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RESUMEN

Se realizo el estudio retrospectivo del periodo comprendido
entre los aflos 1999 y 2011, con el fin de detectar los principa-
les agentes infecciosos que afectan el sistema nervioso central
de bovinos en Uruguay: virus de rabia, Herpesvirus bovino
(BoHV), Listeria monocytogenes y virus de la fiebre catarral
maligna (FCM). Del archivo de bloques parafinados del Depar-
tamento de Patobiologia de la DILAVE «Miguel C. Rubino»,
fueron seleccionados 117 casos de bovinos con diagndstico de
encefalitis. Se analizaron por inmunohistoquimica (IHQ) 73
casos con lesiones histopatologicas compatibles con rabia, 20
con meningoencefalitis por BoHV, y 12 con lesiones de listerio-
sis. En el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad
Federal de Mato Grosso, Brasil, se estudiaron por PCR 12 ca-
sos con lesiones histopatolégicas compatibles con FCM. Se
obtuvo sefal positiva a la IHQ en el 89% de los casos clasifica-
dos como rabia. De los casos compatibles con meningoencefali-
tis por BoHV, el 30% fue positivo a IHQ para deteccion de
BoHV-1y el 20% a BoHV-5. E192% de los casos con sospecha
de listeriosis mostrd seflal positiva para la deteccion de Listeria
monocytogenes. Se detectd Herpesvirus ovino tipo 2 por PCR
en el 41% de los casos clasificados como FCM. Mediante este
estudio se confirma la presencia de los citados agentes como
causantes de encefalitis en bovinos del Uruguay.

Palabras clave: rabia, listeriosis, fiebre catarral maligna,
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SUMMARY

A retrospective study from 1999 to 2011 was performed to
identify the main infectious agents that affect the central nervous
system of cattle: rabies virus, Bovine Herpesvirus (BoHV),
Listeria monocytogenes and virus of Malignant catarrhal fever
(MCF). One hundred seventeen cases with bovine encephalitis
were selected from the paraffin blocks files belonging to the
Pathobiology Department of DILAVE «Miguel C. Rubino»,
Uruguay. Seventy three cases with histopathological lesions
compatible with rabies, 20 with BoHV meningoencephalitis and
12 with lesions of listeriosis were analyzed by
immunohistochemistry (IHC). PCR was used to study 12 cases
with histopathological lesions consistent with MCF in the
Laboratory of Molecular Biology of the Federal University of
Mato Grosso, Brazil. Positive signal to the IHC were obtained
in 89% cases classified as rabies, 30% of the cases with
meningoencephalitis compatible with BoHV were positive for
IHC detection of BoHV-1, and 20% to BoHV-5 and 92% of
cases with listeriosis lesions showed positive signal for Listeria
monocytogenes detection. Ovine herpesvirus type 2 was detected
by PCR in 50% of cases classified as FCM. This study confirms
the presence of these agents causing cattle encephalitis in
Uruguay.

Key words: rabies, listeriosis, malignant catarrhal fever, Bovine
Herpesvirus, immunohistochemistry, PCR.

INTRODUCCION

Las enfermedades que afectan el sistema nervioso de los bovi-
nos han tenido una importancia creciente desde la aparicion de
la Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) a mediados de la
década de 1980 y de su posterior vinculacion con la nueva va-
riante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (Galiza y col.,
2010). A partir de esto, los paises exportadores de carne como
es el caso de Uruguay, han tenido que realizar esfuerzos para
demostrar que sus rodeos son libres de EEB. Esto implica nece-
sariamente poseer la capacidad de realizar el diagnostico dife-
rencial de enfermedades que afectan al sistema nervioso de los
bovinos, atn en ausencia de EEB (Barros y col., 2006; Galiza y
col., 2010).

Actualmente existen numerosas técnicas disponibles para lo-
grar el diagnostico de enfermedades infecciosas de los animales.

