina utilizaron el anticuerpo 15¢5 para detectar el vDVB (Haines et
al., 1992; Evermann et al., 1993; Ellis et al., 1995; Thiir et al., 1997; Ellis et al., 1998;
Grooms et al., 1998; Odeon et al., 1999; Stoffregen et al., 2000; Shin y Acland, 2001;
Njaa et al., 2000; Ridpath et al., 2002; Lértora et al., 2003; Cornish et al., 2005;
Khodakaram-Tafti y Miller, 2006), en la actualidad no estd disponible comercialmente
para ser utilizado en inmunohistoquimica sobre tejidos, y es utilizado en la elaboracion
de un ELISA de captura de antigenos para realizar diagnosticos sobre muestras de piel
de oreja.

Unos pocos trabajos utilizaron en tejidos fijados en formol y embebidos en parafina
otro anticuerpo monoclonal contra E™ (gp48), denominado 3.12F1, con muy buenos
resultados (Blas Machado et al., 2004; Confer et al., 2005; Fulton et al., 2006). Kreutz
et al. (2000), produjeron y caracterizaron dos anticuerpos monoclonales, el denominado
3.1C4, dirigido contra la proteina E2 (gp53) y el llamado 6.F11, dirigido contra la
proteina E1 (gp 25), a partir de aislamientos realizados en Brasil, que eran
antigénicamente diferentes de las cepas de referencia de Norteamérica. El anticuerpo
3.1C4 fue capaz de reconocer todos los aislamientos de vDVB a los que se enfrento,
tanto del genotipo 1 como del 2 (22 cepas de virus aislados en Brasil, 10 cepas de

Argentina, y 7 cepas de referencia de Estados Unidos, tales como NADL, Singer,
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Oregon, BVDV 890, VS-253, NY-93 y VS-191). Por este hallazgo, los autores
concluyeron que el anticuerpo se une a un epitope altamente conservado dentro de E2.
Cuando ambos anticuerpos producidos fueron probados en tejidos formolados y
embebidos en parafina, utilizando el anticuerpo 15¢5 como control positivo, fallaron en
detectar inmunorreactividad, ain realizando tratamiento de recuperacion antigénica con

proteasa XIV.

V.3. Inmunohistoquimica en 6rganos de fetos abortados para la identificacion de

antigenos del virus de la Diarrea Viral Bovina.

De los 50 fetos procesados, encontramos en 26 fetos inmunorreactividad con el
anticuerpo 157, especifico para el genotipo I del vDVB. Ninguno de los materiales
present6d inmunorreactividad con el anticuerpo BA-29, especifico para el genotipo II. Si
bien no hemos encontrado el genotipo 2 en las muestras procesadas, varios trabajos
anteriores confirman la presencia del mismo en nuestro pais (Odeén et al., 1998; Jones
et al., 2001; Odeon et al., 2003). Incluso el genotipo II fue asociado a abortos en
hembras prefiadas (Stoffregen et al., 2000), y aislado de fetos abortados y de suero fetal
(Ridpath et al., 1994), asi como también de fetos no abortados (Jones et al., 2001;
Flores et al., 2000), pero no hemos encontrado trabajos publicados de casos de aborto
producidos por el genotipo II del vDVB en Argentina.

Los 6rganos que tuvieron mayor frecuencia de inmunomarcacion fueron los ganglios
linfaticos, el bazo y la valvula ileocecal. Celedon et al. (1997), también hallaron una
distribucion desigual de antigenos virales en distintos érganos procedentes del mismo

animal, y concluyeron que el virus no se distribuye en forma homogénea, encontrandose
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mas diseminado en tejidos asociados con el sistema reticulo-endotelial. En la valvula
ileocecal, se observaron inmunomarcadas las células epiteliales de las criptas y células
mononucleares de la lamina propia y de las placas de Peyer. Estos hallazgos coinciden
con los de Belak et al. (1989) y Haines et al. (1992), que hallaron inmunomarcacion en
las mismas células de cortes de intestino de animales enfermos de DVB y EM.
Bielefeldt Ohmann (1988 a) ha encontrado en terneros PI clinicamente sanos y en
animales con enfermedad de las mucosas una amplia distribucidon de antigenos virales
en células epiteliales del intestino, asi como también en monocitos y linfocitos T de la
sangre y en macrofagos y linfocitos T del tejido linfatico.

