XXIV JORNADAS URUGUAYAS DE BUITRIA
Paysanda, R.0.U., 13 - 15 de Junio de 19926

DETECCION DET. VIRUS

DE LA DIARREA VIRAL BOVINA EN

URTGUAY
Deborah César'
RESUMER
El complejo Diarr=za Viral Bovina Enfermedad

de las mucosas es producido por un virus ARN de
la Familia Flaviviridae, miesmbro del género
Pestivirus y se¢ manifiesta con un anplio rango
de sindromes clinicos.

En 10 casos gue por su clinica, epidemiologia
y/0o cuadro patoldgico podrian corresponder a un
cuadro producide por el virus de BVD, se
desarrolla la técnica inmunohistoguimica de
streptavidina-biotina peroxidasa para la
deteccidén de dicho virus, encontrandose 4 casos
positivos, los cuales correspondiernn a
Enfermedad de las Mucosas. La inmunopositividad
se visualizo en lengua, esdfago,intestino y

ganglio mesentérico, observandose como
granulaciones intracitoplasmaticas de color
marron.

Se concluye que el virus de Diarrea Viral
Bovina esta presente en el pais.

INTRODUCCION

El complejo Diarrea Viral Bovina - Enfermedad de las mucosas es
producido por un virus ARN de la Familia Flaviviridae, miembro del
género Pestivirus y se manifissta con un amplio rango de sindromes
clinicos. (2,3)

! DMV.FRVCS.Técnico de la Divisidén de Patologia de la Direccidn de
Laboratorios Veterinarios "Miguel C. Rubino". CC6577, Montevideo,
Uruguay. Asistente del Departamento de Patologia de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de la Repidblica.
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P.11.2 Deteccion del virus de la diarrea...

Estas manifestaciones incluyen infecciones subclinicas, diarrea,
inmunosupresidn, repeticidn de celo, aborto y momificacion, defectos
congenitos, inmunotolerancia con infeccidon persistente y enfermedad
do las mucosas. (2,3)

Recientemente 2 grupos de virus de la Diarrea Viral Bovina fueron
reconocidos en base a su genotipo y han sido designados como Tipo 1
y Tipo TI. A su vez dentro de cada uno de estos grupos existen cepas
citopatogénicas y no citopatogénicas segan produzcan o no efecto
citopatico a nivel de cultivos celulares. (15,16)

Los estudios realizados indican que el Grupo I contiene los virus que
son usados en la produccién de vacunas, test diagndsticos y estudios
de investigacion, mientras que en el Grupo II estan aquellos
encontrados en el suero fetal bovino, en animales persistentemente
inlfectados y animales que mwmueren de la forma aguda denominada
sindrome hemorragico. ( 5,15,16)

Los distintos sindromes asociados a la infeccion con el virus de
Diarrea Viral Bovina ha llevado a confusidn en el diagnéstico y solo
ha sido en los Gltimos anos que esto se ha clarificado. (8,9)

Por las caracteristicas de la enfermedad ,probablemente la mayoria de
los casos de Diarrea Viral pasen desapercibidos o erroneamente
diagnosticados.

En Uruguay han habido varias sospechas de infeccidén con el virus de
Diarrea Viral Bovina y los cuadros patoldgicos observados, en la
mayoria de los casos corresponden a Enfermedad de las Mucosas.
También en aguellos casos de abortos e infertilidad en los cuales se
han descartado las etiologias mas comunes (Campylobacteriosis,
Leptospirosis, Trichomoniasis) se ha sospechado que pudiera estar
actuando la infeccién por el virus de Diarrea Viral Bovina.

