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RESUMEN

PEREZ GUIOT, ALFREDO. Diagnéstico inmunohistoquimico de enteropatias
causadas por coronavirus y rotavirus en becerras (bajo la direccion de MVZ MC

Carlos Gerardo Salas Garrido y del MMVZ Mario Adan Bedolla Alva).

Se realizd un estudio retrospectivo de 2008-2012; donde se analizaron 50
muestras de intestino de becerras entre 1 a 3 semanas de edad; las cuales
presentaron cuadros clinicos diarreicos, asi como lesiones macroscopicas y/o
microscopicas sugerentes a enteritis virales. El tejido intestinal fue evaluado por
histopatologia e inmunohistoquimica para antigenos de rotavirus y/o coronavirus.
Las lesiones histologicas mas representativas (>60%) fueron: Cambios en la
morfologia de los enterocitos de las vellosidades, descamaciéon de enterocitos,
cambios en la morfologia de los enterocitos de las criptas y atrofia de vellosidades.
Se obtuvieron 50 casos (100%) con inmunopositividad para coronavirus y 47
casos (94%) para rotavirus. Ademas, se establecié un método para correlacionar
entre el grado de lesiones microscopicas y la positividad por inmunohistoquimica,
donde se encontré que de los 50 casos revisados; 22 casos (45.8%) tuvieron
lesiones graves (5-6) e inmunopositividad alta para coronavirus; un caso (2%)
presenté lesiones graves e inmunopositividad alta para rotavirus y 13 casos (27%)
tuvieron lesiones graves e inmunopositividad alta para ambos virus. La
inmunohistoquimica es una herramienta importante para el diagndstico de
rotavirus y coronavirus, principales virus involucrados en el Sindrome Diarreico

Neonatal (SDN).



INTRODUCCION

Sindrome Diarreico Neonatal

Rotavirus y coronavirus, forman parte del Sindrome Diarreico Neonatal (SDN) que
causa diarreas en becerros. Dicho sindrome es de etiologia multifactorial, en la
que intervienen factores tales como: el hospedero, el ambiente (manejo) y agentes
infecciosos. Los principales factores relacionados al huésped incluyen la salud
general, nutricion, inmunidad a patégenos especificos, y la edad de la exposicién.
Dentro de los factores de los patdogenos se incluyen el numero de particulas
infecciosas, numero de enfermedades concurrentes, y la virulencia del (los)
agente(s). El SDN es una patologia comun en todo el mundo, que afecta al
becerro recién nacido, ocasiona alta morbilidad y cuantiosas pérdidas econdmicas.
Clinicamente suele presentarse desde las 12 horas de vida hasta los primeros 35
dias de vida y se caracteriza por excrecidon de heces acuosas y profusas,
deshidratacion progresiva y, en casos graves, muerte en pocos dias (Figuras 1y
2). La repercusion econdmica es importante ya que su elevada incidencia (superior
al 60%) implica tratamientos, demanda de tiempo y mano de obra. Ademas, los
porcentajes de mortalidad pueden llegar a ser hasta del 20%." # ** *Aunque en el
SDN existen una numerosa lista de agentes infecciosos involucrados (bacterias,
virus, protozooarios y hongos) y no infecciosos (dietarios), se ha comprobado que
el rotavirus bovino del grupo A y el coronavirus bovino son los dos principales

patégenos virales involucrados. %3678



La prevalencia de las diarreas causadas por estos virus varia dependiendo del

pais y la region. ° En un estudio realizado por Mohhamed et al™

, en Algeria la
incidencia de coronavirus bovino fue de 20,73%. En otros estudios se encontrd
algo similar, Brandao et al'' en Brasil (22.22%), Stipp et al'? en Brasil (19%) Akam
et al”® en Algeria (18.48%%) e Izzo et al™ en Australia (21.6%). En otros paises la
incidencia es mas baja, como lo informado por Reynolds et al'® en Inglaterra
(14%), Snodgrass et al'® en Escocia (4%), Pérez et al'® en Costa Rica (9%), De la
Fuente et al'® en Espafia (7.34%), Rai et al'” en la India (11.76%) y Dash et al'® en
la India (4.76%). Por otra parte, en Escocia Abraham et al'® encontré que la
incidencia de coronavirus bovino fue de 38.9%. En el caso de rotavirus en el
mismo estudio realizado por Mohhamed et al'® encontréd que la prevalencia de
dicho virus en Algeria fue de 14.63%; hallazgo similar a lo encontrado por
Abraham et al'® en Escocia (16,7%), Rai et al'” en la India (15,68%), y Al-Robaiee
y Al-Farwachi® en Iraq (15,5%). En otros estudios la tasa registrada por Zrelli et

|20

al'® en Tunez fue de 22.8%, Langoni et al”” en Brasil encontré una tasa de 25.1%

y AKam et al'® en Algeria encontré un porcentaje de 21.84%. Otros autores

encontraron tasas mayores para rotavirus como Reynolds et al'® en Inglaterra

|16

(42%), Snodgrass et al’ en Escocia (50%), De la Fuente et al'®, en Espafia

(42.7%), 1zzo et al' , en Australia (79.9%) y Nourmohammadzadeh et al*' en Iran

1" en Costa Rica la cual fue del 7%.

(34%). Una tasa mas baja registré Pérez et a
Dichas diferencias se pueden atribuir a los métodos de diagnéstico utilizados, las
practicas de mantenimiento utilizadas, el estatus higiénico, las condiciones
ambientales y las condiciones del clima relacionadas con la localizaciéon

geografica. 12223



La tasa de morbilidad de rotavirus y coronavirus bovino es elevada, oscilando
entre 50-100%. 2*, ?° La tasa de mortalidad de rotavirus es en promedio del 5-20%.

826 | a tasa de mortalidad de coronavirus bovino puede alcanzar hasta el 50%. 2"

24

El rotavirus y el coronavirus bovino son agentes que pertenecen a diferentes

2 3 Sin embargo, comparten

familias y tienen caracteristicas diferentes.
caracteristicas similares que permiten su ubicuidad en conjunto, tales como: la
estabilidad en pH bajo, labilidad al calor en presencia de enzimas proteoliticas y su
transmision a través de la via fecal-oral. # * ® Ambos virus ocasionan cambios
patolégicos similares, al inducir la atrofia de las vellosidades intestinales y

ocasionar cuadros diarréicos. ' % > En infecciones naturales, se ha demostrado que

ambos patdégenos pueden estar involucrados simultaneamente. % °

ROTAVIRUS

Segun el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), los rotavirus
o o o o 7,8, 26, 28, 29
pertenecen a la familia Reoviridae, subfamilia Sedoreoviridae. Dichos
virus son clasificados en 7 grupos (A-G), de los cuales el del grupo A es el
L : : 2,6,8, 26, 28, 29 : : :
principal causante de diarrea en bovinos. Las infecciones por rotavirus
son causa importante de diarrea en nifios y animales jovenes como: becerros,
ratones, corderos, lechones, cachorros, potros, aves, conejos, entre otros. La
patogenia y lesiones son similares; no son especificos de especie, sin embargo

tienen bajo potencial zoonético. 7 & 228 3



Morfologia

Los rotavirus son icosaédricos, de 70-100 nm de diametro y sin envoltura, con 32
capsomeros y 11 segmentos de ARN de doble cadena, estan protegidos por una
capside interna y externa. Los viriones tienen una apariencia distintiva ya que la
capside externa semeja a una rueda (del latin rota, rueda). * 2% % Los rotavirus del
grupo A codifican seis proteinas estructurales (VP1-4, VP6, VP7) y seis no
estructurales (NSP1-6) 2 2% 3% | as proteinas estructurales estan localizadas en el
nucleo viral (VP1, VP2, y VP3), en la capside interna (VP6) y en la capside externa
(VP4 y VP7). Las proteinas VP4 y VP7 son inmunogénicas y los hospederos
pueden generar anticuerpos neutralizantes que protegen a los animales de las
infecciones; la VP6 es un antigeno especifico de grupo que es comun en todos los
rotavirus; y VP1, VP2 y VP3, junto con otras proteinas no estructurales, juegan un

papel clave en la transcripcién viral (Figura 3). 7 2% 29 30

Las proteinas no
estructurales coordinan y regulan la traduccién del ARNm viral; ademas, estan
involucradas en antagonizar la respuesta antiviral del huésped y permitir la

replicacion del virus. 33132

Patogenia

Después de la ingestion del virus, pasa a través del tracto digestivo hasta el
yeyuno donde el agente infecta las células epiteliales, produciendo lesiones
iniciales en la porcion anterior del intestino (duodeno) que progresan distalmente
hacia yeyuno e ileon. 728,26 56 ha propuesto que los viriones se unen a receptores
celulares, como integrinas o el acido sialico, y asi los componentes de la capside

interna son internalizados en la célula. 2 % Se ha informado que sélo las células
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epiteliales columnares diferenciadas que recubren la mitad apical de las
vellosidades son susceptibles a ser infectadas. La entrada y replicacién no se
produce en células inmaduras o proliferantes de las criptas ya que estas células
pueden carecer de receptores para el virus. El periodo de incubacion es
extremadamente corto (12-24 h), los signos y lesiones pueden aparecer en
cuestion de horas donde las cisternas del reticulo endoplasmico y de la
mitocondria se distienden y las particulas virales se acumulan en los lisosomas y
en las cisternas dilatadas. " % % Las células epiteliales se vuelven vacuoladas,
pierden las microvellosidades, se desprenden prematuramente hacia el lumen
intestinal y los virus son eliminados por lisis del epitelio dafiado (antes o después
de la exfoliacion), lo que provoca que las vellosidades intestinales sufran de
atrofia. El epitelio de la mucosa es recubierto por células cubicas, poco
diferenciadas con microvellosidades mal definidas y que contienen vacuolas en su

citoplasma. 2% % 3 Enp

los animales que se recuperan, las vellosidades se
regeneran en 3 6 4 semanas. " ?° En infecciones por rotavirus del Grupo B, se ha
observado que las células forman sincitios en la superficie de la vellosidad por

fusion de enterocitos. ’