En el presente estudio encontramos inmunorreaccion en las células del musculo liso
de los vasos sanguineos de la submucosa del intestino y de la dermis. Este hallazgo ha
sido encontrado por otros autores, en los o6rganos fetales y en el endometrio del utero de
vaquillonas PI (Fredriksen et al., 1999 a), en fetos abortados y mortinatos (Ellis et al.,
1995), en temeros PI (Shin y Acland, 2001) y en terneros inoculados
experimentalmente (Ellis et al., 1998).

En los pulmones se observaron algunas células del epitelio bronquial y alveolar
inmunomarcadas, ademas de algunos macréfagos en el tejido intersticial. Este hallazgo
coincide con los resultados de Confer et al. (2005), que estudiaron la distribucion de
antigenos virales en el tracto respiratorio de animales PI, y encontraron antigenos
virales en células epiteliales de revestimiento y glandulares, macrofagos, células del
musculo liso de los vasos sanguineos y células nerviosas. También encontraron
antigenos virales en gran cantidad en células pericondriales y condrocitos. La
visualizacién de antigenos virales en hepatocitos y células de Kupffer coincide con el

trabajo de Shin y Acland (2001), que encontraron, entre otras, las mismas células
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inmunomarcadas en tejidos de animales PI. Fredriksen et al. (1999 b), que estudiaron la
distribucion de antigenos del vDVB en tejidos maternos y fetales en distintos estadios
después de la infeccion aguda experimental, observaron los primeros antigenos virales
en higado y en pulmones fetales a los 14 dias post-infeccion, sin detectar los mismos en
la placenta materna.

El patron de tincion que obtuvimos en todos los cortes nunca ha sido masivo, sino
que se encontraban focos de células inmunomarcadas, a diferencia de los resultados
obtenidos por Haines et al. (1992), en distintos 6rganos de animales enfermos y Lértora
et al. (2003), en cortes de piel de animales PI, donde el patron de tincion fue mas
diseminado. Khodakaram-Tafti y Miller (2006) describieron diferentes resultados en las
células del intestino de terneros infectados: la tincion de las células epiteliales de las
criptas del intestino fue inconsistente, mientras que en los macréfagos, células linfoides,
células del musculo liso de los vasos y células endoteliales observaron una reaccion
muy intensa. En el presente trabajo, el patron de tincion obtenido puede deberse a la
utilizacion de un Unico anticuerpo, dirigido contra un epitope de la glicoproteina E2 (Gp
53), que puede haber sido dafada irreversiblemente por la fijacion formoélica (Moennig,
1990), o puede haber sufrido cambios en su estructura primaria debido a mutaciones en
el genoma viral, que impiden ser detectada por el anticuerpo en todos los tejidos. A
pesar de ello, pudimos reconocer antigenos virales, probablemente porque Ila
recuperacion antigénica pudo revertir los efectos de la fijacion formoélica. Confer et al.
(2005), por otra parte, desestimaron la pérdida de antigenicidad producida por la
exposicion prolongada al formol, ya que encontraron mayor numero de células
inmunomarcadas y distribuidas mas diseminadamente en tejidos de terneros PI que