El diagnostico de los distintos sindromes asociados al virus de
Diarrea Viral Bovina esta basado en la demostracion de la presencia
del virus en sangre y/o los distintos tejidos de los animales.
afectados. (8,9)

La técnica de elecciodn es el aislamiento viral en cultivos celulares.
Dicha técnica tiene la desventaja de ser laboriosa, necesitar varios
dias o aun semanas para la deteccidén del mismo y ademds es necesario
contar con una infraestructura importante para mantener dichos
cultivos celulares libres del virus de diarrea viral, vya que se
encuentra facilmente en el suero fetal bovino utilizado como medio de
enriguecimiento para los cultivos celulares. (6,8,9)

La deteccion del antigeno de Diarrea Viral Bovina en cortes por
congelacion por medio de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa han
sido descritos por varios autores. Sin embargo con estas técnicas no
es pousible mantener una buena arguitectura celular vy es necesario
contar con material fresco para su realizacion. (4,6,17)

Las técnicas inmunohistoquimicas que utilizan el sistema
streptavidina-biotina marcada permiten la deteccidén de distintos
antigenos celulares en materiales parafinados, permitiendo al mismo
Liempo @1 mantenimiento de la arquitectura y detalle celular asi
como realizar estudios retrospectivos.( 7,10,1%,)

Este trabajo describe la presencia del virus de Diarrea Viral Bovina

en Uruguay a través de su detecciéon por medioc de la teécnica
inmunohistoquimica de streptavidinaz-biolina marcada.
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Deborah César P.11.3

MATERIALES Y METODOS

El material trabajado proviene de casos mantenidos en el archivo de
Patologia del DI.LA.VE. Miguel C. Rubino. Se estudiaron 10 casos que
por su clinica, su epidemiologia, y/o su cuadro patolégico podian
corresponder a un cuadro producido por el Virus de Diarrea Viral
Bovina

La mayoria de los casos (8) provenian de animales con probable
enfermedad de las mucosas con sintomas de diarrea, deshidratacidn,
hipertermia vy lesiones erosivas en mucosa bucal, esdéfago vy
enteritis. Los otros casos (2) correspondian a fetos abortados de
aproximadamente 6 meses de gestacidon (Cuadro 1)

Distintas visceras fueron colectadas o remitidas, las que fueron
fijadas en formol bufferado al 10 % (Cuadro 2). Se realiza la
inclusidén en parafina , se cortan los blogques a 5 micras de espesor,
coloreandose con Hematoxilina-Eosina. (14)

Para 1los estudios inmunohistoquimicos se utiliza el sistema
semiautomatico Microprobe,, con slides Probe On, tratados con una
solucidn al 10% de Poli ~ L - Lisina, vy un Kit de Streptavidina-

biotina marcada Histostain-Bulk"*",

Los cortes son desparafinados en Xilol y se 1lleva cabo la
rehidratacién a través de pasajes de alcohol 100, alcohol 95 y
alcohol 70. ’

Se realiza la inactivacién de la peroxidasa enddégena en una solucion
de 0.5% de Peroxido de Hidrdogeno (H202), en metanol por 10 minutos
a temperatura ambiente y luego se realizan 4 lavados con PBS con 0.4%
Brij 35, (PBS-Brij)

Para recuperacién antigénica se utiliza una solucién de 0.1 % de
Tripsina, durante 1 hora a 370C en camara humeda.

CUADRO No. 1 . Casos Estudiados
No. CATEGORIA | DEPARTAMENTO No PRESENTACION
ANIMALES
1 Novillo | Paysandi 3 EM “ \
2 Ternero Tacuarembd 1 EM ‘
3 Ternero Soriano 2 EM
4 Feto Tacuarembd 1 Aborto :/"
5 Feto Tacuarembo 1 Aborto
6 Ternero Tacuarembo 1 EM
7 Novillo Durazno 1 EM
8 Vaca Tacuarembo 3 EM
9 Novillo Paysanda 1 EM
10 Vaca Tacuarembd 2 EM
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P.11.4 Deteccion del virus de la diarrea viral...

Luego de realizados 6 lavados con PBS-Brij, se bloguean las uniones
inespecificas incubandose los materiales con suero normal de cabra
al 10 %, por 10 minutos a temperatura ambiente y en camara himeda.

