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J.:STtJDIO BISTOLOOICO DE LA PIEL D~ BOVINOS INOCDLADOS 
IN'I'BADERMICAMENTE CON ANTIGENO PBBPABADO 

CON VIRUS DE LA BINO'.DL\QUEITIS 
INF'EOOIOSA BOVJNA (IBB) 1 

'; . , 

Relúmen 

ALvABo Acmiut SETJÉN 2 

PABLO CoBREA GmóN 1 

ARlLun)o URUcBURTU ' 

Se utilizaron dos vacas Hereford adullas, en las qlle previamente se ~mprobó (2 Vece8) qu,e 
eran reactona positivas a la prueba intradérmica con antígeno IBR. En varios lupre¡ de la región · 
coetal se les inoculó con 0.03 ml de antígeno IBR ( 40X) por vla ~trad.érmica. Se uu'lizó como 
inóculo control el eobrenadante de una suspell$ÍÓn de células de testículo de bovino (desarrolladas 
en medio F.agle. con 2% de suero de bovino), previamente lieadae por congelación y d~· 
ci6n. Después de la inoculación, se tomaron biopsias de l011 lugares i~oculadl!s a los 15 minutos; 
1, 6 y 24 horas; y a los 2, 3, 4 y S días. Lu biopsiaa ,e .{¡jaron .~n form&lina ~ 10% y se hicieron 
tllludiOB llmol6pcos con las tinciones de hematoxilina eosin.a y 'azul de toluidiDL En alguou áreu 
iaoculadas con el líquido control, entre los 15 y 30 minutos deap~ de la inoculaciÓil, se obeenó 
·ua muy ligera inflamación inicial, caracterizada por hiperemia y vuodilatación, probablemente 
producida por el traumatil!lllo de la hloculación; posteriormente no hubo alteraciODell. Con el 
antígeml 'mR, se pi'OYocó ima reacción inmediata aemejante a la ya descrita; posteriormente (di! 
las 6 a las 24 horas), se observó moderada infiltración de polimorfonucleare~~, Finalmente, entre 
las 24 horas y el 59 día, se obeervó una reacción de tipo retardado., cuyas. altencionee eran. típicas 
de una reacción de hipersensibilidad celular, con abundante Infiltración de células linfoides, for· 
mando islotes perivasculares. Se concluye que la reacción de tipo retardado, provocada al inocular 
el .ntí¡eno ffiR, puede ser coiWderada como medio de diagnóstico para detectar infeccionea pre· 
Yiu por el virus de IBR· 

Cuando se presenta un brote de abortos 
en g~t;nado bovino o un síndrome respira­
torio hay cierta dificultad al realizar un 
diagnÓ8tico rápido. Esto ae debe a que ge· 
neralmente se tienen que remitir al labora· 
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torio máa cercano especímenes procedentes 
de animales sospechosos o bien animales en­
fermos para hacerles la necropsia y estudios 
correspondientes de Virología, BacterioiQ· 
gía. . etc. También se pueden remitir mues­
tras pares de suero sanguíneo, obtenidas al 
iniciarse la enfermedad y 2 ó 3 semanas 
después, para ·determinar si huho aumento 
en el título de anticuerpos contra el agente 
del que se sospecha (De Quevedo, 1975; 
Correa, 1976) . 

En ·caso. de aborto o de síndrome respira­
torio, cuandq ·t~e BOSpeCha de IBR, es nece· 
sario hacer un diagn6stico preciso antes de 
recomendar ·Ja vaéunación, ·ya que ae debe 
tener presente que .muchas vacunas contra 
IBR no están· suficientemente . atenuadas y 
por lo tanto pueden inducir abortos y di-
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Una biopsia fue colectada a los 60 minu­
tos antes de la inoculación y se utilizó como 
muestra no inoculada. También se colecta· 
ron biopsias de las áreas inoculadas y con­
troles a los 15-30, 30-60 minutos; y a lu 
6, 24, 48, 72, 96 y 120 horas después de la 
inoculación. 

Las biopsias se pusieron en formalina 
químicamente pura (Q.P.) al 10% para su 
fijación y posteriormente se incluyeron en 
parafina y se hicieron cortes de 5 micras 
ile espesor. Estos se tiñeron con hematoxi· 
lina eosina y con azul de toluidina. Esta 
última tinción permite distinguir a las cé· 
lulas cebadas. 

