














Rev Med Vet Zoot. 62(1), ENERO - JUNIO 20T5: 37-49

INvESTIGACION

FIGURA 1. Rabia bovina: inmunohistoquimica en corteza cerebral de casos con diagndstico no
conclusivo, marcacion distribuida en el citoplasma neuronal con un patron de forma redondeada (A,
B, C)y difuso D, revelado con diaminobenzidina (DAB DAKO K3468® Carpinteria, CA, USA). Bar: 20 pm.

DISCUSION

La confirmacién del diagnéstico de rabia
en algunas de las muestras analizadas es
relevante debido a que se contribuyé en
el establecimiento del agente etiolégico en
casos no conclusivos de enfermedad nervio-
sa; en este sentido, es importante destacar
que la Organizacién Mundial de Sanidad
Animal (OIE) y la Organizacién Mundial
de la Sanidad Animal (OMSA 2008) han
exhortado a los paises a establecer un
sistema de andlisis de riesgos, vigilancia
y seguimiento para prevenir el ingreso
de la encefalopatia espongiforme bovina
en sus territorios (Duque-Veldsquez ez al.
2010), lo que implica tener plenamente
identificadas otras entidades que cursan con
sintomatologia clinica nerviosa en bovinos.

A través de la técnica de IHQ fue po-
sible evidenciar la presencia del virus de
la rabia en dos casos, es decir 20% (2/10)
de las muestras; esta informacién, sumada
a trabajos previos de los mismos autores
(Jurado ez al. 2012), aporta indicios de un
posible problema de subdiagnéstico de
enfermedades del sistema nervioso en esta
regién del pais, por lo menos, en relacién
con el virus de la rabia bovina. Asf, ain
es necesario indagar en un nimero mads
alto de muestras si tal situacidn se repite,
ademds de conocer si acontece lo mismo
en otras regiones y cudl es el impacto de
esta condicién sobre los planes epide-
mioldgicos.

Los tejidos evaluados para evidenciar
antigenos del virus de la rabia, fueron
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sometidos a pruebas con anticuerpos mo-
noclonales y policlonales contra el agente,
logrando en ambos casos el mismo nimero
de tejidos positivos. No obstante, fue posi-
ble observar que la marcacién mds intensa
se obtuvo con el anticuerpo policlonal,
aspecto que coincide con informacién ya
descrita (Hamir y Moser 1994; Hamir ez
al. 1995; Lépez y Trimarchi 1998-2001;
Pedroso et al. 2008); para explicar lo que
sucedid, se debe tener en cuenta que en
general, los anticuerpos policlonales pre-
sentan alta afinidad y amplia reactividad
(Ramos 2005), posibilitan el acceso a una
mayor nimero de epitopes y aumentan
la intensidad de marcacién.

La lesiones microscdpicas fueron ob-
servadas en el 90% (9/10) de los tejidos y
variaron de tipo, severidad y distribucién.
Sélo uno de los tejidos positivos a rabia a
través de la IHQ), presenté algunas carac-
teristicas histopatologfas concordantes con
la enfermedad; sin embargo, en ninguno
de los dos casos se observaron corpusculos
de inclusién citoplasmdtico (corpusculos
de Negri) tipicos de la enfermedad, me-
diante la tincién de hematoxilina- eosina
(HE), razén por la cual estos casos fueron
archivados como no conclusivos.

Se ha reportado que el hallazgo de
corpusculos de Negri depende del curso
clinico de la enfermedad (Lima ez /. 2005)
y que su aparicién varia entre el 48% y el
87% (Langohr ez al. 2003; Lemos 2005;
Lima et al. 2005; Rech 2007; Silva et al.
2010). Ademis, el 30% de los tejidos de
animales afectados con rabia pueden no
tenerlos (Maxie 2007; Feng ez al. 2014);
no obstante, la ausencia de esta caracte-
ristica no puede ser motivo para descartar
la rabia como causa.

