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Resumen

Se utilizaron dos vacas Hereford adultas, en las que previamente se comprobd (2 veces) que
€ran reactoras positivas a la prueba intradérmica con antigeno IBR. En varios lugares de la regién
costal se les inoculé con 0.03 ml de antigeno IBR (40X) por via intradérmica. Se utilizé como
inéeulo control el sobrenadante de una suspensién de células de testiculo de bovino (desarrolladas
cn medio Eagle, con 2% de suero de bovino), previamente lisadas por congelacién y descongela-
cién. Después de la inoculacién, se tomaron biopsias de los lugares inoculados a los 15 minutos;
1,6y 24 horas; yalos 2, 3, 4 y 5 dias. Las biopsias se fijaron.en formalina al 10% v se hicieron
estudios histolGgicos con las tinciones de hematoxilina eosina y azul de toluidina, En algunas dreas
inoculadas con el liquide control, entre los 15 y 30 minutos después de la inoculacitn, se observé
una muy ligera inflamacién inicial, caracterizada por hiperemia y vasodilatacién, probablemente
producida por el tranmatismo de la inoculacidn; posteriormente no hubo alteraciones. Con el
antigeno IBR, se provocé una reaccitn inmediata semejante a la ya descrita; posteriormente (de
las 6 a las 24 horus), se observé moderada infiliracién de polimorfonucleares, Finalmente, entre
las 24 horas y €]l 5° dia, se observd una reaccién de tipo retardado, cuyas alteraciones eran tipicas
de una reaccién de hipersensibilidad celular, con sbundante infiliracién de células linfoides, for-
mando islotes perivasculares. Se concluye que la reaccién de tipo retardade, provocada al inocular
¢l antigeno IBR, puede ser considerada como medio de diagndstico para detectar infecciones pre-
vias por el virus de IBR.

Cuando se presenta un brote de abortos
en ganado bovino o un sindrome respira-
torio hay cierta dificulted al realizar un
diagnéstico rapido, Esto se debe a que ge-

neralmente se tienen que remitir al labora-
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torio mas cercano especimenes procedentes
de animales sospechosos o bien animales en-
fermos para hacerles la necropsia y estudios
correspondientes de Virologia, Bacteriolo-
gia, etc. También se pueden remitir mues-
tras pares de suero sanguineo, obtenidas al
iniciarse la enfermedad y 2 6 3 semanas
después, para determinar si hubo aumento
en el titulo de anticuerpos contra el agente
del que se sospecha (De Quevedo, 1975;
Correa, 1976).

En caso de aborto o de sindrome respira-
torio, cuando se sospecha de IBR, es nece-
sario hacer un diagnéstico preciso antes de
recomendar la vacunacién, ya que se debe
tener presente que muchas vacunas conira
IBR no estin suficientemente atenuadas y
por lo tanto pueden inducir abortos y di-
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fundir la enfermedad; y aunque ya hay
vacunas nasales suficientemente atenuadas,
lo ideal seria gastar en la vacunacién con-
tra IBR, con la certeza de que esa enferme-
dad ya estd presente en el hato. . ]

Mediante una prueba de intradermorre-
accién se puede demostrar. que un hato ya
ha sido expuesto a la infeccién por IBR
(Darcel y Dorward, 1972; Correa, Carmi-
chael y Schultz, 1975; Correa, De Quevedo
y Aguilar, 1976). Esta prueba resulta ser
de mucho valor por su facilidad de aplica-
¢ién en condiciones de campo. Por ello se
deben continuar los estudios tendientes a
completar el conocimiento de las caracteris-
ticas de este tipo de reaccién.

El objetivo de este trabajo es: 1) cono-
cer, por medio de estudios histolégicos, el
tipo de inflamacién de esta reaccidn y ha-
cer comparaciones con la inflamaeién cuta-
nea retardada producida por la tuberculi-
na; 2) mediante la evaluacién histoldgica,
saber si esta prueha intradérmica es itil
para detectar bovinos previamente infecta-
dos con IBR.

