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PALABRAS CLAVE Resumen Reportamos un brote de rabia paresiante bovina en un engorde a corral ubicado
Cerebro; en un area libre de esta enfermedad en el sur de Santa Fe, Argentina. Tras manifestar signos
Bovino; neurologicos murieron 6/122 novillos (morbimortalidad = 4,9%), no vacunados. Todos los afecta-
Virus de la rabia; dos habian sido transportados desde un establecimiento de Formosa 40-75 dias antes del inicio
Epidemiologia; del brote. El examen patologico encefalico de tres novillos reveld gliosis, meningoencefalitis
Rabia paresiante linfoplasmocitica y cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos en neuronas; en dos casos hubo

deteccion intralesional de antigeno del virus rabico mediante inmunohistoquimica. Se confirmé
la presencia del virus rabico mediante inmunofluorescencia directa en cerebro; se identifico la
variante 3a, tipica de murciélagos hematofagos, mediante inoculacion en ratones seguida de
inmunofluorescencia indirecta. Esta es la primera comunicacion de rabia paresiante en la lla-
nura pampeana argentina y evidencia que el transporte de bovinos desde areas endémicas hacia
areas libres podria representar un mecanismo de diseminacion de esta enfermedad zoonoética
de denuncia obligatoria.
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KEYWORDS Outbreak of bovine paralytic rabies in a disease-free region of Argentina
Brain;
Cattle: Abstract We report an outbreak of bovine paralytic rabies in a feed lot in a disease-free area

Rabies virus;
Epidemiology;
Paralytic rabies

in southern Santa Fe, Argentina. Six of 122 unvaccinated steers died after showing neurological
signs (morbimortality = 4.9%) for 24-72 hours, 40-75 days after being transported to the feed
lot from a farm located in Formosa. Pathologic examination of the brain in 3 steers revealed
gliosis, lymphoplasmacytic meningoencephalitis, and intracytoplasmic inclusion bodies in neu-
rons, along with intralesional detection of the rabies virus antigen by immunohistochemistry
in 2 cases. Rabies virus was confirmed by direct immunofluorescence in the brain, and furt-
her identified as variant 3a, typical of hematogenous bats, by inoculation in mice followed
by indirect immunofluorescence. This represents the first communication of bovine paralytic
rabies described in the Pampas plain in Argentina, and evidences that the transport of cat-
tle from endemic to disease-free areas could represent a mechanism of dissemination of this
communicable zoonotic disease.

© 2020 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaia, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

La rabia es una enfermedad infecciosa zoondtica causada
por el virus de la rabia, un virus neurotropico del género Lys-
savirus, familia Rhabdoviridae. Este virus tiene un genoma
de ARN de cadena simple, envuelto, con viriones con forma
de bala, de 75 nm de diametro y 180 nm de longitud” """,
En el mundo se han identificado siete genotipos dentro del
género Lyssavirus. En Argentina solo se ha detectado el
genotipo 1, que corresponde al virus rabico clasico y, den-
tro de este, se han descrito variantes antigénicas en funcion
de diferencias estructurales en la proteina N. Estas inclu-
yen la variante 1, detectada en caninos, felinos y humanos;
la variante 2, detectada en caninos silvestres; la variante
3, identificada en murciélagos hematofagos, bovinos, equi-
nos y humanos; y las variantes 4, 6 y otras detectadas en
murciélagos insectivoros’. Identificar la variante viral tiene
importancia epidemiologica, dado que permite determinar
el reservorio original de un caso.