La patogenia de la diarrea se desarrolla por tres mecanismos. El primero es por la
mala absorcion secundaria a la destruccidén de enterocitos, ademas ésta pérdida
de enterocitos maduros contribuye a una deficiencia sistémica de bicarbonatos,
sodio, potasio, cloruro y agua causando acidosis metabdlica; el segundo
mecanismo, es porque las células epiteliales infectadas liberan agentes

vasoactivos, lo que causa isquemia de las vellosidades y activacion del sistema



nervioso entérico; el tercero, rotavirus es capaz de producir proteinas no
estructurales como la NSP4, que actia como una enterotoxina secretora que
altera la homeostasis celular, aumentando las concentraciones intracelulares de
calcio. 3 % 2| gs particulas virales son eliminadas en las heces, la cual es la
principal fuente de diseminaciéon de la enfermedad, ya sea por contacto directo o
por agua contaminada. En todas las especies, las enteritis rotavirales son mas
severas cuando se complican con infecciones simultaneas con Escherichia coli

enterotoxigénica. " & 28

Este padecimiento aparece en las primeras dos a tres semanas de vida, afecta a
la mayoria del rebafo y causa la muerte de mas de la mitad de los animales
infectados. El principal signo son las heces acuosas de color amarillo, que

conlleva a deshidratacién severa. " & 2633

Los becerros pueden excretar el virus a través de las heces desde el segundo dia
de infeccidn, hasta los 7 a 8 dias. Después de los 3 meses de edad, generalmente

los becerros no estan infectados. %
CORONAVIRUS

Acorde con el ICTV, el coronavirus bovino pertenece al orden Nidovirales, familia
Coronaviridae, género Betacoronavirus y especie Betacoronavirus 1. 8 34 varias
especies animales son afectadas por mas de un tipo de coronavirus, las cuales
son causa importante de gastroenteritis, aunque pueden llegar a causar problemas
7.8 28 365 p

respiratorios, hepatitis, encefalomielitis, serositis, entre otros.

coronavirus bovino se asocia con tres sindromes en el ganado, los cuales son:



disenteria del invierno en el ganado adulto, enfermedad respiratoria en diversas

edades y la diarrea neonatal de los terneros. & 3% 3% 3637

Morfologia

Los coronavirus son esféricos, de 120-160 nm de diametro, envueltos y poseen un
genoma ARN de cadena simple. Su envoltura esta formada por una doble capa
lipidica con cinco tipos de proteinas estructurales: la nucleocapside (N), la
transmembranal (M), la hemaglutinina/esterasa (HE), la espiga (S) y las proteinas
pequefias de membrana (E), que se proyectan hacia la misma, dandole apariencia
de corona (Figura 4). " 3% 3% 38| as proteinas estructurales, estan involucradas en la
sintesis del ARN viral (N), lideran la formacion de particulas virales (M);
contribuyen a la hemoaglutinaciéon y hemoadsorcion del virus (HE y S) y en la

salida de los viriones (E y M); entre otras funciones. 2" *

Patogenia

El virus infecta en primer lugar la mucosa nasal, donde se produce una replicacion
intensiva. Grandes cantidades de virus son posteriormente ingeridas junto con las
secreciones de moco y son transportados al sistema gastrointestinal. Coronavirus
infecta y se replica en el citoplasma apical de los enterocitos, en las puntas y los
planos laterales de las vellosidades intestinales del intestino delgado asi como el
. . .. . . 8, 28, 35, 37
colon, algunas especies del virus se dirigen a macrofagos tisulares. El
virus se adhiere a los enterocitos a través de la espiga y la hemaglutinina, que

también permite la fusion de la envoltura viral con la membrana celular o a través

de vesiculas endociticas. 2 ° La replicacion y maduracién parece implicar la

8



gemacion de los viriones desde el citosol a través de la membrana y en el lumen
de vacuolas de las cisternas en el reticulo endoplasmico liso, donde se acumulan.
Los viriones se pueden encontrar en los tubulos del Aparato de Golgi, por lo que
pueden salir de las células mediante exocitosis. El virus es liberado por lisis de las
células infectadas. Los cambios en las células infectadas ocurren alrededor de 12-
24 horas. La mitocondria de las células infectadas se hincha, las cisternas del
reticulo endoplasmico (liso y rugoso) se dilatan, el citoplasma de las células
infectadas pierde densidad electronica, y las células pierden su acomodo
columnar. El epitelio dafiado puede lisarse in situ, liberando el virus retenido en
vacuolas citoplasmaticas, o pueden exfoliarse en el lumen. La exfoliacion del
epitelio dafiado puede ser masiva en un corto periodo de tiempo, dando lugar a la
atrofia de vellosidades. Las vellosidades pueden fusionarse y durante la fase de
exfoliacion, estas pueden quedar “desnudas”. Los enterocitos en la vellosidades
después del periodo de exfoliacion son poco diferenciados, pierden su arreglo
columnar, y se vuelven cuboidales o escamosos con sus microvellosidades
acortadas e irregulares. Durante los dos a tres dias posinfeccion (dpi), las
vellosidades pueden regenerarse y los enterocitos se vuelven progresivamente
columnares, pero carecen de un borde de cepillo bien desarrollado y enzimas. La
defectiva absorcién de grasas, se ve reflejada en la acumulacion de gotas de

lipidos en el citoplasma de los enterocitos. " 7 28 37: 39

Puede existir inflamacién aguda focal en la lamina propia de las vellosidades

desnudas e infiltrado mononuclear en la lamina propia. La hiperplasia del epitelio



de las criptas usualmente resuelve la atrofia de vellosidades, restaurando la

funcion normal. %8 %7

La diarrea ocurre debido a la mala absorcion de nutrientes y electrolitos, con la
contribucion de la secrecion de células de las criptas y probablemente por el
epitelio de superficie pobremente diferenciado. Los animales presentan
deshidratacion progresiva, acidosis e hipercalemia, se vuelven letargicos y pueden
morir por hipovolemia, hipoglucemia y de cardiotoxicidad por incremento en las
concentraciones de potasio. La diarrea en animales sobrevivientes suele

resolverse en los 5 a 6 dpi. 1.8,28,37,39

En becerros, el coronavirus bovino es una causa comun de diarrea en animales de
hasta las tres semanas de edad, pero la enfermedad se puede producir en

animales con un maximo de tres meses de edad. ®
Diagnostico

Rotavirus es el patégeno entérico viral mas comun que se diagnostica en las
heces de becerros diarreicos y coronavirus es el segundo; sin embargo, al realizar
necropsias de becerros, Blanchard et al y Olivieira et al encontraron que

5 Esto refleja que

coronavirus ocupa el primer lugar y rotavirus el segundo.
probablemente Coronavirus causa una enfermedad mas grave que resulta en la
muerte de los becerros en comparacion con las infecciones por rotavirus; aunque
multiples enteropatégenos se encuentran comunmente involucrados con ambos

agentes. " &3°
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Existen varios métodos de deteccidon para ambos virus, entre ellos se encuentran
el PCR, ELISA, microscopia electronica (ME), inmunohistoquimica (IHQ), entre
otras; ademas rotavirus puede detectarse con aglutinacion y electroforesis