permanecieron 7 dias en el fijador que en tejidos que permanecieron 3 dias; y mas bien
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consideraron que esta variacion puede haberse producido por diferencias en el tropismo
del virus o en la madurez de las células. Estos autores realizaron recuperacion
antigénica con pronasa, y utilizaron el anticuerpo monoclonal contra gp 48, denominado
3.12F1, como anticuerpo primario, ¢ incubaron luego con dos anticuerpos mas: uno
secundario y uno terciario. Elahi et al. (1997), por otra parte, estudiaron el efecto de la
fijacion con acetona y con formol en células infectadas para realizar pruebas de
anticuerpos unidos a peroxidasa, y concluyeron que la fijaciéon formolica es superior, ya
que todos los epitopes de los aislamientos y las cepas fueron reconocidos por 17 de los
19 anticuerpos utilizados, (9 dirigidos contra la gp53, 5 contra gp48 y 5 contra p125-
80), mientras que cuando se utiliz6 acetona, se detectd mayor variabilidad en la
deteccion de las cepas enfrentadas con los anticuerpos. Estos autores también
demostraron un alto grado de conservacion de estas tres proteinas virales, ya que
emplearon 13 aislamientos del vDVB de Québec, 2 cepas aisladas en Estados Unidos, y

4 cepas de referencia.

V.4. Comparacion de resultados obtenidos con las técnicas de aislamiento viral,

IFD e IHQ

El 50% de los fetos analizados en el presente trabajo tuvieron concordancia entre
las tres técnicas diagnosticas utilizadas. La técnica de IHQ no detect6 4 fetos que
resultaron positivos por las otras dos técnicas. Estos resultados son bajos comparados
con los obtenidos por Ellis et al. (1995), que compararon las mismas técnicas
diagnosticas que las realizadas por nosotros en 105 muestras de tejidos fetales y de

mortinatos, y obtuvieron un 74% de concordancia entre las tres, mientras que la ITHQ
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resulto negativa en un solo caso de aislamiento viral e IFD positivas. Consideramos que
una posible explicacion a la mayor sensibilidad de la IHQ obtenida por ellos es debida
al uso del anticuerpo 15¢5, que probablemente detectd antigenos virales resistentes a la
fijacion formolica y altamente conservados.

Comparando los resultados obtenidos entre el aislamiento viral y la IFD a partir de
los cultivos celulares, el valor de concordancia absoluta fue alto, y el valor del indice
kappa se considera moderado. Los valores de X2 y p indican una asociacién significativa
entre los resultados obtenidos con ambas técnicas, lo que era esperable, ya que la [FD
fue realizada a partir del cultivo celular.

Comparando los resultados obtenidos por aislamiento viral e IHQ, observamos que
la concordancia fue moderada, y el indice kappa bajo. Sin embargo, los valores de y* y p
nos indican una asociacion significativa entre ambos resultados. Encontramos 6 fetos
positivos a aislamiento viral que resultaron negativos con la técnica de THQ. Esta
diferencia puede deberse a que el anticuerpo que utilizamos no haya reconocido la
glicoproteina E2 (gp 53) del virus aislado, por posibles mutaciones que se hayan
producido en el genoma codificante, o a que la proteina viral se haya modificado en
forma irreversible debido a la fijacion formolica, aunque se haya practicado Ia
recuperacion antigénica. En los resultados publicados por Haines et al. (1992), no
hubo inmunomarcaciéon en ninguna muestra utilizando el anticuerpo 157, aunque el
método de recuperacion antigénica utilizado fue diferente. Por otro lado, 12 fetos
negativos a aislamiento mostraron inmunomarcacion en diversos 6rganos (fetos n° 5, 8,
10, 11,17, 22, 29, 33, 34, 35, 45 y 48). Estas diferencias pueden deberse a que muchos
de ellos presentaban diferentes grados de autdlisis, de leve a severa, y la técnica de IHQ

permite detectar antigenos virales ain en muestras autoliticas, mientras que el
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aislamiento viral requiere la presencia de virus infeccioso en las muestras, tal como lo
manifiestan diversos autores (Haines et al., 1992; Ellis et al., 1995 y Spagnuolo-
Weaver et al.,1997).