El diagnostico patologico se fundamenta en el hallazgo de alte-
raciones morfoldgicas en los tejidos, tanto a nivel macroscopico
como microscopico, que permiten relacionarlas con determina-
das enfermedades (Radostits y col., 2007). Sin embargo, reali-
zar el diagnostico definitivo requiere la incorporacion de técni-
cas especificas que permitan identificar al agente etiologico.
Dichas técnicas pueden basarse en la deteccion de acidos nuclei-
cos (Reaccion en Cadena de la Polimerasa, Reaccion en Cadena
de la Polimerasa en tiempo real) y en la deteccion de proteinas
(Inmunofluorescencia, Inmunohistoquimica, Inmunoblot, Ensa-
yo por Inmunoabsorcion ligado a Enzimas) (Knowles y col.,
2009).

La técnica Inmunohistoquimica (IHQ) combina técnicas histo-
logicas, inmunoldgicas y bioquimicas, permitiendo localizar agen-
tes infecciosos definidos «in situ» mediante el empleo de anti-
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cuerpos especificos y de moléculas marcadoras (Gimeno y col.,
2000; Taylor y col., 2006). Es considerada una técnica sensible
que permite la identificacion de antigenos a partir de tejidos
fijados e incluidos en parafina (Gimeno y col., 2000; Taylor y
col., 2000).

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se
basa en la amplificacion exponencial de un determinado segmen-
to de material genético especifico, caracteristico y unico de un
agente determinado, partiendo de material fresco o segmentos
de tejidos fijados e incluidos en parafina (Matsubayashi y col.,
1998; Crawford y col., 1999; Pelt-Verkuil y col., 2008; Knowles
y col., 2009).

Las principales enfermedades infecciosas que afectan el sistema
nervioso central de bovinos en la region son rabia, meningoence-
falitis por Herpesvirus bovino (BoHV), listeriosis y fiebre ca-
tarral maligna (FCM) (Easton y col., 2009; Sanchez y col., 2000;
Galiza y col., 2010; Spéth y Becker, 2010). La rabia constituye
una importante zoonosis, diagnosticada por primera vez en
Uruguay en octubre de 2007 (Correa Messuti, 2007), siendo la
enfermedad nerviosa de etiologia viral con mayor prevalencia en
bovinos de Rio Grande do Sul (Sanchez y col., 2000).

El objetivo del presente trabajo fue comunicar los resultados
del estudio retrospectivo realizado a partir de materiales recibi-
dos por el Departamento de Patobiologia de la DILAVE «Mi-
guel C. Rubino» en el periodo 1999 — 2011, clasificados como
encefalitis de origen infeccioso, determinando su etiologia me-
diante técnicas de IHQ y PCR.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion y clasificaciéon de casos

Se seleccionaron 117 casos de bovinos del archivo de bloques
parafinados del Departamento de Patobiologia de la DILAVE
remitidos durante el periodo enero de 1999 a junio de 2011. El
criterio de seleccion se basd en la historia clinica e informacion
epidemiolégica de los casos, las muestras remitidas y resulta-
dos de estudios histopatoldgicos, bacterioldgicos y/o viroldgi-
cos, compatibles con encefalitis de etiologia infecciosa. En base
a dicha informacion se clasificaron los materiales de modo de
aplicar técnicas que permitieran el diagndstico etiologico defini-
tivo de la enfermedad sospechada.

Se estudiaron por IHQ para el diagnostico de rabia todos los
casos con lesiones histopatoldgicas de encefalomielitis no su-
purativa y/o que resultaron positivos a la técnica de inmunofluo-
rescencia directa (IFD) en el Laboratorio de Biotecnologia de la
DILAVE.

Se consideraron casos compatibles con encefalitis por BoHV
aquellos que presentaron datos epidemiologicos, clinicos y al-
teraciones histologicas relacionadas a esta enfermedad (encefa-
litis no supurativa, necrosis cortical, corptisculos de inclusion
intranucleares) y que resultaron negativos a la IHQ para detec-
cion de virus de rabia (Summers y col., 1995; Barros y col.,
2006; Maxie y Youssef, 2007).