(PAGE)." 840

Para rotavirus, en muestras de diagnostico, la ELISA y la ME coinciden en el
numero de casos positivos en un rango del 85% al 96% y en muestras de desafio
experimental coinciden en un 100%." © Algunos juegos de reactivos comerciales
de ELISA presentan baja sensibilidad (78%) y especificidad (68%) en muestras de
diagnostico. ' *' En el caso de coronavirus, en muestras de diagnéstico, la ELISA
y la ME coinciden en la positividad del 88% al 96%." © *?> Se ha observado que
algunas de estas variaciones en el nivel de coincidencia de los casos positivos es
debido a que se utilizan diferentes anticuerpos contra el virus de interés, lo que

resulta en diferente sensibilidad y especificidad. "8

En un estudio compararon la coincidencia de muestras que resultan positivas
entre la técnica de anticuerpos fluorescentes (TAE) y la ME, siendo del 33%.; esto
se debe a que la TAE no es tan factible en el intestino delgado, porque las células
de la punta de vellosidades infectadas sufren desprendimiento y necrosis. Esto,
combinado con la pérdida postmortem de las células epiteliales infectadas,
conduce a resultados falsos negativos.” En otro estudio, se compararon la IHQ,
ELISA, y ME para la deteccion de coronavirus en casos de diarrea de becerros; la
coincidencia de muestras que resultaron positivas entre las 3 técnicas fue del
93%.*® Para coronavirus, se comparé la sensibilidad relativa de la TAE, la IHQ y la

ME obteniendo de 63% a 80% y 83%, respectivamente; por lo que el uso de la

11



IHQ es una gran alternativa para el diagnostico. 1. 43 Para coronavirus, el colon es
un sitio mas factible para TAE porque las células infectadas son retenidas en las

criptas y menos susceptibles a la pérdida post mortem. !

No existe prueba que detecte un patogeno con el 100% de precision ya que cada
método tiene limitaciones.” La deteccion de un agente infeccioso en las heces
diarreicas no resulta confiable porque los enteropatégenos pueden ser excretados
por animales sanos.” & > % Es por esto que la deteccion y localizacién directa de
un agente, asi como la asociacién con las lesiones producidas proporcionan un

diagnéstico mas preciso, como es el caso de la IHQ. ** ** 44
Tratamiento de la diarrea

El tratamiento de los becerros afectados esta fundamentado en contrarrestar las
alteraciones electroliticas causadas por la diarrea y debe realizarse basado en los
signos clinicos vy, si es posible en los datos de laboratorio, incluyendo analisis de
gases en sangre, para determinar el grado de acidosis metabdlica, glucosa en
sangre y alteraciones electroliticas; sin embargo, no es una practica comun debido
a los costos que implica y el curso agudo del cuadro clinico. Los objetivos del
tratamiento deben seguir las mismas pautas generales como las recomendadas
para la diarrea causada por otros agentes. El tratamiento debe incluir la correccion
de la pérdida de liquidos y deshidratacion, desequilibrio electrolitico, acidosis,

hipoglucemia e hipotermia.’

Esta correccion se logra principalmente a través de la administracion de

electrolitos orales o terapia intravenosa de fluidos, y la provision de un ambiente

12



calido y seco. Actualmente, existen cuadros que determinan el porcentaje de
deshidratacion y protocolos para el tratamiento de la diarrea. La seleccion del tipo
de fluidos, la cantidad para proporcionar, y la tasa y via de administracion estan
basadas en la edad y el peso del animal, severidad y duracion de los signos
clinicos, el nivel de acidosis metabdlica, y si el ternero afectado tiene reflejo para

mamar. 8, 37,45, 46

Prevencion y control

Las buenas practicas de manejo juegan un papel importante en la resistencia que
los terneros tengan a la infeccidn, como la prevencion de distocias, la
administracion de cantidades de calostro y una dieta adecuada. Asimismo, las
correctas practicas de higiene en el espacio de parto, alimentacion y estancia
pueden disminuir la cantidad de agentes patdgenos. ® *° Los factores de riesgo
que han sido identificados son: practicas de higiene, el tamafio del hato, la edad y
la prevalencia de uno o ambos patdgenos, debido a que el aumento en la
prevalencia de uno generalmente aumenta el riesgo de que otro patdgeno esté

involucrado, ya que puede haber co-infeccién. ®

En bovinos se han desarrollado vacunas comerciales contra rotavirus y se pueden
administrar a las hembras gestantes, lo que proporciona un alto nivel de
anticuerpos en el calostro. Otras vacunas comerciales también contienen
antigenos contra Escherichia coli y coronavirus. En la actualidad, en México se
utiliza la vacuna Scoguard®4 (K/C) (Zoetis), utilizada en sistemas de produccion

de carne y leche. Dicha vacuna es de tipo multipropdsito y contiene cepas
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inactivadas de rotavirus, coronavirus y E. coli K99, ademas esta formulada con
toxoide de Clostridium perfringens tipo C y gentamicina como conservador. Las
dificultades que presenta la aplicacion de vacunas con genotipos no endémicos
radican en que no son especificas y pueden presentar una deficiente o nula
actividad inmunogénica debido a que la eficacia de una vacuna depende de la
homologia con los agentes endémicos y a los diferentes grados de virulencia de

cada genotipo. #&*°
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JUSTIFICACION

El cuadro clinico, las lesiones macroscépicas y microscopicas causadas por
rotavirus y coronavirus bovino son similares, lo que dificulta el diagnéstico preciso.
Es por ello que el diagnéstico a través de pruebas complementarias, como la
inmunohistoquimica, permite determinar la presencia del antigeno viral en el sitio
de lesion, lo cual es de suma importancia para ponderar la presencia de rotavirus
y/o coronavirus, asociado a enteritis en becerras, de esta manera es posible

establecer medidas de control y prevencion adecuadas en este tipo de enteritis. !

2,3,6,8,39,40
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HIPOTESIS

La inmunohistoquimica es un método diagndstico que permitira diferenciar las

enteritis causadas por rotavirus y coronavirus.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la utilidad de la técnica de inmunohistoquimica en el diagndstico de

enteritis causadas por rotavirus y coronavirus en becerras.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar e identificar las lesiones microscopicas causadas por rotavirus y
coronavirus en muestras de intestino de becerras de Tizayuca, Hidalgo, que
hayan presentado cuadro diarreico.

2. Estandarizar la técnica de inmunohistoquimica para establecer el
diagnostico de enteritis virales causadas por rotavirus y coronavirus.

3. Comparar, analizar y correlacionar las lesiones asociadas a rotavirus y
coronavirus mediante histopatologia e inmunohistoquimica, en intestinos de

becerras.
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MATERIAL Y METODOS

Muestras bioldgicas

El presente trabajo corresponde a un estudio observacional, retrospectivo,
transversal y descriptivo entre los afios 2008 a 2012. Se utilizaron 50 muestras de
intestino incluidas en parafina, de becerras entre 1 a 3 semanas de edad; las
cuales presentaron signos clinicos de diarrea, asi como lesiones macroscopicas y
microscopicas sugerentes a enteritis virales. Las muestras fueron obtenidas de
necropsias de becerras realizadas en el Centro de Ensefianza y Diagndstico de
Enfermedades de Bovinos, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de

la Universidad Nacional Autonoma de México.
Procesamiento de las muestras

Las muestras de intestino, ya incluidas en parafina, se cortaron a 5 um de grosor
en un microtomo1, realizando tres cortes seriados y montadas en laminillas. Uno
de los cortes fue tefiido con la técnica de rutina de hematoxilina y eosina para su
observacion y evaluacion microscopica; los otros dos cortes fueron montados en
laminillas tratadas previamente con la solucién adhesiva Poli-L-Lysina® al 1%, y se
procesaron por inmunohistoquimica (IHQ) para la identificacion de antigenos

virales de rotavirus y coronavirus.

! Leica Instruments, Modelo 820, Catalogo 5991006 Nussloch, Germany
2 Sigma-Aldrich Co. Catalogo P8920 St. Louis, MO 14508 USA
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Evaluacion histopatoldgica

Se revisaron las lesiones microscopicas en las muestras de intestino delgado y
grueso de dichas becerras, las lesiones fueron evaluadas y clasificadas segun su
severidad como leve (1), moderado (2) o grave (3) y dependiendo su distribucion

como multifocal (MF), generalizada o difusa (D), focal (F) y zonalmente extensiva

(ZE). Dichas caracteristicas son enlistadas a continuacion:

Caracteristica a evaluar

Opcidn

Morfologia de enterocitos de las vellosidades

Cubica, cilindrica, plana

Degeneracion de enterocitos de las
vellosidades

Severidad y distribucién

Necrosis de enterocitos de las vellosidades

Severidad y distribucién

Hiperplasia de células caliciformes

Severidad y distribucién

Exfoliacion de enterocitos de las vellosidades

Severidad

Morfologia de enterocitos de las criptas

Cubica, cilindrica, plana

Degeneracion de enterocitos de las criptas

Severidad y distribucién

Necrosis de enterocitos de las criptas

Severidad y distribucion

Hiperplasia de enterocitos de las criptas

Severidad y distribucién

Criptitis

Severidad y distribucion

Exfoliacion de enterocitos de las criptas

Severidad

Relacion Vellosidad : Cripta (Atrofia)

Relacion normal 6:1
Leve: 4.5-5.9:1
Moderado: 3.0-4.4:1
Grave: < 3.0:1

Fusién de vellosidades

Severidad y distribucién

Infiltrado (enteritis)

Tipo, severidad y distribucion

Edema

Severidad
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Otros agentes Cocos, bacilos

Cryptosporidium sp.

