DETECCION DE VIRUS RABICO
M. Martell D.* y A. Aldasoro M.*

Mediante la técnica de anticuerpos fluorescentes se procesaron
cortes por congelacion de glandula salival, lagrimal y cornea
de casos de perros y bovinos afectados naturalmente de rabia
y se establecié la frecuencia con que se observa antigeno
rdabico en los tejidos mencionados.

Introduccion

La rabia es una enfermedad que, por ser
una zoonosis, requiere un diagnéstico rapido,
seguro y confiable. La efectividad del trata-
miento y las medidas profildcticas por seguir
dependen de la premura con que se obtenga
aquél.

Desde que se le reconocié una etiologia
viral a la rabia, se han desarrollado varios
métodos para confirmar la presencia del
virus. Los que se emplean con més frecuen-
cia son:

a) La tincién de corptisculos de Negri
con colorantes inespecificos (Sellers, Faraco,
Mann, Giemsa, Lepine, etc.) (I8). Uno de
los inconvenientes del empleo de esta tin-
cién es que s6lo detecta cepas negrigénicas
(5) y que, ademds, requiere el uso exclusivo
de tejidos frescos.

b) La inoculacién intracerebral en rato-
nes lactantes, o de 21 dias de edad, para lo
cual se emplean suspensiones de glindula
salival y encéfalo (78). El inconveniente de
este método radica, principalmente, en el
tiempo requerido, que en ocasiones €s mayor
de 21 dias.

c¢) La utilizacién de la técnica de los
anticuerpos fluorescentes (AF) (I2) ha
dado muy buenos resultados y en la actuali-
dad se le considera como la mejor, més
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rdpida y efectiva prueba diagnostica en
rabia, lo cual explica la aceptacién que tiene
en los laboratorios de diagnostico.

En la préctica —para el diagnéstico de la
rabia por deteccién de corpiisculos de Negri,
inoculacién intracerebral e inmunofluores-
cencia— se utilizan porciones de corteza,
asta de Ammon y cerebelo, asi como de
gldndulas salivales (19, 25). Esta ultima
tiene el inconveniente que debido a la consis-
tencia del tejido es dificil hacer impresiones.

Los trabajos de patogenia en diferentes
especies animales han demostrado la varia-
bilidad con respecto a la presencia de virus
rabico, tanto en tejido nervioso como en
otros tejidos, en murciélagos hematdéfagos
(6, 8, 17, 28); en murciélagos insectivo-
ros (2, 26). En bovinos (4, 7); en ratas
(3, 13); en ratones (23, 24); en perros
(1); en gatos (29) y en humanos (9, 10,
15, 20).

Se ha logrado aislar virus rabico de secre-
cién y glindula lagrimal, humor acuoso y
humor vitreo de bovinos infectados experi-
mentalmente (4). Existen informes sobre el
aislamiento de virus ribico de cerebro, rifién,
pulmén y corazén de bovino (7) como tam-
bién de virus rdbico de cerebro, rifién,
pulmén y glandulas salivales de murciélagos
hematdfagos (6).

Asimismo, se ha logrado detectar virus
en perros por AF en higado, pulmon, rifién,
pelvicilla renal, gldndulas suprarrenales,
médula Gsea, tejido linfoide y tejido mer-
vioso (1).
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Otros autores han descrito pruebas para
el diagndstico de rabia in vivo, para las
cuales han utilizado colorantes inespecificos
(16) y AF para detectar antigeno rabico de
improntas corneales (23). Una de las par-
ticularidades de estos trabajos, sobre pato-
genia de rabia es que casi todos ellos se han
efectuado en animales inoculados experi-
mentalmente,

Este trabajo tiene como fin detectar el
virus rabico en cortes histolégicos por
congelacibn, tefiidos con AF, segiin las téc-
nicas descritas anteriormente (2, 14).

Ademis se investigara la frecuencia con
que se presenta el virus en glandulas sali-
vales, glandula lagrimal y epitelio corneal
en perros y bovinos, infectados natural-
mente.

Material y métodos
Material biologico

De 98 casos positivos de rabia diagnosti-
cados por impresiones cerebrales tefiidas
con AF, obtenidos en el LCND vy el Instituto
Antirrdbico de la S.8.A., 80 correspondian
a perros y 18 a bovinos. En cada caso se
tomaron muestras de epitelio corneal, glin-
dula salival y glandula lagrimal.

Método diagndstico

Los 98 juegos de muestras que incluian
epitelio corneal, glandulas salival y lagrimal
fueron procesados en cortes por congelacién
de 2 a 4 micras de acuerdo con el método
descrito (I4). Mediante la utilizacion de
un criostato marca Ames, Modelo D, estos
cortes fueron tefiidos con conjugado anti-
rrdbico elaborado en el LCND bajo las
normas descritas (/1). La tincién se realizd
segin el método de AF (I2) y ¢l montaje
de laminillas se hizo con elvanol.

La lectura de las laminillas se llevd a cabo
en un microscopio Zeiss con lampara de luz
ultravioleta HBO 200 OSRAM, y se usd el
BG 12 como filtro de excitacién.