Seguidamente se utiliza como anticuerpo primario un anticuerpo
monoclonal anti- virus de Diarrea Viral Bovina (15C5, ) diluido en
PBS a una concentracidén de 1:3000 y se incuba durante 2 horas a 37 oC
en camara humeda.

CUADRO No. 2. Materiales Trabajados

No. TEJIDOS TRABAJADOS

1 Intestino

2 Paladar, Lengua, Esd6fago, Intestino, Ganglio
mesentérico, Bazo

3 Lengua, Es6fago, Rumen, Abomaso, Intestino,
Ganglio mesentérico, Amigdala, Timo, Higado,
Rifion

4 Rindén, Higado

5 Pulmdn, Adrenal

6 Intestino, Ganglio mesentérico, Bazo

7 Lengua

8 Es6fago, Intestino

9 Intestino

10 Rumen, Intestino, Ganglio mesentérico, Bazo

Después de realizarse 6 lavados con PBS-Brij se coloca el anticuerpo
secundario biotinilado, incubandose por 10 minutos a temperatura
ambiente en cédmara hameda.

Nuevamente se realizan lavados con PBS-Brij y se incuban los cortes
con el conjugado de Streptavidina-peroxidasa., durante 10 minutos a
temperatura ambiente en camara humeda.

Posteriormente se retiran las laminas del slide holder colocandose
en PBS. La solucidn reveladora utilizada es una solucidén de 0.05% de
3,3 Diaminobencidina (DAB), en 0.1M de Tris/HCl pH 7.6, por
aproximadamente 10 minutos, controlando la reaccién bajo microscopio.

Luego se corta la reaccion colocando las laminas en agua destilada,
se realiza coloracidén de fondo con Hematoxilina de Harris (14), y se
monta con Permcunt,.

Se utilizaron controles positivos y negativos. Para controles
negativos se utilizaron los mismos materiales a los se le coloca un
suero normal de raton, en lugar del anticuerpo primario monoclonal
contra el virus de Diarrea Viral Bovina. '

Como control positivo se utilizan cortes positivos de casos con

aislamiento viral del archivo de Fatologia de la Universidad -de
Cornell, USA. '
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RESULTADOS

De los 10 casos estudiados 4 resultaron positivos a la detecciodn del
virus de Diarrea Viral Bovina por la técnica de Streptavidina-
biotina marcada. (Cuadro No. 3)

Todos los casos positivos correspondieron a los cuadros que clinica
y patolégicamente correspondian a Enfermedad de las muccsas.

La positividad se visualizé como graulaciones marrones intracelulares
distribuidas de manera difusa por todo el citoplasma.

En todos ellos se observo positividad en intestino encontréndose esta
tanto a nivel de las células epiteliales de la mucosa asi como en
células inflamatorias mononucleares a nivel de submucosa.

Tanto en lengua como mucosa bucal y en esdfago, la positividad fue
mas marcada a nivel del epitelio estratificado en el cual se dio de
manera multifocal no asociandose siempre a las areas de erosidn.

También se visualizdé una positividad franca en las células
mononucleares de submucosa.

En ganglio linfatico las células que mostraron mayor positividad

fueron las células paracorticales pero se observarcn también. células
positivas difusas por toda la estructura del ganglio.

CUADRO No. 3

No. RESULTADO

1 POSITIVO

2 POSITIVO

3 NEGATIVO

4 NEGATIVO t
5 NEGATIVO {:f

6 NEGATIVO

7 POSTITIVO

8 NEGATIVO

9 POSITIVO

10 NEGATIVO
DISCUSION

Las técnicas inmunohistoquimicas al combinar técnicas anatdmicas,
inmunoldégicas y biogquimica, permiten localizar diferentes tipos de
antigenos mediante el empleo de anticuerpos especificos y moleculas
marcadoras convirtiéndose asi en una excelente herramienta
complementaria en patologia diagndstica. ( 7,10,11)
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P.li.#s Detectidn dei virus de la diarrea viral...