6. Evaluación macroscópica 
de la clermorreacción 

Antes de colectar las biopsias, con un 
vemier se determinó el espesor de cada 
una de las reacciones inflamatorias. Tam­
bién se hizo una apreciación subjetiva cali• 

ficando la infiamación con el criterio usado 
en el trabajo de Correa, Carmicbael y 
Schult% ( 1975) . La reacción fue C0118ide· 
rada como .sospechosa ( ±) cuando media 
aproximadamente de 0.5 a 1 cm de diá­
metro; de 1 a 2 cm fue positiva con una 
cruz ( +) ; y de 2 a 3 cm fue positiva con 
2 cruces ( ++). En esta determinación se 
tomó en cuenta el diámetro aproximado 
del eritema y del edema. 

Resultados 

En los cuadros 1 y 2 se reprcl!enta en 
milímetros el espesor dt• la piel, antes y 
después de las inoculaciones; las últimas 
mediciones fueron hechas poco antes de 
que se tomaran las biopsias corr~pondien· 
tes a cada punto de inoculación. Las varia­
ciones del espeaor de la piel en esas reac· 
ciones están señaladas en las gráficas 1, 2, 
3 y 4. 

La obst>rvación macroscópica de ]a reac· 

CuADIOl 

~1' de la pie) (mm) 7 evalaA4li6JI de la J'eaecl6u maeJ'08C6pj~-H : 
&ate. 7 despde de la 1Doealaei6D ael Uqaldo testigo 

..... .. la 
Deapa61 de la taeealaei.H. (11 .... ) 

laenlaGUa 1/4-l/J 1 • u 43 

VACA "A" 
7 7•(-) 
7 7 9 "'(±) 

8 8 10 8*(- ) 
8 8 8.5 8 8 *(- ) 
~ 9 9 9 9 9 *(- - ) 
9 !) 9 9 9 9 

VACA .,B,t 
.., 
1 9 •(±) 

8 8 8*(- ) 
8 9 8 8•<-> 
8 9 8 8 8.•(-- ) 
8 9 B 8 8 s•<- > 
8 8 9 8 8 8 

7J 

9 t { - - ) 

s•c-> 
• Momento en que se colectó cada bloJ,lllla; la determinación del e1JH!50r ~ la piel se hizo 

en el punto. de luoculaclón, poco antes de colectar la blopala. 
(- )y<+> .!';e refieren A la o'-rvar.lón ma~pl"" e tndlcan Ja 1everlda ll" tle la J'e&Clr.16n, que 

correspo~de 11!11¡H!ctivamente a : Negativo ( - ): y sotoecha&ci ( ± ) de 0.5 a 1 cm aproximadamente. 
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         -...) 
t-.:1 

<-3 
1!11• 

Q 
~ 
;? 
n e:: 
~ 
s;:: 

.... el• la 
taonlael6a 

8*(-) 

8 
8 
8 
9 
9 

10 
11 
12 

6*(-) 
7 
6.5 
6 
7 
7.5 
8 
9 
8 

1/4-1/2 

10 *(+) 
12 
10 
14 
12 
14 
13 
14 

9.5 *(+) 
8 
7 

10 
10.5 
11 
9.5 

10' 

CuADRO 2 

Espeaor ele la piel (mm) 7 evaluacl6n de la reaccl6n macroee6plca 
aDtes 7 después de 1a inocolael6A del aDtfgeDo ma 

1 

10 *(±) 

9 
12 
11.5 
12 
13 
13 

7'"(±) 
6 
9 
9 
9 
9 

10 

• 

9*(-) 

11 
11 
12 
12 
12 

6 •(-) 
7.5 
8 
9 
9 
9 

De~~Pl~Ñ de la ID01!111aelb. Oaons> 

u -

VA.CA. "A." 

13.5*(-t'-+) 
13.5 -
16 
15 
16 ! ' 

VACA. "B" 

12 "H+) 
10.5 
12 
11.5 
11 

a 

14*<++> ' 
17 
16.5 
16 

11'<++> 
11.5 
11 
11 

, 

17.5 "<+++> 
16 
15 

12*(+) 
11 
11 

98 

14 ·<+> 
12 

9*(-) 

9 

UG 

12*(-) 

8*(-) 

• Momento en que se colectó cada biopsia: la detenn1naci6n del espe sor de la piel se hizo en el punto de Inoculación, poco antes de colectar 
la btop.la. ~ - . 