Materiales y métodos

1. Animales

Para el presente estudio se utilizaron 2
vacas Hereford (Vacas A y B) de 3 afios
de edad procedentes del Estado de Sonora.
Estas vacas mostraron reaccién positiva a
la prueba intradérmica con antigeno inac-
tivado de IBR, a los 2 y 3 meses antes de
iniciar el experimento. Estas vacas tenian
titulos de anticuerpos suero-neutralizantes
deq 1:93 y 1:18, respectivamente, detectados
por medio de la técnica de microtitulacién.

2. Preparacién del antigeno

El virus de IBR (Cepa Colorado)* se
reprodujo en células primarias de testiculo
de bovino. Después de congelar y descon-
gelar las células infectadas, se separaron

" % Proporcionada por “The Baker Institute for
Animal Health”, Cornell University, Ithaca, New
York.
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los restos celulares por centrifugacién a
2,000 rpm durante 20 minutos.” El sobre-
nadante que contenia los viriones fue con-
centrado 40 veces por ultrafiltracién, uti-
lizando un aparato Dyflow (Amicon Com-
pany), el cual tenia un filtro XM 100, que
retiene los materiales con peso molecular
superior a 100,000. Se inactivd mediante
calentamiento a 56C durante 30 minutos
y por medio del tratamiento con f-propio-
lactona, y posteriormente fue almacenado
a —70C (Correa, Carmichael y Schultz,
1975). De este antigeno viral se inyectd
por via intradérmica una cantidad de 0.03
ml con una jeringa de tipo tuberculina, en
los lugares destinados parn hacer la prueba.

3. Preparacion del liquido lestiga

Un liquido que sirvié como testigo se ob-
tuvo a partir del sobrenadante de una sus-
pension de células de testiculo de bovino
(en medio Eagle), previamente lisadas por
congelacién y descongelacion; centrifugan-
dolo e inactivandolo a 56°C durante 30 mi-
nutos. :

4. Aplicacicn del antigeno

En estas vacas, se rasurd una parte de la
regién escapular y costal, hasta la doceava
costilla; esta superficie permitié dibujar
sobre la piel un cuadriculado de 12 cuadros
alineados; la dimensién de cada uno de
los cuadros fue de 9 x 6 cm, aproximada-
mente. En el centro de cada uno de los
cuadros de la hilera del lado derecho de
estos animales se inocularon 0.03 ml del
liquido testigo por via intradérmica y en
los del lado izquierdo se inocul$ en la mis-
ma cantidad el antigeno 1BR. En el primer
cuadro de cada lade no se hizo ninguna
inoculacién, y esta area fue utilizada como
muestra control no inoculada.

5. Obtencién de la biopsia
Tomando como centro el punto -de
inoculacién, se hiciexon biopsias de la piel,

que medfan aproximadamente 1.5 por 1.5
centimetros,
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Une biopsia fue colectada a los 60 minu-
tos antes de la inoculacién y se utilizé como
muestra no incculada. También se colecta-
ron biopsias de las areas inoculadas y con-
troles a los 15-30, 30-60 minutos; y a las
6, 24, 48, 72, 96 y 120 horas después de la
inoculacién.

Las biopsias se pusieron en formalina
quimicamente pura (Q.P.) al 10% para su
fijacién y posteriormente se incluyeron en
saraﬁna y se hicieron cortes de 5 micras

e espesor, Estos se tifieron con hematoxi-
lina eosina y con azul de toluidina. Esta
Gltima tincién permite distinguir a las cé-
lulas cebadas.