Linfonecrosis Severidad
Atrofia linfoide Severidad
Observaciones Hallazgos

Método de inmunohistoquimica

Las secciones se desparafinaron durante una hora en una estufa® a 60°C. Los
tejidos se sumergieron inmediatamente en xilol, realizando un lavado de 10
minutos a temperatura ambiente (TA). Para la rehidratacion de los tejidos, las
laminillas se sumergieron progresivamente en concentraciones decrecientes de
alcohol etilico: 100, 96, 70 y 50 %, realizando un lavado de 10 min en cada una de
las concentraciones de alcohol etilico. Finalmente se sumergieron en solucion

amortiguada de fosfatos (PBS) pH de 7.2, realizando un lavado de 10 min a TA.

Para la recuperacion antigénica, se aplicaron 50ul de pronasa al 0.1% (0.05 g de
Proteasa* + 50 ml Tris Buffer) incubados durante 10 minutos en camara himeda a
37°C en estufa®. Para detener esta reaccion enzimatica se sumergieron en PBS

durante 5 minutos a TA.

Para inhibir la peroxidasa enddégena de los tejidos, las secciones se trataron con

perdxido de hidrogeno 30%° y metanol absoluto’ en una relacion 1:8 realizando

3 Chicago Surgical and Electrical Co. Catalogo 200 No. Serial 1065 Melrose Park, lllinois USA
4 Sigma Chemical Co. Catalogo P-5147 St. Louis, MO 14508 USA

S Felisa, Modelo FE-2912 No- serie *0301077 Guadalajara, Jalisco México

6T Baker, Catalogo 218601 Estado de México
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dos incubaciones de 30 minutos cada uno a TA. Posteriormente se hizo un lavado

con PBS de 5 min a TA.

Para el bloqueo de inmunoglobulinas enddgenas se decantd el PBS y se
agregaron 50 pl de leche Svelty al 0.5% (0.5 g de leche Svelty + 10 ml PBS),
homogenizado con vértex®. Lo tejidos se incubaron durante 30 min en camara

himeda a 37 °C en estufa®.

Anticuerpo primario

En la técnica de IHQ para la deteccion de coronavirus se utilizé un anticuerpo
monoclonal comercial de ratén en contra de los antigenos de superficie
(peplomeros) de Coronavirus Bovino™ a una dilucién 1:500, durante toda la noche

a4°C.

En la técnica de IHQ para la deteccién de rotavirus se utilizd6 un anticuerpo
policlonal comercial de borrego en contra de Rotavirus'' (todos los serotipos) a

una dilucién de 1:500, durante toda la noche a 4°C.

Anticuerpo secundario

Se utilizé un anticuerpo secundario comercial para coronavirus anti-ratéon de origen

caprino' y para rotavirus, anti-borrego elaborado en conejo'®, aplicando 50 pL

" Técnica Quimica, Catalogo A1760 D.F. México

8 Labnet Internacional, Inc. Modelo S0100, No. Serie 307030644 Dubuque, lowa 52001

° Felisa, Modelo FE-2912 No- serie *0301077 Guadalajara, Jalisco México

' GeneTex International Corporation, Catalogo GTX40364 Dongmei Rd., East Dist., Hsinchu City 300
" GeneTex International Corporation, Catalogo GTX39230 Dongmei Rd., East Dist., Hsinchu City 300
12 Dako, DM822 EnVision FLEX /HRP Lexington, Kentucky Estados Unidos

'3 Jackson InmunoResearch, Catalogo 313-035-003 Baltimore, West Grove, Estados Unidos
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sobre el tejido. Dichos anticuerpos estan elaborados a base de un polimero que

contiene peroxidasa y anticuerpo secundario.

Para el revelado se aplicaron 50 pl de Diaminobencidina™ (DAB) (1 ml de Sustrato
buffer DM823 + 1 gota de DMB). Bajo la observacion del tejido en el microscopio
optico, se establecio el tiempo de reaccion, no excediéndose de 5 min, con la
finalidad de determinar el tiempo de revelado. Posteriormente, el tejido se
sumergido en agua destilada; se contratiferon la muestras con hematoxilina de
Meyer'® durante 1 minuto y cada laminilla se cubrié por un cubreobjetos sellandola

con resina histolégica'®.

Tejidos utilizados como testigos

a) Testigo positivo: Se utilizaron dos secciones de intestino que fueron
positivas para coronavirus bovino y rotavirus a través de la técnica de
inmunohistoquimica, respectivamente. (Esta muestra fue donada por el Dr.
Alfonso Lopez Mayagoitia de la Universidad de la Isla del Principe Eduardo,
Canada).

b) Testigo negativo: corresponden a secciones de intestino positivas para
coronavirus bovino y rotavirus, respectivamente, a las cuales se les cambid

el anticuerpo primario por PBS.

' Dako, DM827 EnVision FLEX DAB + Chromogen Lexington, Kentucky Estados Unidos
1 Zymed Laboratories Inc. Catalogo 008001 San Francisco, CA 94080 USA
16 Zymed Laboratories Inc. Catalogo 95-6543 San Francisco, CA 94080 USA
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Evaluacion inmunohistoquimica

Para evaluar la inmunopositividad de cada caso se utilizé un microscopio éptico’’.
Una reaccion positiva se observa de color café-ocre en el citoplasma de las

células epiteliales y/o macréfagos.

La inmunopositividad se clasifico en cuatro, de acuerdo a los objetivos utilizados
para su evaluacion microscopica en 10 campos, es decir, si la positividad se
observa desde el objetivo panoramico (4x) correspondera a un numero 3, si se
observa desde seco débil (10x) correspondera a un numero 2, si se observa desde
seco fuerte (40x) correspondera a un numero 1; finalmente, si no se observa en
ninguno de los anteriores sera negativo. Esta positividad se observd en las
secciones de intestino encontradas (duodeno, yeyuno, ileon y colon), asi como en

las células (células epiteliales y macrofagos).

La positividad de las células epiteliales se clasificé de acuerdo a la zona de la

vellosidad como: 1/3 (1), 2/3 (2), 3/3 (3) y células descamadas (4).

7 Cambrige Instruments Inc. Modelo 1982 No. Serial 10497-0 Buffalo, NY 14215 USA
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Relacion de evaluacion histopatoldgica con la

inmunohistoquimica

Para evaluar de manera conjunta las lesiones histopatologicas con la
inmunohistoquimica, se utilizé un método de correlacion disefiado por Park et al*’
el cual consiste en medir la atrofia de las vellosidades intestinales de acuerdo a la

relacion de la longitud vellosidad:cripta y el grado de descamacion de las

vellosidades; dichas lesiones las clasifico de la siguiente manera:

Relacion vellosidad criptay Grado de descamacion de las células
grado de atrofia epiteliales
Relacién Grado Descamacion Grado
>6:1 0= Normal Sin descamacion 0= Normal
5.0-5.9:1 1= Leve Atenuacion cubica de la
40491 2= Moderado punta de la vellosidad 1= Leve
Descamacion de porcién
3.0-3,9:1 3= Marcado
apical 2= Moderado
<3.0:1 4= Severo — —
Descamacion de porcién

basal 3= Marcado

Descamacion de criptas

4= Severo
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Sin embargo, para fines practicos y de acuerdo a los criterios de evaluacién

mencionados anteriormente, dicho método se adapto a cuatro grados:

Relacién vellosidad:criptay

grado de atrofia (Figuras 5-7)

Relacién Grado

26:1 0= Normal
4.5-5.9:1 1= Leve
3.0-4.4:1 2= Moderado
<3.0:1 3= Grave

Estos cambios fueron evaluados mediante

Grado de descamacion de las células

epiteliales (Figuras 8-10)

Descamacion Grado

Sin descamacion 0= Normal
Atenuacion cubica de la

punta de la vellosidad 1= Leve
Descamacion de porcidn

apical 2= Moderado
Descamacion de porcion

basal 3= Grave

seleccionadas al azar en las secciones histoldgicas intestinales.