Los casos sospechosos de listeriosis fueron seleccionados en
base a las lesiones histopatologicas consistentes en meningoen-

cefalitis supurativa con presencia de microabscesos a nivel de
tronco encefalico (Summers y col., 1995; Barros y col., 2006;
Maxie y Youssef, 2007).

Se clasificaron como FCM aquellos materiales con encefalitis
no supurativa asociada a panvasculitis con degeneracion y ne-
crosis fibrinoide (Summers y col., 1995; Barros y col., 2006;
Maxie y Youssef, 2007).

Estudio histopatolégico

Se examinaron muestras representativas de las principales re-
giones del encéfalo (corteza frontal, corteza parietal, corteza
occipital, corpus striatum, hipocampo, talamo, mesencéfalo,
puente, cerebelo, obex y médula cervical) que fueron fijadas en
formol bufferado al 10% y procesadas en forma rutinaria para
estudio histopatoldgico, cortadas a 4 micras de espesor y colo-
readas por Hematoxilina y Eosina (H.E.). Se estudiaron las le-
siones del sistema nervioso central evaluando su magnitud de
acuerdo a la percepcion subjetiva obtenida de la observacion de
dos patdlogos. Se acordd su clasificacion en cuatro grupos: sin
lesiones, encefalitis leve, encefalitis moderada y encefalitis se-
vera. Ademas se cuantificaron los casos donde se observaron
corpusculos de inclusion, intracitoplasmaticos en rabia e in-
tranucleares en meningoencefalitis por BoHV (Summers y col.,
1995; Barros y col., 2006; Maxie y Youssef, 2007).

Inmunohistoquimica

Se adaptaron y estandarizaron protocolos de IHQ para la detec-
cion de los antigenos estudiados a partir de diferentes meto-
dologias descriptas: virus de rabia (Pedroso y col., 2008),
BoHV-1y BoHV-5 (Hiibner y col., 2005) y Listeria mono-
cytogenes (Domingo y col., 1986; Campero y col., 2002). Se
cortaron secciones de 4 micras de espesor a partir de bloques
parafinados y se utilizaron ldminas tratadas con poli-L-lisina
(Sigma®) para mejorar su adhesion. Los protocolos utilizados
consistieron en desparafinacion y rehidratacion de los cortes
histologicos, bloqueo de peroxidasa enddgena con solucion de
peroxido de hidrogeno al 3% en metanol, recuperacion antigéni-
ca por calor y/o reaccion enzimatica, y bloqueo de reacciones
inespecificas con solucion de leche bovina descremada en polvo
al 5%. Los métodos de recuperacion antigénica, anticuerpo pri-
mario, su concentraciéon y tiempo de incubacion, asi como los
sistemas de deteccion empleados en cada técnica se describen
en el Cuadro 1. En todos los casos se empleo 3,3 diaminoben-
cidina (DAB) como cromdgeno.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la deteccion de Herpesvirus ovino tipo 2 (OvHV-2),
agente etioldgico de la FCM asociada a ovinos, se utilizé la
técnica de PCR. Se cortaron secciones de 10 micras de espe-
sor de bloques parafinados correspondientes a 12 casos con
diagnostico presuntivo de FCM por histopatologia. Las
muestras fueron procesadas y estudiadas por PCR en el La-
boratorio de Biologia Molecular de la Facultad del Hospital
veterinario de la Universidad Federal de Mato Grosso,
Cuiab4, Brasil, siguiendo la metodologia descripta por Men-
donga y col., 2008.
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Cuadro 1. Descripcion de protocolos de IHQ empleados para la deteccion de los antigenos estudiados.