6. Evaluacion macroscopica
de la dermorreaccion

Antes de colectar las biopsias, con un
vernier se determiné el espesor de cada
una de las reacciones inflamatorias. Tam-
bién se hizo una apreciacién subjetiva cali-

ficando la inflamacién con el criterio usado
en el trabajo de Correa, Carmichael y
Schultz (1975). La reaccién fue conside-
rada como sospechosa (=) cuando media
aproximadamente de 0.5 a 1 cm de dia-
metro; de 1 a 2 cm fue positiva con una
cruz (+); y de 2 a 3 em fue positiva con
2 cruces (++). En esta determinacion se
tom en cuenta el didmetro aproximado
del eritema y del edema.

Resultados

En los cuadros 1 y 2 sc representa en
milimetros el espesor de la piel, antes y
después de las inoculaciones; las Gltimas
mediciones fueron hechas poco antes de
que se tomaran las biopsias correspondien-
tes a cada punto de inoculacién. Las varia-
ciones del espesor de la piel en esas reac
ciones estan sefialadas en las graficas 1, 2,
3yd

La observacién macroscépica de la reac-

Cuarro 1

Espesor de la pie] (mm) y evaluacién de la reaccién macroscopien
antes y después de Ia imoculacién del liguido testigo

Despubs de la inoculaciébn (horas)

Antes do 1s
Inoculacién  1/41/% 1 8 = 48 7
VACA "A”
7 7*(—)
7 7 9%(x)
8 8 10 8*(—)
8 8 85 8 8% (—)
9 9 9 9 9 9%(--)
9 9 9 9 9 9 9¥{--)
VACA “B"
7 9*(x)
8 8 8%(—)
8 9 B 8*(—)
8 9 8 8 . B*(—)
8 9 8 8 8 8*(—)
8 8 9 8 8 8 8*(—)

* Momento en que se colectd cada bilopsia; la determinacién del espesor de la plel se hizo
en ¢l punte de [voculacién, poco antes de colectar la blopsia,
(=) ¥ (4} Se refieren a la ohservarién macroscdpiea e fndlean la severidad de la reacclén, gque

corresponde respectivamente a: Negatlvo {—); ¥ sospechoso (+) de 0.5 a 1 cm aproxlmadamente,
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Cusbro 2

Espesor de la plel (mm) y evaluacidn de Ia reacclén macroscépica
antes y después de la inocnlacién del antigeno IBR

Después de Is incrulaclén (horss)

Antes de Ia .
inoculacién 1/4-1/2 1 8 4 48 k] 9% 120
; VACA “A”

8*(—)
8 10*(+)
8 12 10*%(%x)
8 10 9 9%*(—)
9 14 12 11 13.5%(++)
9 12 115 11 135 14 *(++)

10 14 12 12 16 17 1725 % (+++)

11 13 13 12 15 : 16.5 16 14*(+)
12 14 13 12 16 N, 16 15 12 12*(-)
VACA “B"

6*(—)
T 9.5 * ()
6.5 B T*(x)
6 T 6 6*(—) :
7 10 9 7.5 12 %(+4)
7.5 105 9 8 105 11 *(+4)
8 11 9 9 12 115 12*(+)
9 9.5 9 9 115 11 1 9*(—)
8 10 10 9 11 11 11 9 8*(—)

* Momentce en que se colectd cada blopsia; la determinacién del espe sor de 1a piel se hizo en el punto de Inoculaclén, poco antes de colectar

la blopsia.

=), (), ). () ¥ HH)
mente a: negatlvo (—): sospechoso (+4), de 0.5 a 1 cm; positlvo (+) de 1 & 2 em; .positive () de 2 a 3 em; ¥ positivo (4-}) @e més de
3 cm de dldmetro, respectivamente,

Se refieren a la observacién macroscdpica e indican la severidad de la reaceldn, gue corresponde respectiva-



cion cutanea provocada por la inoculacién
del liquido testigo (graficas 1 y 2) mues-
tra que en algunas areas inoculadas inicial-
mente se provocd una ligera inflamacién
que alcanzo 2 mm de espesor como méixi-
mo, Al hacer la lectura correspondiente a
las 6 horas después de la inoculacion, esta
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ligera reaccion ya mo estaba presente en
ningiin caso. Las principales alteraciones
histolégicas encontradas durante esta ligera
inflamacién fueron hiperemia y vasodila-
tacion.