(-), <+>. <+>. <++> y <+++> Se refieren a la observación macroscópica e Indican la severidad de la reacelón, que corresponde reapecttva­
mente a: negativo(-); sospechoso<+>. de O.!S a 1 cm; poattlvo <+> de 1 a 2 cm;-.poa1Uvo <++> de 2 a 3 cm; y podUvo <-H+l de mú de 
3 cm de · dl4metro, respectivamente. 



 
 

 
 
 
 

ción cutánea provocada por la inoculación 
del líquido ~tigo (gráficas 1 y 2) mues­
tra que en algunas áreas inoculadas inicial­
mente se provocó una ligera inflamación 
que alcanzó 2 mm de espesor como máxi­
mo. Al hacer la lectura correspondiente a 
las 6 horas después de la inoculación, esta 

Jl t 
- -- -- __ _J 

GltAFfCA f 

un.ESENTACION fllAF l CA .DEL. 

ES PlSOJt DE U P 1 U 1 DESPUE 5 

DE LA UIOtULACIOJII Dtt. ltQ1JIOC 

TESTI~O, EN CADA UNA DE LAS 

AA!A' JOOCU<ADA$ U LA VA<A A. 

•MOHfiiTO EN El Q.UE SE TCttUON 
LAS ltOPS I A!i, 

+---- -- - - --- - --

PkE·P.IOCULHION 1:1 ~S~S 2.~ HS 48 H 7 H$ 
· 72. · U .-2 .. 1:f ~ 2 

l IS·JO TIEMPO POSTUOCUlAC!O!I 
1 t;OCUL~C 1 ON 

__ _J 

___ __ ___.}._ . 

U.AF U: A l 

U''USUTACION UAFICA DU ts•fS.OIR. 
Df lA 'tU, DUPUU VE t.A IIIOCUI.ACIO~ 

DEL liQUID& TUTttiG 111 CADA tliiiA Dt 

UJ AUAS li&CULA.DAS DE lA VACA 1 

.HO,.EITO U EL QUE Sl TONARON 
lAS lfO,.S lA~. 

_l__ . 

' ~72. r.l¡l •1:\ E 1, HS 2 .. HS 1!1 HS 72 HS 

H E· r!HHIJL" CICIN :: 1 HS 

' 1 S-JO TJ["PO POSTUOCULAC!OM 
lriO, Ut.AC: l O'l 
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ligera reacc10n ya no estaba presente en 
ningún caso. Las principales alteraciones 
histológicas encontradas durante esta ligera 
inflamación fueron hiperemia y vasodila· 
tación. 

A la observación macroscópica de la re· 
acción cutánea provocada por la inocula­
ción del antígeno viral (gráficas 3 y 4) se 
pudo observar que a los 15-30 minutos 
después de la inoculación del antígeno vi· 
ral, la piel incrementó su grosor. Esta in· 
flamación inmediata disminuyó paulatina­
mente entre la primera y sexta horas des· 
pués de la inoculación. 

' 1· · 

. ----~ 
_j 

1 
1'_ / 

___ ['-

/ ·--· 

Ci~AFJCA 3 

U U UUTACII)N roaMttA DU. 
f!l"tsOl DC l~ lfrt., GUtl' tiB 
OE U IIIOtULA.Itl(llt UL ,lNTI,[NO 

1 U , U CAOA t.!.A Df LAS ,t.lH~ 

I IIOCL11.1.DA5 Df lA lJAC/< 1 .• 

•"CII'IUTO tN EL G.U{ U TOI'IAUN 

~AS IICII"SUI. 

···-----..... ........ ~ . 
, ____ . 

Posteriormente, al hacer la determina­
ción de las 24- horas, se notó un segundo 
incremento, el cual alcanzó su máximo en· 
tre las 24 y las 72 horas (gráficas 3 y 4). 
Se observó que esta reacción fue más dura­
dera y de mayor espesor que la inmediata. 
Finalmente. transcurridas 96 horas des· 
pués de la inoculación, la piel tendió a 
adquirir su espesor normal. 

Al hacer la observación microscópica, se 
-observó principalmente hiperemia y vaso-
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dilatación, a los 15-30 minutos después de 
la inoculación del antígeno viral. 