En el ganado, el principal transmisor del virus de la rabia
(variante 3) es el murciélago hematdfago (vampiro) Desmo-
dus rotundus, que se alimenta de los animales; el contagio
se produce por la saliva a través de la mordida’-'>. Esta
enfermedad es conocida como rabia paralitica o paresiante
y ocurre mas frecuentemente en bovinos y equinos, aunque
puede afectar a otras especies domésticas, como ovinos,
cabras y cerdos'3, asi como a especies silvestres y al hom-
bre. Se trata de una enfermedad de denuncia obligatoria
ante las autoridades sanitarias (SENASA)’. La morbilidad en
el ganado puede ser alta (> 50%), segun el tamano de la
poblacion de vampiros y las medidas de prevencion y con-
trol utilizadas, y la letalidad es del 100%’. Ademas de ser una
enfermedad de alto impacto econémico en la industria gana-
dera por la mortandad que ocasiona’, la rabia paresiante
representa una amenaza para la salud publica, con creciente
impacto en los seres humanos'®'>. Se han identificado casos
de rabia transmitida por murciélagos en pobladores rurales
de la Argentina’.

En Argentina, hay un area endémica y un area libre de
rabia paresiante’">. El area endémica se extiende al norte
del paralelo 31°S y al este del meridiano 66°0, abarcando

las provincias de Misiones, Corrientes, Chaco, Formosa, San-
tiago del Estero y Tucuman; también parte de las provincias
de Catamarca, La Rioja, Salta y Jujuy, asi como el norte de
Cérdobay Santa Fe’. La presencia del vampiro transmisor se
extiende mas al sur, hasta el paralelo 34°. En el area endé-
mica, la rabia paresiante es recurrente; por lo general, los
brotes son seguidos por periodos sin casos, que pueden durar
entre 5 a 12 afos’. Historicamente, la region de Argentina
con la mayor proporcion de casos incluye el este de Chaco
y Formosa y el norte de Corrientes, y, en segundo lugar, la
region abarcada por Salta, Jujuy, Tucuman y Santiago del
Estero’. En 2019 se detectaron varios casos bovinos en zonas
sin precedentes de rabia paresiante, como el centro de la
provincia de Cordoba''? y San Luis®. Varios de estos focos
ocurrieron en localidades que estan aproximadamente a 200
kildbmetros al sur del paralelo 31.

El objetivo del presente trabajo es describir los hallaz-
gos epidemiologicos, clinicos, patoldgicos y virologicos de
un brote de rabia paresiante bovina, que tuvo lugar en un
area libre de la enfermedad en la provincia de Santa Fe,
Argentina.

El brote ocurrié en julio de 2015 en un establecimiento
ubicado en el sur de la provincia de Santa Fe (sector sur-
oeste del departamento Belgrano). El establecimiento tenia
un total de 1.890 bovinos en engorde a corral (feed lot),
con un tiempo de permanencia en los corrales de dos a cua-
tro meses. El problema se manifesto en una tropa de 122
novillos cruzas indicas en terminacion, originarios de dos
establecimientos de cria, localizados uno en la provincia
de Formosa y el otro al norte de la provincia de Corrien-
tes. Los animales no habian sido vacunados contra rabia.
La mortalidad ocurrié por goteo y comenzo6 con un animal
(caso 1), que mostrd signos neuroldgicos 40 dias luego del
arribo al establecimiento de Santa Fe. A los 20 y 35 dias del
caso 1, otros dos novillos (casos 2 y 3) desarrollaron signos
nerviosos. Durante 45 dias, sobre un total de 122 novillos,
murieron 6 (4,9%), todos luego de manifestar cursos clinicos
neuroldgicos de 24 a 72 horas de duracion. Los signos clinicos
observados incluyeron andar tambaleante, incoordinacion,
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permanencia en decubito esternal, pedaleo y opistotono.
Todos los novillos afectados procedian del establecimiento
de Formosa.

Se realizaron tres visitas al establecimiento y durante
estas se efectuaron tres necropsias (casos 1, 2 y 3), donde
se recolectaron muestras de liquido cefalorraquideo (LCR)
y encéfalo. Los encéfalos fueron seccionados en su plano
medio, y se acondicioné una mitad en refrigeracion para
realizar estudios bacteriologicos y viroldgicos, y la mitad
restante se coloco en formalina tamponada al 10% para estu-
dios histopatoldgicos e inmunohistoquimicos. Las muestras
para bacteriologia incluyeron hemisferio cerebral, médula
oblonga y LCR; dichas muestras fueron sembradas en agar
sangre y agar MacConkey e incubadas en aerobiosis y
microaerobiosis durante 48 horas a 37 °C.

