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Resumen

El presente trabajo se efectué en el Departamento de Virologia del Instituto Nacional de Investiga-
ciones Pecuarias (INIP), Palo Alto, D.F. De cada bovino en estudio, se colecté una muestra de sangre
para obtener suero, e inmediatamente después se le inocularon por via intradérmica en el pliegue ano-
caudal 0.03 ml de antigeno IBR (4-40X), el cual fue elaborado con la cepa Colorado. Se inoculé como
control el sobrenadante de cultivos de células de testiculo de bovino, previamente lisadas por congelacién
y descongelacion, Con el suere sanguineo se hicieron pruebas de suero-neutralizacién, por el sistema de
microtitulacion, Los animales investigados estaban localizados en el Distrito Federal, Apaseo el Grande,
Gto., El Marqués, Qro., Paso del Toro, Ver., un hato procedente de Sonora y otro de Tulancingo, Hgo.
La reaccidon se valoré macroscopicamente y midiendo el espesor de la piel mediante un calibrador. Se
consideré que la reaccion era sospechosa (#+) cuando medié de 0.5 a 1 cm de didmetro; positiva ()
cuando tenia de 1 a 2 cm; positiva (++4) cuando midié de 2 a 3 em. Se estudiaron 74 animales, de los
cuales hubo 18 (24.3%) negativos a ambas pruebas; 20 (27%) positivos a ambas pruebas y 20 (27%)
positivos a SN y sospechoses a PIDR; por lo tanto, hubo correlacién en 58 animales (78.3%). Doce anima.
les (16.2%) fueron positives a SN y negativos a PIDR; 3 (4%) resultaron negativos a SN y sospecho-
sos a PIDR. Esta dltima cifra es muy semejante a la ya obtenida en E.U.A. (29%), en estudios anterio-
res, Uno (1.3%) resulté positivo a PIDR y negativo a SN. En cuanto a razas, fueron positivos o sospecho-
sos a PIDR en los siguientes porcentajes: Hereford (91), Holstein (61), Pardo Suiza (15); las cuales
estaban en sistemas de explotacién confinado, semiconfinado y extensivo, respectivamente. En un lote de
12 vacas inoculadas en la regidn costal y anocaudal, se comprobé que, en condiciones de campo, el plie-
gue anocaudal es mds apropiado para la lectura de la PIDR. Es recomendable hacer esta lectura entre
las 24-72 horas después de la inoculacion. No se produjeron signos clinicos en ningune de los animales
inoculados. Una de las grandes ventajas de esta prueba es la obtencién de resultados ripidos y la facili-
dad de su utilizacién en condiciones de campo. Ademis, evita el sungrado, transporte de muestras a laho-
ratorios y personal especializado.

Introduccién

En la literatura se ha descrito que pueden
ocurrir reacciones cutaneas al aplicar antige-
nos conteniendo virus del grupo herpes. Esto
se demostré en humanos con anticuerpos
contra el virus Herpes simple, cuando se les
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aplicé antigeno elaborado con este virus (Na-
gler, 1944; Rose, 1952) asi como en pollos
con enfermedad de Marek (Dawe et al,
1971). Darcel y Dorward (1972) estudiaron
la prueba de intradermorreaccién con un an-
tigeno preparado con virus de IBR, aplicado
en las regiones cutaneas del hombro y del
pliegue anocaudal. :

Correa, Carmichael y Schultz (1975) eva-
luaron la prueba intradérmica con antigeno
inactivado de IBR, utilizando bovinos del
Estado de Nueva York, con el propésito de
detectar ganado previamente infectado con
IBR. Entre el ganado utilizado habia anima-
les que habian sido experimentalmente ex-
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Cuapro 1

Caracteristicas de los bovinos aduitos utilizados para evaluar la prueba intradérmica
IBR en Méxica

Concentracién
Lote nimero Nim. de bevinas Raza Procedencia Localizacién wtinda de
antigeno
(en 0.03 ml)
I 12 Hereford Sonora y Palo Alte, DF. 40 X
Tulancingo,
Hgo.
I 15 Holstein Meéxico El Marqués, 40 X
EUA. Qro.
Canada
I 11 Holstein E.U.A. Apaseo el 20 X
Canada Grande, Gto.
v 15 Holstein E.UA. DF. 40 X
Canadi
v b | 13 Suizas Veracruz, Paso del Toro, 10=40X
7 Holstein Puebla Ver. 11=4X
1 Holstein ¥
con Oaxaca
Charolais

puestos con IBR, asi como ganado del cual
se desconocia su estado respecto a la infec-
cién. Antes de aplicar el antigeno por via in-
tradérmica a todo el ganado se le estudid
serolégicamente mediante la prueba de suero-
neutralizacién, determinando sus titulos de
anticuerpos. Se utilizaron 3 grupos de vacas.