En ultima instancia, cuando comparamos los resultados obtenidos con las técnicas de
IFD e THQ, si bien la concordancia absoluta fue moderada, el valor bajo del indice
kappa y de y% junto al valor de p mayor de 0,05, nos indican que los resultados
obtenidos entre ambas técnicas no estan relacionados. Segun Ellis et al. (1995), la
técnica de IFD es la de mas baja sensibilidad, lo que resulta en alto numero de falsos
positivos y negativos, aunque estos investigadores practicaron la técnica sobre tejidos
congelados, en muchos casos autoliticos, mientras que nosotros realizamos la [FD como
un método de identificacion del virus aislado a partir de los cultivos celulares

inoculados con los pooles de 6rganos fetales enviados al laboratorio.
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VI- CONCLUSIONES

1- Los fetos con aislamiento positivo del vDVB mostraron asociacién significativa con
las lesiones de necrosis linfoidea en ganglios linfaticos, necrosis del epitelio de la
mucosa en la valvula ileo-cecal y deplecion y necrosis linfoidea en placas de Peyer de la
valvula ileocecal. Las lesiones observadas en fetos abortados permiten inferir la

participacion de un agente infeccioso e inmunosupresor.

2- La digestion enzimatica de los tejidos fetales formolados ha demostrado ser efectiva
para la recuperacion de antigenos virales, incluso de aquellos que son epitopes
dependientes de la conformacién, como la glicoproteina de envoltura E2 (gp53). Los

mejores resultados se obtuvieron con la proteinasa K.

3- La IHQ es una técnica que puede realizarse sobre muestras de fetos abortados, sobre
todo por la simplicidad en cuanto a la remisién de las muestras y los resultados que
pueden brindarse. Ademas, a pesar de que los tejidos y 6rganos fetales se encuentran

frecuentemente autoliticos, los antigenos virales pueden ser reconocidos en las células.

4- El anticuerpo monoclonal 157, dirigido contra la glicoproteina E2 del genotipo | del

vDVB, ha demostrado ser de utilidad para identificar el virus en tejidos de fetos fijados

en formol.
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5- Los o6rganos linfaticos fueron los que presentaron mayor inmunorreactividad con el
anticuerpo monoclonal 157 dirigido contra el genotipo | del vDVB. La inmunorreaccion

fue focal en todos los tejidos analizados.

6- Encontramos una buena concordancia entre los resultados obtenidos con el

aislamiento viral y la IFD, y moderada entre el aislamiento y la IHQ para el diagndstico

de la Diarrea Viral Bovina.

7- El aislamiento y la identificacion del vDVB en 6rganos fetales demuestran que este

agente es una causa importante de abortos bovinos en la Cuenca lechera Santafesina.
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ANEXO 1

LESIONES MICROSCOPICAS Y GRADOS DE LESION EN FETOS 1 a 10

Lesiones Microscépicas Feto N
I ! P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Higado
Congestion y Edema 0 0 0 1 0 2 0 2 0 2
Infiltrados mononucleares inters 0 2 0 0 2 0 2 2 0 0
Tumef. de hepatocitos 0 2 0 1 2 2 2 3 0 0
Focos de necrosis 0 0 0 0 2 0 1 2 0 0
Autolisis 0 0 3 0 0 0 0 0 3 0
Corazo6n
Congestion y Edema 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 2 0 0 0 2 0 0 2 0 1
Vasculitis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 3 0 0 0 0 0 3 0
Pulmon
Congestion y edema 2 1 0 2 0 0 0 2 0 0
Infiltrados mononucleares inters 2 0 0 0 0 0 3 0 0 0
Focos de necrosis 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Hiperplasia del tejido linfoide 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 3 0 0 0 0 0 3 0
Rifién
Degeneracion tubular 2 0 0 0 0 2 2 0 0 0
Necrosis tubular 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
Autolisis 0 3 3 3 3 0 0 2 3 3
Adrenal NP | NP [ NP NP
Hiperplasia cortical 0 0 0 0 0 0
Atrofia cortical 0 0 0 0 0 0
Autolisis 3 3 0 0 3 3
Ndédulos linfaticos
Deplecion linfoidea 3 3 0 2 2 2 2 2 0 2
Necrosis linfoidea 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Linfoadenitis 2 0 0 0 2 0 3 0 0 0
Hiperplasia linfoidea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 3 0 0 0 0 0 3 0
Valvula ileo-cecal NP NP NP
Inflamacion en la mucosa 3 0 0 0 0 0 0
Deplecion y necrosis linfoidea 2 0 0 2 0 0 0
Degen hialina pared arteriolas 0 0 0 0 0 0 0
Vasculitis 1 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 3 3 1 2 3 3
Bazo
Deplecion linfoidea 2 0 0 0 2 0 2 2 0 2
Necrosis linfoidea 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Esplenitis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hiperplasia pulpa blanca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 3 3 2 0 1 1 0 3 0
Timo NP
Deplecion linfoidea 1 2 0 2 2 0 2 0 0
Necrosis linfoidea 1 0 0 0 2 0 0 0 0
Infiltrados leucocitarios 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 3 0 0 0 0 0 3
Otros P Plac