A la observacion macroscipica de la re.
accion cutinea provocada por la inocula-
cidén del antigeno viral (graficas 3 y 4) se
gudo observer que a los 15-30 minutos

espués de Ia inoculacién del antigeno vi-
ral, la piel increments su grosor. Esta in-
flamacién inmediata disminuyé paulatina-
mente entre la primera y sexta horas des-
pués de la inoculacién.

GRAFICA 3
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Posteriormente, al hacer la determina-
cién de las 24 horas, se noté un segundo
incremento, el cual alcanzé su méximo en-
tre las 24 y las 72 horas (graficas 3 y 4).
Se observd que esta reaccién fi:e méas :llura-
dera y de mayor espesor que la inmediata.
Finaltj:lente, t!:'an.e.curmfla;l 96 horas des-
pués de la inoculacién, la piel tendic a
adquirir su espesor normal,

Al hacer la observacién microscopica, se

- observé principalmente hiperemia y vaso-
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dilatacion, a los 15-30 minutos después de
la inoculacién del antigeno viral,

De las 6 a las 24 horas se observé mo-
derada infiltracion de células polimorfo-
nucleares en distintos lugares de las prepa-

raciones, También se observé un ligero
aumento en el niimero de células cebadas
y algunas de ellas estaban en de
deg:nulacién (figuras 1 y 2).
las 24 a las 72 horas se observé una

abundante infiltracién leucocitaria en la

e dominaban las células mononucleares

e tipo linfoide. Esta infiltracion formaha
islotes t}ue se distribuian en todas las capas
de la piel. En donde habia mayor acumu-
lacién de células de tipo linfoide, se pudie-
ron distinguir algunos eosinéfilos (figuras
3,4 y 5). El area inoculada en el liquido
control permanecié sin cambios (figura 6).

A las 96 horas después de la inoculacién
se observé que los islotes de infiltracion
leucocitaria, apreciados en la ctapa ante-
rior, estaban mas aislados, mas densos y
mas pequefios.

Al 5° dia después de la inoculacién la
concentracién de leucocitos infiltrados dis-
minuyd notablemente,

Discusion

En algunas areas inoculadas con el Ii-
quido testigo se provocé inicialmente una
ligera inflamacién cuyas principales alte-
raciones histolégicas fueron hiperemia y va-

£h..0.

o 1,

Extravasacién de P
inoculaczién del antigeno IBR (X630).

FIGURA 1.
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sodilatacion. Sin embargo, Darcel y Dor-

ward (1972) y Correa, Carmi

Sehnltz (1975) mfonnan al inocular
rados con cultivos oelularel.

sin nrus no se ninguna

reaccidn mﬂamatonn. ﬁ robable S.Ie la

ligera inflamacién que se detecté en el pre-

sente trabajo, fuera causada por una leve
irritacién mecénica, o quizds existia un
cierto grado de sensibilidad a las proteinas
que eompanfan el liquido . Esto es
probable ya que estos animales habian sido
inoculados dos veces antes con el mismo li-
quido testigo.

FIGURA 3. Infiltracién perivascular de células mononucleares, 72 horas después de
hober inoculado el antigeno IBR (X250).
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FIGURA 4. Acercamiento de la figura 3, que nos muestra linfocitos y macréfagos
infiltrados (X630).