En el caso de

la Inmunohistoquimica se utilizaron

mencionados anteriormente.
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RESULTADOS

Estudio histopatolégico

Morfologia de los enterocitos de las vellosidades

De los 50 casos, so6lo uno (2%) conservé la morfologia cilindrica normal, cuatro
casos (8%) presentaron morfologia cubica exclusivamente, 30 casos (60%)
tuvieron la morfologia cubica y cilindrica, siete casos (14%) presentaron
morfologia cubica, cilindrica y plana, y 8 casos (16%) mostraron morfologia cubica
y plana (Figura 11). Por lo tanto, 40 casos (98%) presentaron morfologia cubica de

los enterocitos de las vellosidades.
Degeneracion de los enterocitos de las vellosidades

De los 50 casos, dos (4%) no presentaron degeneracién de los enterocitos de las
vellosidades, cinco casos (10%) presentaron degeneracion leve, de los cuales en
un caso (2%) era generalizada y en cuatro casos (8%) fue multifocal. 20 casos
(40%) mostraron degeneracion leve a moderada, de los cuales en nueve casos
(18%) era generalizada y en 11 casos (22%) fue multifocal. Nueve casos (18%)
presentaron degeneracion moderada, de los cuales en cinco casos (10%) era
generalizada y en cuatro casos (8%) fue multifocal. Finalmente, 14 casos (28%)
tuvieron degeneracion moderada a grave, de los cuales en 12 casos (24%) era

generalizada y en dos casos (4%) fue multifocal (Figura 12).
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Necrosis de los enterocitos de las vellosidades

Dos casos de los 50 (4%), no presentaron necrosis de los enterocitos de las
vellosidades, 15 casos (30%) presentaron necrosis leve, de los cuales en tres
casos (6%) era generalizada y en 12 casos (24%) fue multifocal. Dos casos (4%)
presentaron necrosis leve a moderada multifocal. 21 casos (42%) presentaron
necrosis moderada, de los cuales en 8 casos (16%) era generalizada y en 13
casos (26%) era multifocal. Seis casos (12%) presentaron necrosis moderada a
grave, de los cuales en 5 casos (10%) fue generalizada y en un caso (2%) era
multifocal. En cuatro casos (8%) se observd necrosis grave, de los cuales en tres

casos (6%) era generalizada y en un caso (2%) fue multifocal (Figura 13).
Hiperplasia de células caliciformes

De los 50 casos, en 12 (24%) no hubo hiperplasia de células caliciformes, tres
casos (6%) presentaron hiperplasia leve difusa; en 17 casos (34%) se observo
hiperplasia moderada, de los cuales en 15 casos (30%) fue generalizada y en 2
casos (4%) era multifocal. En ocho casos (16%) se observo hiperplasia moderada

a grave generalizada y en 10 casos (20%) fue grave generalizada (Figura 14).
Descamacion de enterocitos de las vellosidades

De los 50 casos, en dos (4%) no se pudo evaluar la descamacién de enterocitos
de las vellosidades debido a los avanzados cambios postmortem, en un caso (2%)
fue leve a moderada, en 11 casos (22%) fue moderada, en tres casos (6%) fue

moderada a severa y en 33 casos (66%) fue severa (Figura 15).
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Morfologia de los enterocitos de las criptas

De los 50 casos, en 11 (22%) los enterocitos de las criptas conservaron su
morfologia cilindrica, en 31 casos (62%) presentaron morfologia cubica y
cilindrica, en cinco casos (10%) tuvieron morfologia cubica, cilindrica y plana, en
un caso (2%) tuvieron morfologia cubica y plana, en un caso (2%) presentaron
morfologia plana y cilindrica, y en un caso (2%) la morfologia era cubica, plana y

cilindrica (Figura 16).
Degeneracién de los enterocitos de las criptas

Cinco casos de los 50 (10%), no presentaron degeneracion de los enterocitos de
las criptas, 16 casos (32%) presentaron degeneracion leve, de los cuales en dos
casos (4%) era generalizada y en 14 casos (28%) fue multifocal. 15 casos (30%)
mostraron degeneracion leve a moderada, de los cuales en tres casos (6%) era
generalizada y en 12 casos (24%) fue multifocal. 11 casos (22%) presentaron
degeneracion moderada, de los cuales en ocho casos (16%) era generalizada y en
tres casos (6%) fue multifocal. Finalmente, 3 casos (6%) tuvieron degeneracion
moderada a grave, de los cuales en dos casos (4%) era generalizada y en un caso

(2%) fue multifocal (Figura 17).
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Necrosis de los enterocitos de las criptas

De los 50 casos, ocho (16%) no tuvieron necrosis de los enterocitos de las criptas,
21 casos (42%) presentaron necrosis leve multifocal. Un caso (2%) presentd
necrosis leve a moderada multifocal. 15 casos (30%) mostraron necrosis
moderada, de los cuales en cuatro casos (8%) era generalizada y en 11 casos
(22%) fue multifocal. Dos casos (4%) presentaron necrosis moderada a grave
multifocal Finalmente, tres casos (6%) presentaron necrosis grave, de los cuales

en dos casos (4%) fue generalizada y en un caso (2%) era multifocal (Figura 18).
Hiperplasia de los enterocitos de las criptas

Seis casos de los 50 (12%), no presentaron hiperplasia de las células de las
criptas, cinco casos (10%) presentaron hiperplasia leve, de los cuales en tres
casos (6%) fue generalizada y en dos casos (4%) fue multifocal. 27 casos (54%)
presentaron hiperplasia moderada, de los cuales en 19 casos (38%) fue
generalizada y en ocho casos (16%) era multifocal. Seis casos (12%) presentaron
hiperplasia moderada a grave, de los cuales en cinco casos (10%) fue
generalizada, y en un caso (2%) era multifocal. Finalmente, en seis casos (12%)
se observo hiperplasia grave, de los cuales en cuatro casos (8%) fue generalizada

y en dos casos (4%) era multifocal (Figura 19).
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Criptitis

De los 50 casos, cuatro (8%) no presentaron criptitis supurativa, 17 casos (34%)
presentaron cripitis supurativa leve multifocal. En cinco casos (10%) se observo
cripitis supurativa leve a moderada, de los cuales en un caso (2%) fue
generalizada y en 4 casos (8%) multifocal. 21 casos (42%) tuvieron criptitis
supurativa moderada, de los cuales en un caso (2%) fue generalizada y en 20
casos (40%) era multifocal. En un caso (2%) se observo criptitis supurativa
moderada a grave difusa. Finalmente, en dos casos (4%) se observo criptitis
supurativa grave, de los cuales en uno (2%) fue generalizada y en otro (2%) era

multifocal (Figura 20).
Descamacion de enterocitos de las criptas

Seis casos de los 50 (12%), no presentaron descamaciéon de los enterocitos, 12
casos (24%) presentaron descamacion leve, en dos casos (4%) se observo
descamacion leve a moderada, 22 casos (44%) tuvieron descamacion moderada,
cuatro casos (8%) presentaron descamacién moderada a grave y en cuatro casos

(8%) fue grave (Figura 21).
Atrofia de vellosidades

De los 50 casos, dos (4%) tuvieron atrofia leve, en ocho casos (16%) se observo

atrofia moderada y 40 casos (80%) presentaron atrofia grave (Figura 22).
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Fusion de vellosidades

De los 50 casos, solo uno (2%) no presentd fusion de las vellosidades, un caso
(2%) presentd fusion leve multifocal, tres casos (6%) tuvieron fusién leve a
moderada multifocal. 16 casos (32%) presentaron fusion moderada, de los cuales
en tres casos (6%) fue generalizada y en 13 casos (26%) era multifocal. En siete
casos (14%) se observé fusibn moderada a grave, de los cuales en cuatro casos
(8%) era generalizada y en tres casos (6%) fue multifocal. Finalmente, en 22
casos (44%) se observo fusion grave, de los cuales en 16 casos (32%) era

generalizada y en 6 casos (12%) fue multifocal (Figura 23).

Enteritis

En todos los casos se observd enteritis compuesta por linfocitos, células
plasmaticas e histiocitos. Seis casos (12%) presentaron enteritis leve, de los
cuales en dos casos (4%) fue generalizada y en cuatro casos (8%) multifocal. Seis
casos (12%) presentaron enteritis leve a moderada generalizada. 31 casos (62%)
tuvieron enteritis moderada, de los cuales en 22 casos (44%) fue generalizada y
en nueve casos (18%) era multifocal. Finalmente, en siete casos (14%) se observo
enteritis moderada a grave, de los cuales en cuatro casos (8%) fue generalizada, y

en tres casos (6%) era multifocal (Figura 24).

Edema

De los 50 casos, en dos (4%) no se observé edema, 18 casos (36%) tuvieron

edema leve, un caso (2%) presenté edema leve a moderado, 24 casos (48%)
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presentaron edema moderado, dos casos (4%) tuvieron edema moderado a grave

y en tres casos (6%) se observo edema grave (Figura 25).
Bacterias

En 18 casos de los 50 (36%), no se observaron colonias bacterianas, en 17 casos
(34%) se observaron bacilos, en seis casos (12%) se observaron cocos, y nueve

casos (18%) tuvieron cocos y bacilos (Figura 26).
Otro (Cryptosporidium spp.)