De las 6 a las 24 horas se observó mo­
derada infiltración de células polimorfo· 
nucleares en distintos lugart-s de las prepa· 

racionee. También ee obeervó un ligero 
aumento en el n6mero de células cebadas 
y algunas de ellas estaban l'D proceso de 
degranulación (figuras 1 y 2). 

be las 24 a las 72 horas se observó una 
abtmdante infiltración leucocitaria en la 
que dominaban las células mononucleares 
de tipo linfoide. Esta infiltración fonnaba 
islotes que se distribuían en todas las capas 
de la piel. En donde bahía mayor acumu· 
lación de células de tipo linfoide, se pudie­
ron distinguir algunos eosinófilos (figuras 
3, 4 y 5) • El área inoculada en el líquido 
control permaneció si u cambios (figura 6). 

A las 96 horas después de la inoculación 
se observó que los islotes de infiltración 
leucocitaria, apreciados .en la etapa_ ante· 
rior, estaban más aislado!', más densos y 
más pequeños. 

Al 59 dia después de la inoculación la 
concentración de leucocitos infiltrados dis· 
minuyó notablemente. 

En algunas áreas inoculadas con el lí­
quido testigo se provocó inicialmente una 
ligera inflamación cuyas principales alte­
raciones histológicas fueron hiperemia y va· 

FIGURA 1. Extravasación de úlula s palimorfonuclearM, 6 horos despué s de la 
inoculación del antfgeno IBR (X630). 
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FIGURA 2. Célula cebada en proceto de degranulación, 2.C horas después de 
haber inoculado el antlgeno 18R {)(1,000). 

sodilatación. Sin embargo, Darcel y Dor· 
ward (1972) y Correa, Carmicbael y 
Scbultz (1975) informan que al inocular 
antígenos preparados con culti\'os celulares, 
sin virus de IBR, no se presentaba ninguna 
reacción inflamatoria. Es probable que la 
ligera inflamación que se detectó en el pre-

sente trabajo, fuera causada por una leve 
irritación mecánica, o quizás existía un 
cierto grado de sensibilidad a las proteínas 
que componían el líquido testigo. Esto es 
probable ya que estos animales habían sido 
inoculados dos veces antes con el mismo lí· 
quido testigo. 

FIGURA 3. Infiltración perivascular de c61ulas mononudeores, 72 horas después do 
haber inoculado el anrfgeno 18R {X2~0). 
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FIGURA 4. Acercamiento de lo figuro 3, que nos muestro linfocitos y mocrófogos 
infiltrados (X630 ). 

Con la inoculación del antígeuo IBR se 
provocó una reacción que presentaba 2 fa· 
ses inflamatorias detectadas por el grosor 
de la piel. La primera fase correspondió a 
una ligera inflamación que se presentó en· 
tre los 15-30 minuto~ y qtte a las 6 horas 

' 

después de haber inoculado el autígeno IBR 
ya había disminuido en gran parte. La se· 

gunda fase correspondió a una respuesta 
de hipersensibilidad de tipo retardado que 
se presentó entre las 24 y 72 horas después 

FIGURA 5. Infiltración de células 1110nonucfeores formando " isfotea" en tejido sub­
cutóneo, 72 horas después de haber inoculado el antígeno IBR (XlOO). 
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FIGURA 6. Tejido subcvt6neo sln ni1196n tipo de lnflltradón, 72 horos despuis de 
haber inoculodo el liquido testigo (XlOO). 

de haber inoculado el antígeno IBR y que 
desapareció después de las 96 horas. 

En relación con los hallazgos microscó­
picos se detectaron 3 periodos: El primero 
ocurrió a los 15 minutos, presentándose 
una semejanza entre la inflamación que re­
sultó de inocular el líquido testigo y la que 
se presentó al inocular el antígeno IBR. 
Cabe la posibilidad de que estas reacciones 
sean una respuesta de hipersensibilidad de 
tipo inmediato por la presencia de anticuer· 
pos comunes hacia componentes presentes 
tanto en el antígeno IBR como en el líquido 
control. Estas sustancias pueden ser restos 
de células de testículos de bovino o del sue· 
ro fetal de ternera que se usa como nutrien­
te para los cultiv06 celulares, o alguna otra 
proteína. También es posible que la res· 
puesta inflamatoria que resultó al inocular 
el antígeno IBR sea debida a anticuerpos 
contra el mismo antígeno que posteriormen­
te produce la respuesta de inmunidad celu· 
lar (Pérez, Larralde y Kretschmer, 1968; 
Herbert, 1972). 