Interpretacion

Se consideraron como casos positivos
aquellos en los cuales se observaba fluores-
cencia especifica intracitoplasmatica, sin
considerar la cantidad de corpiisculos obser-
vados. Se consideraban como negativos los
casos carentes de fluorescencia especifica
intracitoplasmética, sin considerar la canti-
dad de corpisculos observados y se conside-
raban como negativos los casos en que no se
observaba fluorescencia especifica.

Resultados

En los perros (cuadros 1y 3) se detectd
el virus rabico en el epitelio corneal en 58
de 80 casos (72.5% ); en 64 de 80 (80%),
en glidndula lagrimal, y 53 de 79 casos
(67.3%), fueron positivos en glindula
salival.

En lo que respecta a los bovinos (cuadros
2 y 3), tres casos fueron inoculados experi-

CUADRO 1—Deteccién de virus rdbica con inmuno-
fluorescencia a partir de cortes por congelacién de
epitelio corneal y gléndulus salivales, y lagrimales de
perros infectados naturalmente.
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CUADRO 3—Totales y porcentaje de deteccién del virus réabico.

Gléandulas
Epitelio
Encéfalo corneal Lagrimal Salival
Perros 80/80 58/80 64/80 53/79
1009, 72.59, 809 6739,
Bovinos 18/18 12/18 12/18 13/18
1009, 66.6% 66.6% 72.2%,

que no todos los animales con virus en las
glandulas salivales lo excretaron en forma
detectable en la saliva.

El porcentaje encontrado en este trabajo
coincide con el de Schneider (23) quien
notificé virus rabico en el 70% de las mues-
tras de glandula salival estudiadas, pero no
concuerda con la observacién que, al en-
contrar virus en epitelio corneal, aparecera
también en glandula salival, por cuanto en
este estudio, en 26 de 58 casos hay discre-
pancia, porque en 11 muestras hubo virus
en glindulas salivales (6, 14, 19, 21, 26,
37, 39, 51, 53, 60, 76) (20.7% ), pero no
en epitelio corneal (cuadro 1).

En epitelio corneal el nimero de casos
de virus rabico detectado en este trabajo se
acerca al 70% encontrado por Schneider
(23) en ratones inoculados experimental-
mente. Sin embargo, también existen dife-
rencias, ya que en 16 casos positivos en el
epitelio corneal no se encontré virus en las
glandulas salivales 4, 8, 9, 11, 12, 23, 29,
35, 44, 50, 62, 66, 70,72, 75y 77 (27.5%)
(cuadro 1).

En un estudio con perros se encontrd
12.7% mas de casos positivos en glandulas
lagrimales que en salivales, observandose
una mayor relaciéon entre los resultados
obtenidos en epitelio corneal y glandula
lagrimal. Aunque en glindula lagrimal hubo
7.5% més de casos positivos que en el
epitelio corneal, hubo también mayor rela-
cién, ya que de los 58 casos positivos en 56
también se detectd el virus en las gldndulas
lagrimales, no habiendo relacién en los
casos 20 y 57 en los que no obstante haberse
detectado el virus en cérnea no se observd

en glandula lagrimal. Aparentemente la
presencia del virus en gldndulas lagrimales
coincide con su presencia en cornea. No se
observé la relacién directa cérnea-glandulas
salivales como lo propone Schneider (23)
en su estudio experimental en ratones.

Referente a la deteccién de antigeno réa-
bico encontrado en los Organos estudiados
en bovinos (cuadro 2), aparentemente la
correlacién glandulas lagrimales-epitelio cor-
neal y glidndulas salivales-epitelio corneal
es la misma, ya que solamente en 3 de 18
casos hubo divergencias. En el caso 13 se
detecté Tnicamente el virus en glindula
salival y a la inversa, en los casos 14 y 18 se
detectd el virus solamente en glandula lagri-
mal. Probablemente en bovinos la patogenia
viral esté encaminada hacia las gliandulas
salivales, dado que el sitio de mordida pre-
ferido por los murciélagos hematéfagos es
la tabla del cuello.

Es dificil establecer una regla con respecto
al porcentaje de animales que eliminan virus,
debido a la variabilidad de la patogenia,
puesto que cada caso de rabia es un caso
patogénicamente individual. Debe tomarse
muy en cuenta la presencia de virus en glén-
dula lagrimal, pues esto implica su elimina-
cién en la secrecién lagrimal lo cual podria
llegar a ser un factor importante en la trans-
mision de la enfermedad.

Resumen y conclusiones

El empleo de los cortes por congelacién
de tejidos tales como cérnea, gldndula salival
y lagrimal tefiidos con AF para el diagnds-
tico de rabia, es 1til para un estudio com-
plementario por cuanto los cortes histologi-
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cos dan una definicién clara de los tejidos, y
ello facilita ain méas el diagnéstico, por la
localizacién intracelular del antigeno rébico.

Aparentemente, en casos de rabia en
perros infectados naturalmente, la presencia
del antigeno rébico en cérnea no indica
necesariamente la presencia del virus en
glandulas salivales. Es probable que la
secrecion de las glandulas lagrimales sea la
que infecte la cérnea.