Agente Recuperacion Anticuerpo Concentracion Sistema de deteccion
antigénica primario (condiciones de
incubacién)
Lyssavirus Microondas Millipore® UK 1:1000 LSAB+System-HRP
(buffer Citrato N° cat. 51991 (1 hora, 37 °C) (DAKO)
pH6.1)
BoHV-5 Proteinasa K VMRD® USA, 1:1000 (overnight, Mach 4 Universal HRP-
0,05% L6G 4°C) Polymer Kit (Biocare,
(15 min., 37 °C) USA)
BoHV-1 Proteinasa K VMRD® USA, 1:1000 (overnight, Mach 4 Universal HRP-
0,05% F2 4°C) Polymer Kit (Biocare,
(15 min., 37 °C) USA)
L. monocytogenes Actinasa NIAH, Japén 1:5000 (overnight, LSAB+System-HRP
(30 min., 37 °C) 4°C) (DAKO)

RESULTADOS

De los 117 casos seleccionados 73 fueron clasificados como
rabia, 20 como encefalitis por BoHV, 12 como listeriosis, y 12
como FCM.

En el caso de encefalitis por rabia, la ponderacion de las lesiones
histopatolégicas reveld que 29 (40%) de los casos presentaron
encefalitis severa, 24 (33%) encefalitis moderada, 13 (18%) en-
cefalitis leve y en 7 (9%) no se observaron lesiones (aunque
fueron positivas a la técnica IFD para diagndstico de rabia).
Fueron encontrados corpusculos de Negri en 48 casos (66%).
De los 73 casos estudiados, 65 (89%) fueron positivos a rabia
por IHQ (Figura 1), mientras que en 8 (11%) no se observd
marcacion. Todos los casos clasificados por histopatologia como
severos y moderados fueron positivos a la prueba de IHQ (Cua-
dro 2).

Se observaron lesiones compatibles con infeccion por BoHV en
20 casos que fueron negativos a la IHQ para deteccion de virus
de rabia. Se clasificaron 4 casos (20%) como encefalitis leve, 9
casos (45%) como encefalitis moderada y 7 (35%) como encefa-

litis severa de acuerdo a las lesiones histopatoldgicas. En 2 ani-
males pertenecientes a brotes distintos se detectaron corpuscu-
los de inclusion intranucleares eosinoéfilos en neuronas y astro-
citos. Seis (30%) de los 20 casos estudiados resultaron positi-
vos a la IHQ para deteccion de BoHV-1. Cuatro (20%) fueron
positivos a la IHQ para deteccién de BoHV-5 (Figura 2), 2 de
los cuales se corresponden a los casos donde se observaron
corpusculos de inclusion intranucleares. No existio reaccion cruza-
da entre los anticuerpos utilizados para deteccion de BoHV-1 y
BoHV-5.

De los 12 casos de encefalitis por listeriosis, 9 (75%) presenta-
ron lesiones severas, 2 moderadas (17%) y uno (8%) lesiones
leves. Los microabscesos se localizaron principalmente en las
regiones de mesencéfalo, puente, cerebelo, obex y médula cervi-
cal. Se obtuvo marcacion positiva a la IHQ en 11 (92%) de los
12 casos (Figura 3).

De los 12 casos clasificados como FCM, 6 (50%) presentaron
encefalitis severa, 5 (42%) encefalitis moderada y 1 (8%) lesio-
nes leves. En 5 casos (41%) se logrd la deteccion por PCR de
OvVHV-2.

Cuadro 2. Casos de encefalitis por rabia. Caracterizacion de lesiones y su relacion con el resultado a

la THQ.

Evaluacion de lesiones histopatolégicas en sistema nervioso central (N° casos)

Resultados de THQ Sin lesiones Encefalitis Encefalitis Encefalitis Total
(positivos a IFD) Leve Moderada Severa

Positivo 2 24 29 65
(N° casos)
Negativo 5 0 0 8
(N° casos)
Total 7 24 29 73

Ref.: IHQ = Inmunohistoquimica; IFD = Inmunofluorescencia Directa.
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Figura 1. Bovino. IHQ para deteccion del virus de rabia positiva
en neurona de la region del puente (IHQ, DAB,
400X).