Para el diagnostico viroldgico de rabia, las muestras refri-
geradas de cerebro fueron remitidas al Departamento de
Rabia de la Direccion General de Laboratorios y Control
Técnico (DILAB) de SENASA, donde se realiz6 la técnica
de inmunofluorescencia directa (IFD) y el aislamiento viral
por inoculacion intracerebral en ratones (prueba bioldgica),
siguiendo un procedimiento previamente descrito®. Con las
diferentes regiones del encéfalo de los bovinos se realizaron
improntas, que luego fueron sometidas a IFD incubandolas
con un conjugado antirrabico comercial antinucleocapside
(BIO-RAD®) y observadas bajo microscopio de fluorescen-
cia. Para la prueba bioldgica, se realizé6 un macerado de
encéfalo de cada novillo, que fue inoculado intracerebral-
mente en ratones adultos y lactantes de hasta tres dias
de vida; estos animales fueron monitoreados clinicamente.
Luego de comenzada la signologia compatible con rabia,
los ratones se eutanasiaron, se extrajeron los cerebros y se
realizaron improntas, que luego fueron sometidas a serotipi-
ficacion viral por inmunofluorescencia indirecta (IFl), como
fue descrito anteriormente®, utilizando un panel de ocho
anticuerpos monoclonales cedidos por el Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) de Atlanta, Georgia, Estados
Unidos. Para el estudio histopatologico, luego de 72 horas de
fijacion en formalina, se realizaron reducciones de diferen-
tes sectores del encéfalo de los tres novillos necropsiados,
incluyendo médula oblonga, puente troncoencefalico, coli-
culos rostrales, talamo, cerebelo y regiones frontales y
occipitales del hemisferio cerebral. Las muestras fueron
deshidratadas en alcoholes, incluidas en parafina, cortadas
a 4 pm de espesor y tenidas con hematoxilina-eosina. Se
realizo inmunohistoquimica (IHQ) para la deteccion de anti-
geno del virus de la rabia, segin descripciones anteriores',
en secciones de médula oblonga y cerebelo de los tres casos,
siguiendo un procedimiento estandarizado en el University
of Minnesota Veterinary Diagnostic Laboratory (Saint Paul,
Minnesota, Estados Unidos).

En los casos 1y 2, no se observaron lesiones en las necrop-
sias. En el caso 3, se observo distension de la vejiga. En los
tres casos examinados, el analisis histologico revelé grados
variables de gliosis, meningoencefalitis linfoplasmocitica
y/o cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos eosinofilicos
en neuronas (corpusculos de Negri). Las diferencias en las
lesiones histologicas observadas en las distintas regiones del
encéfalo y entre los tres casos se presentan en la tabla 1.
Resumidamente, en el caso 1 se observo leve gliosis en la sus-
tancia gris de la base cerebral. En los casos 2 y 3, se observd

Hallazgos histopatologicos en las diferentes secciones de cerebros de los bovinos necropsiados

Tabla 1

Hemisferio cerebral

Cerebelo

Talamo

Puente encefalico Coliculos rostrales

Médula oblonga

Caso

Region occipital

Region frontal

CN

GL CN INF GL CN INF GL CN INF  GL

INF

CN

GL

INF

CN

GL

INF

CN

GL

INF

++

++

++

+++

++

++

++

++

++

++

+++

++

+++

INF: inflamacion perivascular y meningea linfoplasmocitica (meningoencefalitis); GL: focos de gliosis; CN: corpusculos de Negri.

+ + +: intenso, + +: moderado, +: leve, —: ausente

Como citar este articulo: Margineda C, et al. Brote de rabia paresiante bovina en la region libre de
Argentina. Rev Argent Microbiol. 2020. https://doi.org/10.1016/j.ram.2020.09.002

enfermedad en la



https://doi.org/10.1016/j.ram.2020.09.002

+Model

RAM-411; No. of Pages 6
4 C. Margineda et al.
3 a5, 4 -' ‘
Bt il i, i SRR, -
Figura 1  Hallazgos histopatoldgicos en cerebros de bovinos con rabia paresiante. A. Meningitis linfoplasmocitica en el cerebelo.