Estas ctecnicas  dependen e la unidn antigeno-anticuerpo; en
consecuencia deben considerarse algunos factores criticos como son la
especificidad de los anaticuzrpos y la preservacion de los antigenos.

La mayoria de ias veces ia falta de reproducibilidad de resultados en
estas técnicas es causada predominantemente por defectos en el
procesamiento <21 wmaterial, particularmante la fijacién. (7, 10,
11,12)

Ysle métodao de identificacién del antigeno del virus de Diarrea Viral
Bovina ea teij.dos fljeics, pucde ser usado como confirmacién positiva
de labcratorio de infeccién con el virus de Diarrea Viral Bovina,
sin necesidzd de aislamiento viral y es muy Gtil en la investigaciodn
de sindremes comoe la cntformedad entérica, respiratoria , reproductiva
y de animale: perisistenterente infectados. (1,4,8,9,13,18)

En muchoc casos le primera indicacién de infeccién con virus de
Diarvea V.ya' Zovin r0> r-aiiza mnediante la identificacidén del mismo
en materiales prove:r’ cates de nec.capsia.

En cesos

Diarrea Vi
virus ce b
primac.c o 3.

rmzcad respiratoria cuando el virus de

Sin exdergu e
]

y nunca debw o

(8,5

se considera la sanidad del rodeo.

rrabajos ~Tecientes con 2] anticuerpo monoclonal 15C5 utilizado por
nesctros, ¢l cual reanc.ona con la proteina E0, ha mostrado una
amplia reaccion con la meyoria de las cepas del virus de Diarrea
Viral Bovina v vuede ser usado para detectar dicho antigeno en
materiales parafinadces v fijadoss en formel. (9,12)

El epitopce reconocido de la proteina E0 esta ampliamente conservado
antre los listintos aisiemientos del virus de Diarrea Viral Bovina y
la hnabilijad para reaccionar no esta afectada por la variacién
antigenica. (9,12)

De los caeog ¢stuaiados solo eun 4 de ellos se detectd la presencia
del antigenc de Dierrea Viral Bovina.

Estc puece ser asbido primariamente a que no todos los casos fueron
procucicos 27¢ «dicho agente y/o que los materiales no hayan sido
fijado aproriedamente, condicidén fundamental para la preséervacién de
los antigenos. {7,10,11)

Por todo eszo : 2 hace necesaric un conocimiento y entendimiento de la
complejidad de 1la patogénesis de las infecciones agudas vy
persistentes, nara determinar cuales son las muestras apropiadas para
remitir al Jaocratorio ¥y Ja interpretacién posterior de los
resultavos. {3,9)

COXCLUSION

El presente ira.sajo Cenusstra ia presencia del Virus de Diarrea Viral
Ecovina e¢a el Uruguay.
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Se destaca que una vez que un diagnéstico de laboratorioc positive es
realizado, una investigacidén epidemioldgica completa debe ser
realizada.

Sin embargo se considera que es necesaric el aislamiento vy
caracterizacidn de las diferentes cepas actuantes en nuestro medioc,
no solo con fines diagnésticos sino para poder implementar un sistema
de control y prevencién.

SUMMARY

The Bovine Viral Diarrhea - Mucosal Disease
Complex is due to an ARN virus of the
Flaviviridae Family, member of Genus Pestivirus
which has a wide range of clinical syndromes.

In 10 cases that for the clinic, epidemiology
and/or pathological picture could correspond to
BVD infection, it is developped the
immunohistochemical technique of Streptoavidin-
biotin peroxidase. It was found 4 positives
cases all of them corresponding to  Mucosal
Disease.

The immunoreactivity was observed in tongue,

oesophagus, intestine and mesenteric
lymphonodule like brown intracitoplasmic
granulation.

it is concluded the presence of Bovine Viral
Diarrhea Virus in Uruguay.
Mayo 1996
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