Figura 3. Bovino. ch de necrosis en tronco encefalico con
marcacion positiva a la THQ para L. monocytogenes
(IHQ, DAB, 200X).

DISCUSION

El presente trabajo permite demostrar que los principales agen-
tes infecciosos asociados a encefalitis en bovinos descriptos en
la region (Sanchez y col., 2000; Galiza y col., 2010; Spéth y
Becker, 2010) se hallan también presentes en Uruguay. Los
hallazgos histopatoldgicos asociados a la accion de dichos agen-
tes son similares con los descriptos (Summers y col., 1995;
Barros y col., 2006; Maxie y Youssef, 2007). Si bien se obser-
varon lesiones histoldgicas de meningoencefalitis no supurativa
en la mayoria de los casos (91%) clasificados como rabia, las
mismas no son suficientes para realizar el diagnostico histopa-
toldgico si no se hallan acompafiadas por la presencia de cor-
pusculos de inclusion intracitoplasmaticos caracteristicos. En
los casos estudiados esta situacion solo se dio en el 66%, resul-
tados similares a lo reportado (Langohr y col., 2003). De este
modo, la realizacion del diagnodstico de rabia a partir de la pre-
sencia o ausencia de corpusculos de inclusion puede resultar en
aproximadamente un 30% de falsos negativos (Langohr y col.,
2003). La demostracion del antigeno viral por IHQ permite la
confirmacion del diagnostico de rabia ya que, mediante la utili-
zacion de anticuerpos especificos, demuestra la presencia del
agente en los tejidos. A su vez, permite el analisis retrospectivo
de casos sospechosos, siendo especialmente importante cuan-
do no fue posible estudiar las muestras por inmunofluorescen-
cia directa o inoculacion intracerebral de lauchas, ademas de
contribuir al diagndstico cuando los resultados de dichas prue-
bas fueron negativos (Pedroso y col. 2009). Dentro de este
estudio, comprendido entre los afios 1999 y 2011, no se detec-
taron casos positivos a IHQ para deteccion de virus de rabia
que no hubiesen correspondido a la epidemia registrada en el
periodo 2007 — 2010 en los departamentos de Rivera, Tacuar-
embo, Artigas y Salto (Correa Messuti, 2007).

En el presente trabajo se diagnostico rabia por IHQ en el 89%
de los casos, existiendo 8 casos negativos a la IHQ que fueron
positivos a la IFD y que a su vez no presentaron lesiones o
presentaron lesiones leves a la histopatologia (HP). Estas posi-
bilidades diagndsticas coinciden con los reportes de la bibliogra-
fia disponible (87 - 98% para IHQ y 87% - 100% para IFD
seglin Pedroso y col., 2008).

Meningoencefalitis por BoHV es comun en bovinos de la region
(Sanchez y col., 2000; Rissi y col., 2007; Easton y col., 2009;
Galiza y col., 2010; Spith y Becker, 2010). Brotes esporadicos
de esta enfermedad han sido descriptos en Uruguay pero, si
bien se ha logrado aislar BoHV, hasta el momento no se ha
logrado caracterizar el subtipo del virus actuante. El diagnosti-
co por HP se baso en la asociacion de lesiones especificas con la
historia clinica e informacion epidemioldgica. Los corptisculos
de inclusion intranucleares en astrocitos y neuronas son carac-
teristicos pero no siempre se observan en animales infectados
con BoHYV, presentandose con mayor frecuencia en las etapas
iniciales de la infeccidn (Barros y col., 2006; Rissi y col. 2007).
En el presente trabajo se observé que de los 20 casos clasifica-
dos como encefalitis por BoHV, el 10% (2 casos) presentaron
corpusculos de inclusién a la histopatologia, resultados que
coinciden con la bibliografia (Barros y col., 2006; Rissi y col.,
2007). Sin embargo, se obtuvo marcacion IHQ especifica en 10
(50%), demostrando que el uso de anticuerpos monoclonales
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contra BoHV-1 y BoHV-5 mejora las posibilidades de realizar
un diagndstico etioldgico cuando solo se cuenta con material
parafinado. Si bien ya se habia reportado la presencia de BoHV-
5 en Uruguay mediante la deteccion de infecciones latentes en
ganglios trigéminos de bovinos enviados a faena (Furtado y col,
2011), ésta seria la primer comunicacidn acerca de la deteccion
de éste antigeno viral asociado a lesiones de encefalitis en bovi-
nos de Uruguay.