H&E, 50x. Recuadro: cuerpo de inclusion intracitoplasmatico eosinofilico (corplUsculo de Negri) en una neurona de Purkinje. H&E,
400x. B. Inflamacion linfoplasmocitica perivascular (flecha) y del neuroparénquima circundante (asterisco) en el talamo. H&E, 100x.
C. Inmunomarcacion antigénica del virus de la rabia (precipitados granulares marron ocre) en la capa molecular del cerebelo. IHQ,
50x. Recuadro: mayor detalle de la inmunomarcacion en las dendritas en la capa molecular y citoplasma de las células de Purkinje.
IHQ, 400x. D. Inmunomarcacion antigénica del virus de la rabia en el citoplasma de una neurona del mesencéfalo; notese la ausencia
de marcacion en el area central, correspondiente al nucleo de la misma neurona. IHQ, 400x.

infiltrado linfoplasmocitico, principalmente en las menin-
ges, en el cerebelo y tronco encefalico y en los espacios
perivasculares del tronco encefalico, focos de gliosis en la
sustancia gris y necrosis en neuronas de Purkinje cerebelares
y de los nlcleos del tronco encefalico (fig. 1). Los corpuscu-
los de Negri se observaron mas frecuentemente en células
de Purkinje cerebelares y, con menor frecuencia, en las
neuronas de los nlcleos del tronco encefalico. La IHQ para
deteccion de antigeno del virus de la rabia reveld inmuno-
marcacion intralesional en la médula oblonga y el cerebelo
de los casos 2 y 3, que tenian lesiones en estas regiones,
no asi en el caso 1, donde no habia lesiones inflamatorias
significativas en estas dos regiones anatomicas.

Los encéfalos de los tres casos fueron positivos por IFD a
antigeno del virus de la rabia. En la prueba bioldgica, solo
los ratones inoculados con la muestra del caso 3 mostraron
signos nerviosos tipicos de rabia. La caracterizacion anti-
génica viral fue compatible con la variante 3a del virus de
la rabia. No se aislaron bacterias patogenas en los cultivos
bacteriologicos del encéfalo y LCR en ninguno de los casos.

El diagnostico de rabia en este brote se realizd a
partir de los hallazgos clinicos, patoldgicos, inmunohis-
toquimicos y virologicos. Luego de realizada la denuncia
a SENASA y confirmado el brote de rabia mediante
IFD, el establecimiento fue interdictado, por lo que
interrumpieron la comercializacion de animales por aproxi-
madamente 70 dias y se vacunaron todos los animales en el

establecimiento donde ocurri6 el brote y el establecimiento
de origen de los animales afectados. En bovinos de esta
categoria, algunas enfermedades neuroldgicas que pue-
den compartir signos clinicos con la rabia incluyen, entre
otras, polioencefalomalacia, listeriosis nerviosa, coccidio-
sis nerviosa, meningoencefalitis trombdtica y encefalitis
por herpesvirus bovino tipo 5°. También pueden ocasionar,
esporadicamente, signos nerviosos en bovinos el botulismo,
las meningitis bacterianas (incluyendo tuberculosis menin-
gea), la fiebre catarral maligna, la enfermedad de Aujeszky
y varias otras enfermedades virales’. Estas enfermedades
deben tenerse en cuenta en el diagnostico diferencial de la
rabia paresiante, y, aunque la rabia puede manifestarse con
signos neurologicos sugestivos, como paresia de los miem-
bros posteriores o paralisis con cursos de 5 a 14 dias’, estos
pueden no estar presentes, como observamos en este brote y
segUn refieren otros reportes de rabia en animales jévenes®.