Con la inoculacion del antigeno IBR se
provocd una reaccién que presentaba 2 fa-
ses inflamatorias detectadas por el grosor
de la piel. La primera fase correspondié a
una ligera inflamacién que se presenté en-
tre los 15-30 minutos y que a las 6 horas

después de haber inoculado el antigeno IBR
ya habia disminuido en gran parte. La se-
gunda fase correspondié a una respuesta
de hipersensibilidad de tipo retardado que
se presentd entre las 24 y 72 horas después

FIGURA. 5. Infiltracién de células mononucleares formando “islotes” en tejido sub-

cuténeo, 72 horas después de haber inoculado el antigeno IBR (X100).
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FIGURA 6. Tejido subcuténeo sin ningln tipo de infiltracién, 72 horas después de
haber inoculade el liquide testigo (X100).

de haber inoculado el antigeno 1IBR y que
desapareci6 después de las 96 horas.

relacién con los hallazgos microsco-
picos se detectaron 3 periodos: El primero
ocurrié a los 15 minutos, presentandose
una semejanza entre la inflamacién que re-
sulté de inocular el liquido testigo y la que
se presenté al inocular el antigeno 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 antigeno IBR como en el liguido
control. Estas sustancias pueden ser restos
de células de testiculos de bovino o del sue-
ro fetal de ternera que se usa como nutrien-
te para los cultivos celulares, o alguna otra
proteina. También es posible que la res-
puesta inflamatoria que resultd al inocular
el antigeno IBR sea debida a anticuerpos
contra el mismo antigeno que posteriormen-
te produce la respuesta de inmunidad celu-
lar (Pérez, Larralde y Kretschmer, 1968;
Herbert, 1972).

El segundo periodo de alteraciones mi-
croscopicas empezé 6 horas después de la
inoculacién del antigeno IBR. Se observé
una moderada infiltracién de células poli-
morfonucleares que pudo ser detectada
ta las 24 horas, desapareciendo posterior-

TEcNica PEcuaria

mente. Ademas se observé un moderado
incremento de células cebadas y algunss de
ellas estaban en proceso de degranulacién.
La infiltracién de polimorfonucleares y la
actividad de células cebadas se debe a una
respuesta de hipersensibilidad en la que in-
tervienen oompi::jos inmunes y complemen-
to como es el caso de la reaccion de Arthus

la anafilaxia local (Pérez, Larralde y
{(retschmer, 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 inoculacion del antigeno
IBR, se present6 una respuesta de hipersen-
sibi!iﬂatf celular. Se observé una marcada
infiltracién de células linfoides y macréfa-
gos semejante a la que ocurre en la reac-
cién a la tuberculina (Nagler, 1942; Nel-
gon, 1969; Bloom, 1971; Pérez, Uruchurtu
y Ordéfiez, 1972; Smith y Mengeling,
1976).

De acuerdo con los resultados obtenidos
se puede concluir que la prueba de intra-
dermorreaccion fue especifica al antigeno
de IBR utilizado y corrobora que existe
una respuesta de inmunidad celular hacia
este virus. Ademas, apoyando este resultado
recientemente, en el Departamento de Vi-
rologia 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 inhibicién de la migracién
{MIF} de los leucocitos, in vitro.

Se puede concluir que esta prueba de
intradermorreaccién es especifica al ser
leida 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 bovine rhinotracheitis (IBR)
virus inactivated antigen, two Hereford
cows received 0.03 ml intradermically of
IBR (40X) antigen in several areas of the
(thoracic) rib region. In two previous oc-
casions these cows werg found to be positive
reactors to this test. The supernatant of a
bovine testicle cell culture (in Eagle me-
dium with 2% bovine serum) previously
lysed by freezing and thawing, was used as
control. After inoculation 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. Fach biopsy was fixed in
10% {ormaline and histological studies
were made using hematoxiline eosine and
toluidin blue stainings. Some areas inocu-
lated with the control sample, presented a
initial light inflamation at 15-30 minutes
after inoculation, characterized by hypere-
mia and dilatation of vassells; this was
probably produced by the inoculation trau-
matism; later on there were not other alte-
rations. With the IBR antigen, a initial
similar reaction was found. Later (betwecn
6 and 24 hours) moderate polimorfonu-
clear infiltration was observed. 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 considered as a
diagnostic mean for detecting cows pre-
viously infected with IBR virus.
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