En siete de los 50 casos (14%), se observaron estructuras parasitarias adheridas

al epitelio compatibles con Cryptosporidium spp. (Figura 27).
Linfonecrosis

De los 50 casos, en 11 (22%) no se observo linfonecrosis o no se encontro tejido
linfoide asociado, 21 casos (42%) tuvieron linfonecrosis leve, tres casos (6%)
presentaron linfonecrosis leve a moderada y 15 casos (30%) tuvieron linfonecrosis

moderada (Figura 28).
Atrofia linfoide

De los 50 casos, en 11 (22%) no se observo atrofia linfoide o no se encontré tejido
linfoide asociado, cuatro casos (8%) presentaron atrofia leve, 23 casos (46%)
tuvieron atrofia moderada, en dos casos (4%) se observé atrofia moderada a

grave, finalmente, en 10 casos (20%) se observo atrofia grave (Figura 29).
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Lesiones representativas

De acuerdo con los hallazgos histopatoldgicos, las caracteristicas evaluadas mas
representativas, es decir, que se observaron por arriba del 60% de los casos

evaluados, fueron las siguientes:

e Morfologia cubica de enterocitos de las vellosidades
e Descamacion de enterocitos de las vellosidades
e Morfologia cubica de enterocitos de las criptas

e Atrofia de vellosidades
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Inmunohistoquimica

Los 50 casos (100%) fueron positivos para coronavirus, y 47 casos (94%) fueron

positivos para rotavirus.
Coronavirus

De los 50 casos revisados, 11 casos (22%) tuvieron positividad 1 (Figura 30), 33
casos (66%) presentaron positividad 2 (Figura 31) y en 6 casos (12%) se observo

positividad 3 (Figuras 32, 33 y 34).

De las secciones de intestino revisadas: 49 casos (98%) presentaron positividad
en intestino delgado; de los cuales en 12 casos (24%) se observoé positividad 1, 24
casos (48%), tuvieron positividad 2 y en 13 casos (26%) se observo positividad 3
(Figura 35). 40 casos (80%) presentaron positividad en intestino grueso; de los
cuales, 15 casos (30%) tuvieron positividad 1, 17 casos (34%) presentaron

positividad 2 y 8 casos (20%) tuvieron positividad 3 (Figura 36).

La positividad en los 50 casos (100%) se observé en macréfagos, mientras que en

26 casos (52%) se observo en células epiteliales.

La positividad en los macrofagos, en 10 casos (20%) fue de 1, en 28 casos (56%)

fue de 2 y en 12 casos (24%) fue de 3 (Figura 37).

La positividad en las células epiteliales, en siete casos (14%) fue de 1, en 10
casos (20%) de 2 y en nueve casos (18%) de 3 (Figura 38). De los casos positivos
en las células epiteliales, dos casos (4%) presentaron positividad en todas las
zonas, cuatro casos (8%) tuvieron positividad en el 1/3, 2/3 y en células
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descamadas, en dos casos (4%) se observo positividad en el 1/3, 3/3 y en células
descamadas, en cinco casos (10%) se observd positividad en el 1/3 y en las
células descamadas, tres casos (6%) presentaron positividad en el 2/3 y 3/3, un
caso (2%) presentd positividad en el 2/3, 3/3 y en células descamadas, cuatro
casos (8%) tuvieron positividad en el 3/3, tres casos (6%) mostraron positividad en
el 3/3 y en células descamadas, dos casos (4%) tuvieron positividad en células

descamadas (Figura 39).

Rotavirus

33 casos de 50 (66%), tuvieron positividad 1 (Figura 40), 12 casos (24%)
presentaron positividad 2 (Figura 41) y en dos casos (4%) se observo positividad 3

(Figuras 42 y 43); tres casos (6%) fueron negativos (Figura 44).

De las secciones de intestino revisadas: 43 casos (86%) presentaron
inmunopositividad en intestino delgado; de los cuales, 31 casos (62%) tuvieron
positividad 1, 11 casos (22%) presentaron positividad 2 y un caso (2%) tuvo
positividad 3 (Figura 45). 25 casos (50%) presentaron inmunopositividad en
intestino grueso, de los cuales en 18 casos (36%) se observd positividad 1, seis
casos (12%) presentaron positividad 2 y un caso (2%) tuvo positividad 3 (Figura

46).

La positividad en 38 casos (76%) se observod en macrofagos, mientras que en 43

casos (86%) se observo en células epiteliales.

La positividad en los macréfagos, en 30 casos (60%) fue de 1, en seis casos

(12%) de 2 y en dos casos (4%) de 3 (Figura 47).
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La positividad en las células epiteliales, en 30 casos (60%) fue de 1, en 10 casos
(20%) de 2 y en tres casos (6%) de 3 (Figura 48). De los casos positivos en las
células epiteliales, un caso (2%) presento positividad en el 1/3 y 2/3, un caso (2%)
tuvo positividad en el 1/3, 2/3 y 3/3, en un caso (2%) se observd positividad en el
1/3, 2/3 y en células descamadas, en cinco casos (10%) se observé positividad en
el 1/3, 3/3 y en las células descamadas, tres casos (6%) presentaron positividad
en el 1/3 y en células descamadas, dos casos (4%) presentaron positividad en el
2/3, seis casos (12%) tuvieron positividad en el 2/3 y 3/3, tres casos (6%)
mostraron positividad en el 2/3, 3/3 y en células descamadas, un caso (2%) tuvo
positividad en el 2/3 y en células descamadas, nueve casos (18%) mostraron
positividad en el 3/3, en dos casos (4%) se observo la positividad en el 3/3 y en
células descamadas, y nueve casos (18%) presentaron positividad en células

descamadas (Figura 49).
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Relacion entre el grado de lesidén con la positividad mostrada en

IHQ

Al establecer la relacion entre el grado de lesion con el grado de positividad por
inmunohistoquimica se encontré que de los 50 casos; 22 (45.8%) tuvieron lesiones
graves (5-6) y tuvieron inmunopositividad de 2 a 3 para coronavirus; un caso (2%)
presentd lesiones graves e inmunopositividad de 2 para rotavirus; 13 casos (27%)
tuvieron lesiones graves e inmunopostividad 2 a 3 para ambos virus; en cuatro
casos (8.3%) se observaron lesiones leves (<4) e inmunopositividad 2 a 3 para
coronavirus. En seis casos (12.5%) se observaron lesiones severas e
inmunopositividad 1 para coronavirus y rotavirus; en dos casos (4.2%) se
observaron lesiones leves e inmunopositividad 1 para ambos virus. En dos casos
dicho método no pudo aplicarse porque solo se observo atrofia de vellosidades, ya
que las muestras presentaban avanzados cambios postmortem. (Figura 50)

(Cuadro 1).
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DISCUSION

El SDN corresponde a un problema de bienestar y una de las principales causas
de pérdidas econdmicas en el mundo debido a la mortalidad, costos de

tratamiento y pobre crecimiento de las becerras. Donovan et al*®

, observo que la
presencia de diarrea en becerras antes de los seis meses causa reduccion del
crecimiento y la consecuente prolongacion del tiempo de nacimiento al primer
parto. En un estudio realizado en Kuwait, Razzaque et al*® encontré que el costo
por una muerte no deseada de un becerro se calculé en aproximadamente $60 UD
($1,040 MXN). Es por esto que el diagnéstico de esta patologia por medio de
técnicas como la inmunohistoquimica, brindan una nueva oportunidad para el MVZ

ya que no solo confirma el diagndstico de algun agente en particular, sino que

permite correlacionar las lesiones con la presencia o ausencia del antigeno in situ.