El segundo período de alteraciones mi· 
croscópicas empezó 6 hor4!1 después de la 
inoculación del antígeno IBR. Se observó 
una moderada infiltración de células poli­
morfonucleares que pudo ~~er detectada has­
ta las 24 horas, desapareciendo posterior-
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mente. Además se observó un moderado 
incremento de células cebadas y algunas de 
ellas estaban en proceso de degranulación. 
La infiltración de polimorfonucleares y la 
actividad de células cebadas se debe a una 
respuesta de hipersensibilidad -en la que in­
tervienen complejos inmunes y complemen­
to como es el caso de la reacción de Arthus 
y la anafilaxia local (Pérez, Larralde y 
Kretschmer, 1968; Nelson, 1969; Weiser, 
Myrvik y Pearsall, 1971; Herbert, 1972). 

En la tercera fase, de las 24, a las 72 ho­
ras después de la inoculación del antígeno 
IBR, se¡resentó una respuesta de hipersen­
sibi!ida celular. Se observó una marcada 
infiltración de células linfoides y macrófa· 
gos semejante a la que ocurre en la reac­
ción a la tuberculina (Nagler, 1942; Nel­
son, 1969; Bloom, 1971; Pérez, Uruchurtu 
y Ordóñez, 1972; Smith y Mengeling, 
1976). 

De acuerdo con los resultados obtenidos 
se puede concluir que la prueba de intra­
dermorreacción fue específica al antígeno 
de IBR utilizado y corrobora que existe 
una respuesta de inmunidad celular hacia 
este, virWI. Además, apoyando este resultado 
recientemente, en el Departamento de Vi­
rología del INIP se han obtenido eviden­
cias de que los linfocitos obtenidos de ani· 
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males que muestran respuesta intradérmica 
positiva y que tienen anticuerpos neutrali­
zantes en su suero, son capaces de elaborar 
el factor de inhibición de la migración 
(MIF) de los leucocitos, in vitro. 

Se puede concluir que esta prueba de 
intradermorreacción es específica al ser 
leída entre las 24-72 horas, y por lo tanto 
es de utilidad para detectar hatos previa· 
mente infectados con el virus de IBR, como 
se ha informado previamente (Darcel y 
Dorward, 1972; Correa, Carmichael y 
Schultz, 1975; Correa, De Quevedo y Agui­
lar, 1976). 

Summary 

In order to know the histological changes 
presented in the skin after injection of 
infectious hovine rhinotracheitis (IBR) 
virus inactivated antigen, two Hereford 
cows received 0.03 mi intradermically of 
IBR (40X) antigen in severa} arcas of the 
(thoracic) rib region. In two previous oc· 
casions these cows weref found to be positive 
reactors to this test. The supernatant of a 
hovine testicle cell culture (in Eagle me· 
dium with 2% bovine serum) previously 
lysed by freezing and thawing, was used as 
control. After inocularion a biopsy was 
taken from each of the inoculated places, 
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at 15 minutes; 1, 6 and 24 hours and 2, 3, 
4 and 5 days. Each hiopsy was fixed in 
10% formaline and histological studies 
wete made using hematoxiline eosine and 
toluidin hlue stainings. Sorne arcas inocu­
lated with the control sample, p7esented a 
initial light inflamation at 15-30 minutes 
after inoculation, characterized by hypere­
mia and dilatation of vassells; this was 
prohably produced by the inoculation trnu­
matism; la ter on there were not other alte­
rations. With the ·IBR antigen, a initial 
similar reaction was found. Later (betwecn 
6 and 24 hotirs) moderate polimorfonu­
clear infiltration was ohserved. Finally, bet· 
ween the 24 hours and the 5th •. day, a de· 
layed type of reaction was observed, which 
alterations were typical of a celular hyper­
sensitivity reaction, with abundant linfoid 
cell infiltration, .forming perivascular focus. 
It is concluded that the delayed type of 
reaction produced after the inoculation 
of IBR antigen, can be gonsidered as a 
diagnostic meari for detecting cows pre· 
viously infected with IBR virus, 
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