0: lesién ausente; 1: leve; 2: moderada; 3: severa; NP: no procesado

Pla: placenta; P: piel




LESIONES MICROSCOPICAS Y GRADOS DE LESION EN FETOS 11 a 20

. . - Feto N°
Lesiones Microscopicas
11112 | 13| 14| 15| 16| 17 ) 18 | 19 | 20
Higado
Congestion y Edema 2 0 2 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0
Tumef. de hepatocitos 2 2 2 2 2 0 1 1 0 0
Focos de necrosis 1 0 0 0 0 0 2 2 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0
Corazo6n
Congestion y Edema 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 1 0 2 0 0 0 2 1 1 0
Vasculitis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pulmon
Congestion y edema 1 2 0 0 0 0 2 0 1 2
Infiltrados mononucleares inters 0 3 0 1 0 2 0 3 0 0
Focos de necrosis 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0
Hiperplasia del tejido linfoide 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rifion NP
Degeneracion tubular 0 2 0 2 0 0 0 0 0
Necrosis tubular 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 1 0 0 2 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 3 0 0 2 0 0 3
Adrenal NP NP NP | NP NP
Hiperplasia cortical 0 0 0 0 0
Atrofia cortical 0 2 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0
Ndédulos linfaticos
Deplecion linfoidea 1 1 2 2 0 2 2 2 2 0
Necrosis linfoidea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Linfoadenitis 1 1 2 0 2 0 0 2 2 0
Hiperplasia linfoidea 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Valvula ileo-cecal NP [ NP
Inflamacion en la mucosa 1 3 3 0 0 3 2 0
Deplecion y necrosis linfoidea 0 0 0 0 0 3 2 0
Degen hialina pared arteriolas 0 0 0 0 0 0 0 0
Vasculitis 0 1 0 0 0 2 0 0
Autolisis 0 0 0 3 2 0 0 0
Bazo NP
Deplecion linfoidea 0 0 2 2 0 0 2 2 1
Necrosis linfoidea 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Esplenitis 1 0 2 2 0 0 0 0 0
Hiperplasia pulpa blanca 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0 3 0 0 0
Timo NP
Deplecion linfoidea 0 0 2 0 0 2 0 2 0
Necrosis linfoidea 0 0 0 0 0 2 0 0 0
Infiltrados leucocitarios 1 0 0 2 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Otros T T-E| Pla|Pla/T| T Pla

0: lesién ausente; 1: leve; 2: moderada; 3: severa; NP: no procesado

T: tiroides; E: encéfalo; Pla: placenta




LESIONES MICROSCOPICAS Y GRADOS DE LESION EN FETOS 21 al 30

Lesiones Microscdpicas

Feto N°
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Infiltrados mononucleares inters
Tumef. de hepatocitos
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0: lesién ausente; 1: leve; 2: moderada; 3: severa; NP: no procesado

T: tiroides, P: piel; Pla: placenta




LESIONES MICROSCOPICAS Y GRADOS DE LESION EN FETOS 31 al 40

Lesiones Microscdpicas

Feto N°
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35

36

Higado
Congestion y Edema
Infiltrados mononucleares inters
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Focos de necrosis
Autolisis
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0: lesién ausente; 1: leve; 2: moderada; 3: severa; NP: no procesado