El tejido sin cambios microscépicos
aparentes pudo provenir de un animal
que present6 una enfermedad que mos-
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tr6 sintomas nerviosos pero no cambios
aparentes a nivel de tejido, o ser una
caso clinicamente mal interpretado como
enfermedad nerviosa. La ausencia de le-
siones en el SNC de bovinos con signos
clinicos de enfermedad nerviosa ya ha sido
reportada y la variacién puede ir desde
26% a 57%. En general, entre sus causas
pueden mencionarse: cetosis, fiebre de
leche, intoxicaciones con Claviceps paspali
y toxiinfecciones por botulismo o tétano
(Sdnchez et al. 2000).

Es importante destacar que ocho de los
diez casos, atn siguen con diagndstico no
conclusivo; al respecto, en Colombia, no se
conocen cifras sobre casos no conclusivos
de enfermedades del sistema nervioso de
los bovinos, por lo que al respecto es nece-
sario realizar un levantamiento. En Brasil,
en estudios regionales en Rio Grande do
Sul y en Mato Grosso, del total de casos
analizados de enfermedad neuroldgica, el
37.7% (2528/6706) y 46.26 % (227/588)
respectivamente, fueron clasificados con
diagnéstico no conclusivo (Lucena ez 4.
2010; Ribas ez 2/ 2013), asi mismo, en un
estudio regional en Inglaterra, Watson ez
al. 2008 describieron en 52% (131/253)
de los casos esta condicién.

Generalmente, los altos indices de
casos no conclusivos se atribuyen a la
carencia de historia clinica, cantidad insu-
ficiente de muestras, ausencia de lesiones
(Casagrande et al. 2008), la distancia de
los lugares donde ocurren los casos hasta
el centro de diagnéstico (Watson ez al.
2008), caddveres o tejidos en mal estado
de conservacidn y, finalmente, al envio de
tejidos con lesiones incidentales o de poca
significancia y mal conservadas (Lucena
et al. 2010).

Otros aspectos que se deben destacar
son: fase y tiempo de evolucién de la en-
fermedad, porcién de cerebro seleccionada,
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concentracion de antigenos en los tejidos
(Jurado et al. 2012), tiempo de fijacién
en formol (Jurado ez al. 2012; Leong y
Peter 1989) y, finalmente, la calidad en
la elaboracién de las ldminas y la expe-
riencias de quien las analiza (Silva ez /.
2010), condiciones que pudieron incidir
de forma directa sobre el resultado en los
tejidos bajo estudio.

Las porciones cerebrales contenidas
en los bloques correspondieron a corteza
cerebral en el 100% de los casos, 60%
(6/10) tenian hipocampo, 30% (3/10)

cerebelo y 10% (1/10) médula oblonga
(Tabla 1); trabajos realizados con bovi-
nos infectados experimentalmente con
BoHV-5 demostraron que el virus se
encuentra presente en la mayorfa de los
casos en el cortex frontal del ganglio de
Gasser, mesencéfalo y tdlamo (Voguel ez 4l.
2003) y las lesiones son mds relevantes en
las porciones rostrales del encéfalo (Rissi
et al. 2006), debido a las diferentes rutas
neuronales utilizadas por el virus para
acceder al SNC durante las fases aguda y
latente (Caron ez /. 2002).

TABLA 1. Datos epidemioldgicos y diagndstico inmunohistoquimico (IHQ) en casos no conclusivos

de enfermedad nerviosa de bovinos.

Nimero de caso Procedencia Edad Region cerebral contenida Diagnostico IHQ*
(meses) en el bloque
Rabia BoHV-5
Cc-14 Planeta Rica - Corteza - -
C-24 Monteria - Corteza, hipocampo, médula - -
oblonga.
C-33 Valledupar 48 Corteza, hipocampo - -
C-42 Valledupar 23 Corteza + -
C-45 Puerto Libertador - Corteza, hipocampo. - -
C-49 Montelibano - Corteza, cerebelo. + -
C-54 Ciénaga de Oro - Corteza, hipocampo. - -
C-53 Tierra Alta - Corteza, cerebelo. - -
C-69 Monteria - Corteza, hipocampo. - -
Cc-97 Monteria - Corteza, hipocampo, - -
cerebelo.
*HQ: Inmunohistoquimico.
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Al respecto, tal vez las politicas sanita-
rias del pais influyeron el tipo de muestra
presente en los tejidos analizados, puesto
que las muestras contenian secciones ce-
rebrales donde existe mds posibilidad de
encontrar alteraciones compatibles con
el virus de la rabia; no obstante, atin es
necesario determinar si la misma condicién
se repite en un mayor nimero de muestras
y en otras regiones del pais.