1,2,3,6,8,39 40

Las lesiones histologicas mas representativas en el presente estudio, fueron las
siguientes: cambio cuboidal de enterocitos de las vellosidades, descamacion de
enterocitos de las vellosidades, morfologia cuboidal de enterocitos de las criptas y
atrofia de vellosidades. Dichos hallazgos concuerdan con lo descrito por Jones et
al’, Brown et al®, Kim et al®® y Park et al*’. La importancia de identificar las
lesiones antes descritas, radica en que multiples agentes pueden estar
involucrados y en algunos, las lesiones que producen pueden llegar a ser muy
similares, como en el caso de rotavirus, coronavirus y Cryptosporidium spp, es por
esto que la inmunohistoquimica representa una herramienta util para el
diagnéstico de las enteropatias virales.' % 3 6 7. 8 28,39, 40
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En este estudio, coronavirus fue el enteropatégeno mayormente asociado con la
diarrea en becerras, ya que el 100% de los casos fueron positivos, en
comparacién con rotavirus, de los cuales el 94% de los casos resultaron positivos;
sin embargo, en el 94% de los casos se identificaron ambos virus (coinfeccion). En

I de 44 muestras de

un estudio realizado por medio de SN-PCR por Barry et a
heces que habian sido positivas para rotavirus, solo siete casos (15.9%)
presentaron coinfeccidon por coronavirus; en otro estudio realizado mediante
PAGE, hemoaglutinacion (HA) e inhibicién de a hemoaglutinacion (IHA) por Jerez

et al®

, de 72 muestras de heces analizadas, ocho casos (11%) fueron positivos
para rotavirus, 26 casos (36%) resultaron positivos para coronavirus y dos casos
(3%) presentaron infeccion asociada a ambos virus. Por otra parte, en un estudio

realizado por RT-PCR por Branddo et al'’

, de nueve muestras de heces, dos
casos (22%) fueron positivos para coronavirus, seis casos (66%) resultaron
positivos para rotavirus y en sélo un caso (11%) se observo coinfeccién por ambos
virus. En otro estudio realizado por medio de PAGE y SN-PCR por Oliveira Filho et
al’, de 100 muestras de heces evaluadas, 11 casos (11%) resultaron positivos
para rotavirus, 14 casos (14%) fueron positivos para coronavirus y en 3 casos
(3%) se observd coinfeccidon por ambos virus. Actualmente, existen pocos
estudios enfocados a evaluar la coinfeccion de ambos virus y como se comportan
en el hospedador; por lo que no se ha determinado aun, si es que ambos virus
compiten, y/o la presencia de uno limita o favorece la infeccién del otro.*® Por su

parte, Brand3o et al'’

propone que existe un efecto sinérgico entre ambos virus en
una infeccion mixta; sin embargo, la infeccion simultdnea por estos virus no es

suficiente para confirmar que actuan de forma sinérgica. Esta interaccidén se debe
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medir con mayor precision en condiciones experimentales y no en observaciones

de campo.*®

La positividad que evidencido coronavirus fue mayor en comparacion con la
positividad mostrada por rotavirus. La localizacion de la positividad para
coronavirus se centr6 en macrofagos y en células epiteliales, siendo mas
frecuente encontrarla en macrofagos ya que dichas células fueron inmunopositivas
en los 50 casos (100%). La positividad para coronavirus se ubicoé en todas las
porciones de la vellosidad (1/3, 2/3, criptas y células descamadas), principalmente
en la porcion apical (1/3 y 2/3) de duodeno, yeyuno, ileon y colon. Esto concuerda
con un estudio realizado por Bridger et al®®>, en el cual por medio de
inmunofluorescencia observé positividad en la superficie de las vellosidades de
ileon, ciego y colon, ademas de criptas colonicas y cecales; posteriormente

|44

Parsons et al™, a través de inmunohistoquimica, confirmaria la localizacion de la

positividad en dichas zonas, ademas de observarlo en las criptas de ileon.

Para rotavirus, la positividad se localiz6 en macrofagos y células epiteliales,
siendo mas frecuente encontrarla en células epiteliales ya que se observo en 43
casos (86%) dentro del citoplasma de los enterocitos. La positividad para rotavirus
se localizé en todas las porciones de la vellosidad, y al igual que coronavirus, se
observé mas comunmente en la porcion apical (1/3 y 2/3) de yeyuno, ileon y colon.

Dichos hallazgos, concuerdan con lo observado por Parsons et al**

, el cual a
través de inmunohistoquimica, observd positividad en la porcidn apical de las

vellosidades de intestino delgado, ademas de criptas cecales.
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Existe relacién entre las lesiones histopatolégicas (atrofia de vellosidades y
descamacién de enterocitos) y la presencia del antigeno viral para ambos virus

(Figura 50), lo que coincide con lo encontrado en estudios experimentales por Kim

|29 |47

et al”” y Park et al*’ para rotavirus y coronavirus, respectivamente. Sin embargo,
en el presente trabajo, al ser un estudio observacional de campo la severidad y el
curso de dichas lesiones es mayor, en comparacion con lo encontrado por ambos
autores. En el presente analisis, coronavirus es el patdgeno mayormente
involucrado con la presencia de lesiones mas graves (en comparacion con
rotavirus), lo que concuerda con lo descrito por Blanchard et al' y Gelberg®;
seguido de la presencia de ambos virus y lesiones graves. La presencia de
lesiones graves con positividad baja de ambos virus, probablemente refleja que en
dichos casos, los animales cursaron con un proceso subagudo e incluso crénico

(excesiva descamacion) y/u otros patdégenos estaban involucrados, sin embargo

en ninguno de ellos se observo la presencia de Cryptosporidium spp.

La importancia del diagndstico para cualquier agente involucrado en el SDN, no
sélo radica en la presencia o ausencia del antigeno, en este caso coronavirus y/o
rotavirus, sino que nos ayuda a establecer una relacién entre la severidad de las
lesiones con la positividad mostrada por uno o ambos virus; esto, aunado a otras
pruebas o métodos diagndsticos, la inmunohistoquimica brinda al clinico un
esquema amplio acerca de la salud del hato, la severidad de las lesiones
causadas y la calidad del tratamiento que se le brinde a los becerros; asi como en
la deteccion oportuna de enfermedades subclinicas, las cuales representan un

reto para el MVZ, ya que involucran gastos econdémicos importantes y las
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consecuentes pérdidas. Ademas, la inmunohistoquimica brinda una nueva
oportunidad para la elaboracion de mapas epidemioldgicos y datos de referencia
acerca de estas enfermedades y la elaboracion de vacunas que ayuden al control
y prevencion de dichas entidades ya que actualmente en México no existen datos
epidemioldgicos acerca de estos virus. Es importante recordar que no solo la
presencia de dichos agentes juega un papel importante en el SDN; ya que factores
del ambiente, como el manejo y el estado general del hospedero; como la correcta
inmunizacion de las becerras, en conjunto con el diagndéstico certero, son los
elementos que ayudaran a disminuir el riesgo de la presentacion de dicha

patologia 1,2,3,4,86,8,39, 40
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CONCLUSIONES

Se detectaron antigenos virales de rotavirus y coronavirus mediante la
técnica de inmunohistoquimica en enteropatias sugerentes de infecciones
por uno 0 ambos virus.

Es infructuoso clasificar histopatolégicamente las lesiones causadas por
coronavirus y rotavirus; sin embargo se identificaron las lesiones
histolégicas mas representativas en enteropatias virales causantes del
SDN.

Se estandarizé la técnica de inmunohistoquimica para la identificacion de
rotavirus y coronavirus en muestras de intestino de becerras con signos
clinicos de diarrea, asi como lesiones macroscopicas y microscopicas
sugerentes a enteritis virales.

Mediante la inmunohistoquimica se compararon y analizaron las enteritis
causadas por rotavirus, coronavirus o0 ambos; ademas, a través de un
sistema de gradificacion se relacionaron la severidad de las lesiones
histolégicas mas representativas (atrofia de vellosidades y descamacion de
enterocitos) con la inmunopositividad, las cuales estaban relacionadas con
la inmunopositividad para coronavirus, seguidas de coinfeccién por
rotavirus y coronavirus.

No se observo relacion entre la gravedad de las lesiones con la presencia
de patdgenos no virales (Cryptosporidium spp., bacterias); sin embargo, la

presencia ubicua de varios patégenos en las secciones de intestino indican
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cuales son los principales agentes involucrados en el SDN en la cuenca
lechera de Tizayuca, Hidalgo.

Se debe promover el uso de otras técnicas moleculares para la
determinacion precisa de las cepas involucradas en las regiones de interés;
este conocimiento es necesario para permitir el uso de vacunas eficaces

para las cepas presentes en dichas areas.
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FIGURAS

Figura 1. Becerra afectada por Figura 2. Apariencia macroscopica de
Sindrome Diarreico Neonatal. las asas intestinales de una becerra
afectada por el SDN.

Figura 3. Esquema estructural del Figura 4. Esquema estructural del
rotavirus. (Obtenido de Dennehy, coronavirus. (Obtenido de Weiss and
2008) Leibowitz. 2011)
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Descamacion de enterocitos de las vellosidades

Figura 5. Seccion histolégica de Figura 6. Seccion histolégica de
intestino con descamacion leve de intestino con descamacion moderada
enterocitos. HE (10x) de enterocitos. HE (10x)

Figura 7. Seccidn histoldgica de
intestino con descamacioén severa de
enterocitos. HE (10x)
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Atrofia de vellosidades

Figura 8. Seccidn histoloégica de Figura 9. Seccidn histolégica de
intestino con atrofia leve de intestino con atrofia moderada de
vellosidades. HE (10x) vellosidades. HE (10x)

Figura 10. Seccion histoldgica de
intestino con atrofia severa de
vellosidades. HE (10x)
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Morfologia de los enterocitos de las vellosidades
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Figura 11. Porcentaje de casos que presentaron cambio en la
morfologia de los enterocitos de las vellosidades.