Pla: placenta; P: piel; T: tiroides; E: encéfalo




LESIONES MICROSCOPICAS Y GRADOS DE LESION EN FETOS 41 al 50

Lesiones Microscépicas Feto N
I ! P 41 | 42 | 43| 44 | 45| 46 | 47 | 48 | 49 | 50
Higado
Congestion y Edema 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 2 0 0 0 0 2 0 0 0 1
Tumef. de hepatocitos 0 2 0 0 0 2 2 2 0 2
Focos de necrosis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Autolisis 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0
Corazo6n
Congestion y Edema 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vasculitis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
Pulmon
Congestion y edema 2 1 0 0 0 0 2 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 0 3 0 0 0 0 0 0 0 2
Focos de necrosis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hiperplasia del tejido linfoide 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rifién
Degeneracion tubular 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
Necrosis tubular 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 2 0 0 0 2 2 0 0 0 3
Adrenal NP NP [ NP [ NP
Hiperplasia cortical 1 0 2 0 0 0
Atrofia cortical 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 2 0 2 2 0
N6dulos linfaticos NP NP
Deplecion linfoidea 1 0 0 1 0 0 1 2
Necrosis linfoidea 0 0 0 0 0 0 0 2
Linfoadenitis 1 3 2 0 0 0 2 0
Hiperplasia linfoidea 0 2 1 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 2 0 0 0
Valvula ileo-cecal NP NP
Inflamacion en la mucosa 2 1 0 0 0 2 0 2
Deplecion y necrosis linfoidea 0 0 0 0 0 0 0 1
Degen hialina pared arteriolas 0 0 0 0 0 0 0 0
Vasculitis 0 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 3 2 2 0 0 0
Bazo
Deplecion linfoidea 0 0 0 2 0 2 2 2 0 0
Necrosis linfoidea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Esplenitis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hiperplasia pulpa blanca 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 3 0 2 0 0 0 0 0
Timo NP | NP
Deplecion linfoidea 0 2 2 2 0 0 2 2
Necrosis linfoidea 0 0 2 0 0 0 0 2
Infiltrados leucocitarios 0 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 2 0 0 0
Otros TIE T T E T

0: lesién ausente; 1: leve; 2: moderada; 3: severa; NP: no procesado

T: tiroides; E: encéfalo;




ANEXO 2

| ESIONES MICROSCOPICAS Y GRADOS DE LESION EN FETOS CON AISLAMIENTO VIRA

Lesiones Microscdpicas

Feto N°
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0: lesion ausente; 1: leve; 2: moderada; 3: severa; NP: no procesado

T: tiroides




| ESIONES MICROSCOPICAS Y GRADOS DE LESION EN FETOS CON AISLAMIENTO VIRA

. . L. Feto N°
Lesiones Microscopicas
30 | 38| 39| 40 | 41 | 42 | 43| 44 | 49 | 50
Higado
Congestion y Edema 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 2 2 0 0 2 0 0 0 0 1
Tumef. de hepatocitos 0 3 2 0 0 2 0 0 0 2
Focos de necrosis 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Autolisis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Corazo6n
Congestion y Edema 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
Vasculitis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pulmon
Congestion y edema 0 0 0 2 2 1 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 0 0 0 1 0 3 0 0 0 2
Focos de necrosis 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Hiperplasia del tejido linfoide 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rifién
Degeneracidn tubular 1 2 0 0 0 0 0 2 0 0
Necrosis tubular 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 2 0 0 0 0 3
Adrenal NP NP | NP
Hiperplasia cortical 0 2 0 0 1 0 2
Atrofia cortical 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0 2 0
Noédulos linfaticos NP
Deplecion linfoidea 2 0 2 0 1 0 0 1 2
Necrosis linfoidea 1 0 0 0 0 0 0 0 2
Linfoadenitis 0 0 0 2 1 3 2 0 0
Hiperplasia linfoidea 0 0 0 0 0 2 1 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Valvula ileo-cecal NP
Inflamacién en la mucosa 2 2 0 2 2 1 0 0 2
Deplecion y necrosis linfoidea 1 1 2 2 0 0 0 0 1
Degen hialina pared arteriolas 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vasculitis 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0 0 3 2 0
Bazo
Deplecion linfoidea 2 1 0 1 0 0 0 2 0 0
Necrosis linfoidea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Esplenitis 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Hiperplasia pulpa blanca 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Autolisis 0 0 2 0 0 0 3 0 0 0
Timo
Deplecion linfoidea 2 1 0 0 0 2 2 2 2 2
Necrosis linfoidea 0 1 2 0 0 0 2 0 0 2
Infiltrados leucocitarios 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
Autolisis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Otros E/T TIE T E T