Es importante destacar que el virus
de la rabia también se distribuye en otras
regiones del SNC, como tronco cerebral,
bulbo a la altura del dbex, pedtinculo
cerebelar, coliculo rostral (Langohr ez
al. 2003), puente y médula (Silva ez al.
2010), secciones donde se determiné que
las lesiones causadas por este virus son
mds prominentes (Langohr ez al. 2003)
y son sitios de eleccién para la realizacién
de la inoculacién cerebral en ratones y la
IFD (Silva ez al. 2010). Por lo tanto, para
mejorar la eficiencia en el diagnéstico de
estos agentes, es recomendable muestrear
multiples sitios con énfasis en los citados.

Con relacién ala técnica de inmunohis-
toquimica para la deteccién de BoHV-5,
se empled una metodologia previamente
optimizada para evidenciar el agente en
muestras fijadas en formaldehido por
largos periodos de tiempo (Hiibner ez 4.
2005); as{ mismo, como control positivo
se us6 tejido cerebral de un bovino que
padecié la infeccién de forma natural y
el tejido estuvo previamente fijado en
formol por un largo periodo. Igualmente,
el protocolo de recuperacién antigénica
con proteinasa K para viabilizar el acceso
de los anticuerpos a los antigenos, fue
igual al descrito en experiencias exitosas
en el diagndstico del agente (D offay ez
al. 1993; Hiibner ez al. 2005).

A pesar de esas condiciones, no fue

posible la identificacién de BoHV-5; no
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obstante es imprescindible seguir con los
estudios sobre este agente, debido a que la
enfermedad herpética en bovinos produce
importantes pérdidas econémicas en las
ganaderias del mundo entero (Chowdhury
et al. 2000), y especialmente en paises
vecinos como Brasil (Barros et /. 2006;
Kunert ez al. 2013; Sanches ez al. 2000;
Ubiali e al. 2008), y es previible que
pueda acontecer lo mismo en Colombia.

Asi mismo, dado a que en el pais este
agente fue previamente identificado (Pe-
draza et al. 2010; Pedraza er al. 2011) y
que existe un alto ntimero de reportes de
enfermedad neuroldgica en zonas donde
se existen altas tasas de seroprevalencia
para BoHV-1 (Piedrahita er al. 2010),
agente estrechamente relacionado con el
BoHV-5 en aspectos estructurales, biolé-
gicos, antigénicos y moleculares (Beltrao
et al. 2000; Rissi ez al. 2008, Flores et al.
2009; Marin et al. 2012).

CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

El asocio de hallazgos histopatoldgicos y
el empleo de la técnica de IHQ fueron
importantes para el diagndstico del virus
de la rabia en muestras con diagndstico
no conclusivo.

Para identificar y establecer mapas
epidemioldgicos sobre el herpes virus
bovino 5, es prioritario capacitar a los
médicos veterinarios de campo sobre cudles
fragmentos de cerebro colectar y la forma
de envio de estas muestras al laboratorio.

Para posteriores estudios se recomien-
dan incluir regiones anatémicas del SNC
por las cuales el virus de la rabia y el
herpes virus bovino 5 tienen tropismo,
ademds de garantizar una adecuada tomay
conservacién de las muestras, as{ como la
elaboracién de una completa descripcién
del caso por parte del médico veterinario
de campo a fin de propiciar la obtencién
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de resultados 6ptimos. Asi mismo, es
necesario indagar sobre que otros tipos
de agentes etiolégicos que pueden estar
relacionados con casos no conclusivos de
enfermedad neuroldgica.
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