Los diagnodsticos clinicos presuntivos iniciales en este
brote por parte de los veterinarios del establecimiento fue-
ron listeriosis cerebral y polioencefalomalacia, debido a
que, en los afos 2012 y 2013, se habian confirmado bro-
tes de ambas enfermedades en el establecimiento, a través
de estudios histoldgicos y bacteriologicos realizados en los
laboratorios de Sanidad Animal de INTA Marcos Juarez. Ade-
mas, la rabia no fue inicialmente sospechada debido a que
los signos clinicos no eran los tipicos y a que el estableci-
miento se encontraba en el area libre de esta enfermedad.
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Esta situacion remarca la necesidad de considerar como
potencialmente rabico a cualquier bovino con enfermedad
neuroldgica, independientemente de su edad, manifesta-
cion clinica y ubicacion geografica, sobre todo cuando son
animales recientemente trasladados de areas endémicas a
regiones libres.

La llanura pampeana es una de las principales regiones
de produccion de carne de Argentina. Una gran cantidad
de bovinos que son engordados en el centro de Argentina
provienen del noreste y noroeste del pais’, donde la rabia
paresiante es endémica®’. Incluso actualmente, el esta-
blecimiento sigue incorporando terneros que provienen del
norte de Argentina. Es probable que los bovinos enfermos
de rabia en el brote aqui descrito ya estuvieran infectados
e incubando la enfermedad al momento de su llegada al
establecimiento en Santa Fe, a diferencia de lo reportado
en los casos de Cordoba y San Luis, que ocurrieron en bovi-
nos autoctonos de esas regiones. Se han informado casos
similares en Texas, Estados Unidos, donde una vaca impor-
tada de México desarrolld rabia después de su llegada?, y
en México’, en bovinos de engorde a corral, donde se trans-
portan animales para engordar de areas endémicas de rabia
paresiante a areas libres. Si bien la region donde ocurri6 este
brote es endémica respecto de la presencia del vampiro’,
no se encontraron colonias en un radio de 3 km desde el
establecimiento, que es la distancia que pueden recorrer
desde su refugio los vampiros para alimentarse®. Tampoco
los propietarios mencionaron haber observado la presencia
de vampiros alimentandose de los bovinos, ni se observaron
en los animales necropsiados lesiones en la piel indicativas
de mordidas de vampiros. Hasta donde llega nuestro conoci-
miento, tampoco hay reportes de deteccion del virus rabico
en colonias de vampiros de esta region de Argentina. Por lo
antedicho, consideramos como causa mas probable del brote
la llegada de estos casos importados desde la zona norte de
Argentina, como fue descrito en otros paises’’. El hecho de
que todos los animales afectados hayan provenido del predio
de Formosa representa una evidencia adicional en favor de
esta hipotesis. Nuestro informe da cuenta del primer caso
descrito en la literatura cientifica de rabia paresiante en la
llanura pampeana, en Argentina, y evidencia que la circula-
cion de animales de zonas endémicas a areas libres de rabia
paresiante podria ser un mecanismo de diseminacion de la
enfermedad, ademas de exponer a personas de la zona libre.

En cuanto a lo histologico, en la rabia paresiante se
observa meningoencefalitis, meningomielitis, ganglioneuri-
tis, gliosis focal y, en el 50-70% de los casos, corpUsculos de
Negri, principalmente en células de Purkinje del cerebelo'®.
Estas lesiones suelen ser mas graves en la médula espi-
nal, tronco encefalico y cerebelo'?, como fue observado
en los tres casos estudiados en este brote. Las pruebas
oficiales para el diagnostico de rabia en Argentina son la
IFD, la prueba bioldgica en ratones y la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR)’. La IFD es todavia la prueba de
referencia para el diagndstico de rabia por su rapidez,
precision y sensibilidad, cercana al 100%*'*. La prueba bio-
logica es considerada mas especifica para el diagnostico y
permite caracterizar las cepas involucradas en el brote, aun-
que tiene varias desventajas, entre ellas, el tiempo que
demora (requiere alrededor de cuatro semanas) y la nece-
sidad de disponer de bioterios y laboratorios de nivel 3 de