0: lesion ausente; 1: leve; 2: moderada; 3: severa; NP: no procesado

E: encéfalo; T: tiroides




ANEXO 3:

| ESIONES MICROSCOPICAS Y GRADOS DE LESION EN FETOS SIN AISLAMIENTO VIRA

Lesiones Microscopicas

Feto N°
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0: lesion ausente; 1: leve; 2: moderada; 3: severa; NP: no procesado

P: piel; Pla: placenta; T: tiroides; E: encéfalo




| ESIONES MICROSCOPICAS Y GRADOS DE LESION EN FETOS SIN AISLAMIENTO VIRA

Lesiones Microscépicas

Feto N°
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0: lesion ausente; 1: leve; 2: moderada; 3: severa; NP: no procesado

T: tiroides; Pla: placenta; P: piel




LESIONES MICROSCOPICAS Y GRADOS DE LESION EN FETOS SIN AISLAMIENTO VIRA|

Lesiones Microscépicas Feto N°
32 | 33| 34| 35| 36| 37| 45| 46 | 47 | 48
Higado
Congestion y Edema 1 0 2 0 2 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 0 2 0 0 0 0 0 2 0 0
Tumef. de hepatocitos 0 1 0 0 0 0 0 2 2 2
Focos de necrosis 0 2 0 0 0 1 0 0 0 0
Autdlisis 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0
Corazén
Congestion y Edema 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0
Vasculitis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Autdlisis 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
Pulmén
Congestion y edema 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
Infiltrados mononucleares inters 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Focos de necrosis 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Hiperplasia del tejido linfoide 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Autdlisis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rifi6n
Degeneracidn tubular 2 0 0 0 2 0 0 0 0 0
Necrosis tubular 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrados mononucleares inters 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
Autdlisis 0 0 2 0 0 2 2 2 0 0
Adrenal NP NP NP NP
Hiperplasia cortical 0 0 2 0 0 0
Atrofia cortical 0 0 0 0 0 0
Autdlisis 0 0 0 2 2 0
Noédulos linfaticos NP
Deplecion linfoidea 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Necrosis linfoidea 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Linfoadenitis 2 0 0 0 2 3 0 0 2
Hiperplasia linfoidea 0 0 0 0 1 1 0 0 0
Autdlisis 0 0 0 0 0 0 2 0 0
Vélvula ileo-cecal NP
Inflamaci6n en la mucosa 2 0 0 0 3 2 0 2 0
Deplecion y necrosis linfoidea 2 0 0 0 2 0 0 0 0
Degen hialina pared arteriolas 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Vasculitis 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Autdlisis 0 0 2 0 0 0 2 0 0
Bazo
Deplecion linfoidea 2 2 0 0 2 0 0 2 2 2
Necrosis linfoidea 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Esplenitis 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Hiperplasia pulpa blanca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Autdlisis 0 0 2 0 0 2 2 0 0 0
Timo NP | NP
Deplecion linfoidea 0 0 1 0 0 0 0 0
Necrosis linfoidea 0 0 1 0 0 0 0 0
Infiltrados leucocitarios 0 0 0 0 0 0 0 0
Autdlisis 0 0 0 0 0 0 2 0
Otros PIT E |EMT| E T

0: lesion ausente; 1: leve; 2: moderada; 3: severa; NP: no procesado

P: piel; T: tiroides; E: encéfalo
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