Dada la afinidad por los tejidos extra-
neurales de las cepas de virus fijo y de virus
de la calle, en los diferentes estudios experi-
mentales de patogenia se deberian incre-
mentar los estudios de casos naturales, ya

que en ocasiones los experimentales pueden
dar resultados distintos, que darian resulta-
dos equivocados en la interpretacion natural
de la enfermedad.

Ante esta situacién, parecen estar indica-
das futuras investigaciones de casos natu-
rales tanto en perros como en bovinos, con
el objeto de dilucidar mejor su patogenia.

De acuerdo con los resultados obtenidos
seria recomendable que para el diagndstico
de rabia se usara como método rutinario los
cortes por congelacién tefiidos con anticuer-
pos fluorescentes de gldndulas salivales para
poder determinar la posible presencia de
virus rébico en las secreciones salivales. [
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Detection of rabies virus (Summary)

Frozen tissue cross-sections stained with
fluorescent antibodies provide a good comple-
mentary test for use in rabies diagnosis. His-
tological cross-sections from the salivary glands,
lacrimal glands, and cornea give clean tissue
definition, thus facilitating diagnosis through
intracellular location of the rabies antigen.

In the case of rabid dogs infected naturally,
the antigen’s presence in the cornea does not
appear to necessarily indicate that the virus is
present in the salivary glands. The cornea is
probably infected by secretions from the
lacrimal glands.

The affinity of fixed and street virus strains
for extraneural tissues in experimental patho-

genic studies shows that the study of natural
cases should be increased, since experimental
studies can sometimes yield different results
tending to lead to mistaken interpretation of
the disease.

In view of this situation, further investiga-
tion of natural cases in both dogs and cattle
seems indicated, so as to gain more knowledge
about the pathogenesis of such cases.

In accordance with the results obtained, it
would be advisable to routinely employ frozen
tissue cross-sections in rabies diagnosis, staining
the tissues with fluorescent antibodies from
salivary glands to find out if rabies virus is
present in the salivary secretions.

Descoberta do virus rdbico (Resumo)

O uso de cortes por congelagiio de tecidos
tais como céOrnea, glindula salivar e lacrimal
coloridos com AF para o diagndéstico de raiva,
€ 1til para um estudo complementar por quanto
os cortes histoldgicos dao uma defini¢do clara
dos tecidos, e isto facilita ainda mais o diagnds-
tico, pela localizagio intracelular do antigénio
rabico.

Aparentemente, em casos de raiva contraida
naturalmente por cachorros, a presenga do
antigénio rabico na cérnea ndo indica necessa-
riamente a presenga do virus nas glandulas
salivares. E provével que a secregdo das glin-
dulas lacrimais seja aquela que infeccione a
cé6rnea.

Dada a afinidade pelos tecidos extraneutros
das variedades de virus fixo e de virus da rua,

Détection du virus

L'emploi de sections de tissus congelées,
telles que la cornée, la glande salivaire ou
lacrymale colorées par I’AF pour le diagnostic

nos diferentes estudos experimentais de pato-
genia, deveriam ser incrementados os estudos
de casos naturais, ji que algumas vézes os
experimentais podem dar resultados diferentes,
que dariam resultados errados na interpretagdo
natural da enfermidade.

Perante esta situagio, parecem aconselhaveis
futuras investigagdes nos casos naturais, tanto
em cachorros como em bovinos, com o obje-
tivo de elucidar melhor sua patogenia.

De acdrdo com os resultados obtidos seria
recomendavel que para o diagndstico da raiva
se usasse como método normal os cortes por
congelagdo coloridos com anticorpos fiuores-
centes de glindulas salivares para poder deter-
minar a possivel presenca de virus rabico nas
secregdes salivares.

rabique (Résumé)

de la rage, permet une étude complémentaire,
étant donné que ces sections donnent une
définition nette des tissus et facilite encore
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davantage le diagnostic en vue de la localisa-
tion intracellulaire de I'antigéne rabique.

Il semble que dans les cas de rage chez les
chiens infectés naturellement la présence de
Pantigéne rabique dans la cornée n’indique pas
nécessairement la présence du virus dans les
glandes salivaires. Il est probable que la
séerétion des glandes lacrymales est celle qui
infecte la cornée.

Etant donné l'dffinité pour les tissus extra-
neuraux des souches de virus fixe et de virus de
la rue constatée dans les différentes études
expérimentales de pathogénie, il faudrait in-
tensifier les études de cas naturels du fait
que les études expérimentales peuvent parfois

donner des résultats différents qui seraient
susceptibles de produire des erreurs lors de
Pinterprétation naturelle de la maladie.

Dans ces conditions, de futures recherches
s'imposent pour des cas naturels tant chez les
chiens que chez les bovins dans le but de mieux
€lucider leur pathogénie.

Draprés les résultats obtenus, il conviendrait
d’utiliser comme méthode courante pour le
diagnostic de la rage les sections de tissus con-
gelées colorées par des anticorps fluorescents
de glandes salivaires afin de pouvoir déterminer
la présence éventuelle du virus rabique dans
les sécrétions salivaires.