Degeneracion de los enterocitos de las vellosidades

Hip
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Figura 12. Porcentaje de casos que presentaron degeneracién de los
enterocitos de las vellosidades (severidad y distribucion).
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Necrosis de los enterocitos de las vellosidades
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Figura 13. Porcentaje de casos que presentaron necrosis de los
enterocitos de las vellosidades (severidad y distribucion).

Hiperplasia de células caliciformes
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Figura 14. Porcentaje de casos que presentaron hiperplasia de células
caliciformes (severidad y distribucion).
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Descamacion de los enterocitos de las vellosidades

Figura 15. Porcentaje de casos que presentaron descamacion de los
enterocitos de las vellosidades (severidad).

Morfologia de los enterocitos de las criptas
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Figura 16. Porcentaje de casos que presentaron cambio en la morfologia
de los enterocitos de las criptas.
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Degeneracion de los enterocitos de las criptas
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Figura 17. Porcentaje de casos que presentaron degeneracion de los
enterocitos de las criptas (severidad y distribucion).

Necrosis de los enterocitos de las criptas
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Figura 18. Porcentaje de casos que presentaron necrosis de los
enterocitos de las criptas (severidad y distribucién).
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Hiperplasia de las células de las criptas

Hip
B mF
Ozo
W2 wF
023D
23w
Hap
Oawr
En

Figura 19. Porcentaje de casos que presentaron hiperplasia de las células
de las criptas (severidad y distribucion).
Criptitis
W1
Hi-z2p
Or-2mF
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Figura 20. Porcentaje de casos que presentaron criptitis (severidad y
distribucion).
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Descamacion de los enterocitos de las criptas

Figura 21. Porcentaje de casos que presentaron descamacion de los
enterocitos de las criptas (severidad).

Atrofia de vellosidades

Figura 22. Porcentaje de casos que presentaron atrofia de vellosidades
(severidad).
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Fusién de las vellosidades

W1 wF
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Figura 23. Porcentaje de casos que presentaron fusion de vellosidades
(severidad y distribucion).
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Figura 24. Porcentaje de casos que presentaron enteritis linfoplasmocitica
e histiocitica (severidad y distribucion).
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Edema

Figura 25. Porcentaje de casos que presentaron edema (severidad).

Bacterias

Wea
Hco
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Figura 26. Porcentaje de casos en los que se observaron bacterias.
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Otro (Cryptosporidium spp.)

M crypto
En

Figura 27. Porcentaje de casos que presentaron Cryptosporidium spp.

Linfonecrosis

Figura 28. Porcentaje de casos que presentaron linfonecrosis (severidad).
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Atrofia linfoide

Figura 29. Porcentaje de casos que presentaron atrofia linfoide
(severidad).
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Inmunopositividad de coronavirus
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Figura 30. Seccion histolégica de

intestino que exhibe inmunopositividad

en macréfago de la lamina propia.
Inmunopositividad 1 para coronavirus.
Técnica de IHQ (DAB). (40 x)

Figura 31. Seccion histolégica de
intestino que exhibe inmunopositividad
en macréfagos de la lamina propia.
Inmunopositividad 2 para coronavirus.
Técnica de IHQ (DAB). (40 x)

Figuras 32y 33. Secciones histolégicas de intestino que exhiben inmunopositividad
en células epiteliales y macréfagos de la lamina propia.

Inmunopositividad 3 para coronavirus. Técnica de IHQ (DAB). (40 x)
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Inmunopositividad para coronavirus

Figura 34. Grado general de inmunopositividad para coronavirus

Intestino delgado

Figura 35. Grado de inmunopositividad observado en intestino delgado
para coronavirus
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Intestino grueso

Figura 36. Grado de inmunopositividad observado en intestino grueso
para coronavirus

Macrofagos

Figura 37. Grado de inmunopositividad observada en macréfagos para
coronavirus
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Células epiteliales

Figura 38. Grado de inmunopositividad observada en células epiteliales
para coronavirus
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Figura 39. Zonas de las vellosidades que mostraron inmunopositividad
para coronavirus. 1/3=1, 2/3=2, 3/3=3, células descamadas=4.
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Inmunopositividad de rotavirus
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Figura 40. Seccion histolégica de Figura 41. Seccion histolégica de
intestino que exhibe inmunopositividad  intestino que exhibe inmunopositividad
en macroéfago de la lamina propia. en macrofagos de la lamina propia.
Inmunopositividad 1 para rotavirus. Inmunopositividad 2 para rotavirus.
Técnica de IHQ (DAB). (40 x) Técnica de IHQ (DAB). (40 x)

Figuras 42 y 43. Secciones histolégicas de intestino que exhiben inmunopositividad
en células epiteliales y macrofagos de la lamina propia.
Inmunopositividad 3 para rotavirus. Técnica de IHQ (DAB). (40 x)
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Inmunopositividad para rotavirus

Figura 44. Grado general de inmunopositividad para rotavirus

Intestino delgado

Figura 45. Grado de inmunopositividad observado en intestino delgado
para rotavirus
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Intestino grueso

Figura 46. Grado de inmunopositividad observado en intestino grueso
para rotavirus

Macrofagos

Figura 47. Grado de inmunopositividad observada en macréfagos para
rotavirus
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Células epiteliales

Figura 48. Grado de inmunopositividad observada en células epiteliales
para rotavirus
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Figura 49. Zonas de las vellosidades que mostraron inmunopositividad
para rotavirus. 1/3=1, 2/3=2, 3/3=3, células descamadas=4.
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Relacion entre el grado de lesidon y la inmunopositividad
25

22
20

15

10

CORONA +Lx’s ROTA+Lx’s CORONA + ROTA CORONA + Lx’s Lx's (indice alto) Lx's (indice bajo)
(indice alto) (indice alto) +Lx’s (indice (indice bajo) + CORONA/ROTA+ CORONA/ROTA
alto) (marcaje leve) (marcaje leve)

Figura 50. Relacion entre el grado de lesion y la inmunopositividad.
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CUADROS

SCORE m

# |#Caso |Descamacion |Atrofia

1({T12-051(3 3 6 2 2 COBA
2|T08-018 |3 1 4 1 1|Crypto |BA
3|T08-023 |2 2 4 1 1|Crypto [N
4|T08-030 |2 3 5 2 1 co
5|T08-046 |2 2 4 1 2 COBA
6| T08-082 |0 3 3 1 1 N

7| T09-026 | 0 3 3 N 2 |Crypto |N
8|T10-005 |3 3 6 1 1 N
9|T10-06 |2 2 4 2 2 |Crypto |N

10| T10-023 |3 3 6 2 2 N
11|T10-025 (2 2 4 2 2 Cco
12| T11-014 |2 3 5 1 2 N
13|T11-058 |3 3 6 3 2 co
14|T12-004 |3 3 6 1 2 N
15]T12-026 |3 3 6 1 1 COBA
16|T12-027 |3 3 6 1 1 co
17|T12-031|2 3 5 2 2 BA
18T12-032 (3 3 6 1 1 BA
19| T12-033 |2 3 5 2 2 | Crypto |BA
20|T12-035|3 3 6 1 2 N
21|T12-036 |3 3 6 1 2 COBA
22|T12-037 |3 2 5 1 2 BA
23|T12-039 |2 3 5 1 1 N

24 |T12-040 | 2 3 5 1 2 N
25|T10-026 |3 3 6 2 2 N

26 |T10-039 |1 3 4 1 2 N

27 |T10-051 |3 3 6 2 2 N

28 |T10-052 |3 3 6 1 2 | Crypto |CO
29|T12-053 |3 3 6 1 2 BA
30(T12-057 |3 3 6 1 2 | Crypto |BA
31(T12-065 |3 3 6 1 2 BA
32 (T12-066 |3 3 6 1 2 BA
33 (T12-067 |2 3 5 1 3 BA
34 (T12-075 |3 3 6 1 2 COBA
35(T12-076 |3 3 6 1 1 co
36(T12-081 |3 3 6 1 2 N
37(T12-082 |3 1 4 1 3 COBA
38 (T12-091 |3 3 6 2 3 BA
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# |#Caso |Descamacion |Atrofia SCOREm
39|T12-093 |3 2 5 1 2 N
40|T12-097 |3 2 5 3 2 BA
41|T12-100 |3 3 6 N 1 BA
42|T12-103 |3 3 6 2 2 N
431T12-111 3 2 5 2 3 BA
44|T12-131|3 3 6 1 2 CO BA
451T12-132 |2 3 5 1 2 BA
46 |T12-138 |2 3 5 1 3 CO BA
471T12-144 |3 3 6 1 2 BA
48 | T12-146 |2 3 5 1 3 COBA
49 |T12-147 |3 3 6 N 2 N
50|T12-153|3 3 6 1 2 BA

Cuadro 1. Relacién entre el grado de lesidon (Score) con la positividad mostrada
en inmunohistoquimica.
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