Los hallazgos histopatologicos de los casos clasificados como
encefalitis asociada a Listeria monocytogenes fueron coinciden-
tes con los descriptos en la literatura (Summers y col., 1995;
Barros y col., 2006; Maxie y Youssef, 2007). En el presente
estudio se logrd la deteccion de este agente por IHQ en el 92%
de los casos. Dada la dificultad que muestra el aislamiento bac-
terioldgico de Listeria sp., la IHQ se presenta como una técnica
importante para la realizacion del diagndstico definitivo, siendo
incluso considerada una técnica mas sensible que el aislamiento
bacteriologico (Weinstock y col., 1995).

La lesion caracteristica de FCM es panvasculitis, en base a lo
cual se seleccionaron los casos (Garmatz y col. 2004). La grave-
dad y extension generalizada de las lesiones determina que el
estudio histopatoldgico constituya un buen método de diagnos-
tico (Barros y col. 2006). En 11 de los 12 casos estudiados la
encefalitis fue moderada a severa, encontrandose solo un caso
en que la encefalitis fue leve, siendo fundamental el estudio de
otros organos (higado, rifion, linfonddulos) para respaldar el
diagndstico. Se logro la deteccion del virus por PCR en 5 de los
12 casos. La naturaleza de las muestras utilizadas (tejidos fija-
dos e incluidos en parafina), asi como el tamafio y la region del
segmento de ADN amplificado, son factores que podrian deter-
minar la disminucion en la sensibilidad de la PCR (Matsubayas-
hi y col., 1998; Crawford y col, 1999). Esta es la primera ins-
tancia en que se logra confirmar la presencia de este virus en
Uruguay.

CONCLUSIONES

Mediante este estudio se confirma la presencia de los agentes estu-
diados como causantes de encefalitis en bovinos de Uruguay.

La técnica IHQ mostrd ser una técnica util para el diagnostico
etiologico de rabia, pudiendo ser empleada como una herramienta
complementaria, principalmente en los casos donde existe sola-
mente meningoencetalitis no supurativa, sin la presencia de cor-
pusculos de inclusion, en casos en que las técnicas de IFD e inocu-
lacion en lauchas sean negativos, y en la realizacioén de estudios
retrospectivos a partir de tejidos fijados y embebidos en parafina.

Dentro del periodo estudiado (enero de 1999 —junio de 2011) no se
detectaron casos positivos a [HQ para deteccion de rabia ajenos a
la epidemia registrada en Uruguay entre los afios 2007 —2010.

Se realiza el diagnostico de encefalitis asociada a BoHV diferen-
ciando los tipos 1 y 5 mediante la utilizacion de anticuerpos mono-
clonales. Se identifica por primera vez la presencia del BoHV-5
asociado a encefalitis en bovinos en Uruguay.

Dadas las dificultades para el aislamiento bacterioldgico que pre-
senta Listeria monocytogenes, la IHQ se presenta como una técni-
ca alternativa para la realizacion del diagnostico etiologico.

Se detecta por primera vez el agente etioldgico de fiebre catarral
maligna asociada a ovinos (OvHV-2) en bovinos del Uruguay por
la técnica de PCR a partir de tejidos fijados e incluidos en parafina.
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