bioseguridad. La técnica de PCR tiene alta sensibilidad y
especificidad, es mas econémica y puede ser utilizada para
diagnosticar la enfermedad en encéfalos en descomposicion
o0 que resultaron negativos en la prueba bioldgica'. Aunque
la IHQ no es una prueba de diagnostico oficial en Argentina,
en determinadas situaciones puede resultar de utilidad, por
ejemplo, cuando no existe posibilidad de tener tejidos refri-
gerados o facil acceso a un centro diagnostico de referencia;
también cuando se desea realizar estudios retrospectivos o
remitir muestras a zonas distantes, ya que aquellas pueden
ser formoladas, y por tanto, pasar a ser muestras no infec-
ciosas. Ademas, el envio de este tipo de muestras representa
menor riesgo durante el traslado'.

Respecto de la variante 3 del virus rabico, detectada en
este trabajo, es la mas extendida en todo el continente
americano asociada a brotes de rabia paresiante y la Unica
identificada hasta la fecha en bovinos de Argentina. Las
variantes antigénicas 5, 8 y 11 tienen una limitada distri-
bucién en algunos paises de las Américas'. Torres et al."
secuenciaron la proteina N de 183 cepas del virus de la
rabia (variante 3) procedentes de la region noreste (NEA)
y noroeste de Argentina. En ese trabajo, hicieron un anali-
sis filogenético y observaron que la region del NEA tuvo mas
variedad de grupos filogénicos, y en algunos de estos, con
secuencias similares a las de paises limitrofes, lo que sugiere
multiples introducciones del virus rabico desde Brasil.

En los laboratorios de Sanidad Animal de INTA, frecuente-
mente recibimos casos de bovinos afectados con signologia
nerviosa. En Argentina, los laboratorios oficiales que rea-
lizan el diagnodstico de rabia en animales (Laboratorios de
Red de SENASA) no estan en los mismos laboratorios (publi-
cos o privados) donde se realiza el diagnostico de otras
enfermedades neuroldgicas que suelen afectar a los bovinos.
Para el diagnostico de enfermedades neuroldgicas, estos
laboratorios utilizan diferentes procedimientos (viroldgicos,
patologicos y bacteriologicos), como es sugerido por Dore
y Smith®. Por tal razén, los profesionales que trabajan en
el diagnostico de estas afecciones deben dividir las mues-
tras de cerebro, una vez extraido del craneo bovino, y
remitirlas a diferentes laboratorios, para poder hacer un
diagnostico acabado de las enfermedades neurologicas. La
rabia es una enfermedad zoonotica. El contacto con la saliva
o tejidos durante el examen post mortem’ y la manipulacion
de cerebros en la faena de animales rabiosos es un riesgo
ocupacional’-'®. Es importante que los profesionales veteri-
narios, los operarios de engordes a corral y las personas que
trabajan en contacto con animales de laboratorios pUblicos
y privados, asi como quienes manipulan tejido nervioso de
bovinos, estén alertas del riesgo de contraer rabia y que uti-
licen elementos de proteccion personal al momento de hacer
revisaciones clinicas, necropsias o procesamientos de tejido
nervioso, aunque los animales provengan de areas libres de
la enfermedad. En este caso particular, cuatro de los médi-
cos veterinarios que trabajaron en relacion con este brote
de rabia debieron ser vacunados siguiendo el esquema de
vacunacion de postexposicion a virus rabico.

En Argentina, se realiza la vacunacion del ganado en
areas endémicas con vacunas con virus rabico inacti-
vado. Dentro del area endémica, existen emprendimientos
ganaderos que, por sus caracteristicas, deben ajustarse a
regimenes obligatorios de vacunacion contra la rabia, tales
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como establecimientos de engorde a corral, donde se vacu-
nan los animales al ingreso’. Sin embargo, lamentable e
injustificadamente, no existe esta normativa para los ter-
neros que viajan hacia zonas libres del centro y sur del pais.
Este brote demuestra, también, que vacunar a los anima-
les antes de su traslado a zonas libres es fundamental y, por
tanto, seria conveniente que ello fuera obligatorio, ya que el
transporte de animales sin vacunar puede ser un mecanismo
de diseminacion de esta enfermedad inmunoprevenible.
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