El Grupe 1 habia sido imfectado experi-
mentalmente con la cepa Colorado, aproxi-
madamente 6 meses antes. En el Grupo 2, de
15 animales con historia clinica desconocida
y de los cuales no se sabia si habian sido
vacunados o no, 9 tenian anticuerpos suero-
neutralizantes en el momento en que recibie-
ron el antigeno intradérmico. En el Grupo 3,
de 12 vacas, 6 tenian anticuerpos suero-neu-
tralizantes y 6 eran negativas a la dilucién
mas baja de suero estudiada (1:3). Todas
las vacas del primer grupo fueron positivas
a la prueba intradérmica; sin embargo, una
de elras no tenia anticuerpos suero-neutrali-
zantes detectables, segiin se demostré en re-
petidas ocasiones. En el Grupo 2, 6 animales
fueron negativos tanto a la prueba intradér-
mica como a la prueha de SN. Nueve vacas
fueron positivas a SN, sin embargo, sélo 6
de éstas fueron claramente positivas a la prue-
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ba intradérmica y dos mostraron reaccion
sospechosa. Una vaca con titulos suero-neutra-
lizantes de 1:100 fue repetidamente megativa
a la prueba intradérmica. En el Grupo 3, seis
vacas fueron negativas a ambas pruebas; y
de 6 animales que tenian titulos SN elevados,
4 fueron positivas a la prueba intradérmica y
dos fueron negativas.

Los objetivos del presente trabajo fueron:
1) Evaluar esta prueba de intradermorreac-
cién en bovinos de México, utilizando el mis-
mo lote de antigeno que se usd para las vacas
de Nueva York; 2) Observar la respuesta de
los bovinos (temperatura y signos clinicos)
al antigeno IBR de aplicacién intradérmica;
3) Con miras a utilizar este antigeno en el
campo, en lugares donde no se dispone de
medios para realizar pruebas serolégicas, y
sin que se tenga que sangrar a los animales
ni transportar muestras; 4) Comparar indi-
vidualmente la correlacion existente entre la
prueba de SN y la prueba de intradermo-
rreaccion; 5) Observar la intensidad y dura-
cién de las reacciones cutdneas. La meta fi-
nal consiste en estudiar las posibilidades de
utilizar ficilmente esta prueba en condicio-
nes de campo.
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Material y métodos

En la elaboracién del antigeno se utilizd la
cepa Colorado de IBR, que fue inoculada en
células primarias y secundarias de testiculo
de bovino. Cuando se observé el efecto cito-
patico, las botellas conteniendo los monoes-
tratos y el medio de cultivo, fueron congela-
das y descongeladas 3 veces y el liquido fue
centrifugado a 2,000 rpm para sedimentar
los restos celulares. Una parte del sobrena-
dante fue separada para determinar el titulo
del virus en monoestratos de testiculo de bo-
vino. Después, el virus fue concentrado 40
veces, mediante ultrafiltracion, utilizando un
aparato Dyflow,* que tenia un filtro (XM
100) capaz de retener aquellas particulas con
un peso molecular mayor de 100,000. Poste-
riormente el antigeno fue inactivado a 56C
durante una hora y luego se sometié a un se-
gundo proceso de inactivacién utilizando B
propiolactona al 2%, incubande durante 2
horas a 37C. Se comprobé su esterilidad me-
diante 3 pases ciegos seriados en células de
testiculo de bovino y se almacend a —60C,
en alicuotas de 1 ml.

Antes de aplicar el antigeno, se colectd
suero sanguineo de los bovinos para hacer
una prueba de suero-neutralizacién signiendo
el sistema de microtitulacién; la dilucion ini-
cial de suero fue de 1:3 y se utilizaron de
10-30 dosis infectantes para cultivos celula-

* Amicon Company, Lexington, Massachusetis.

res, del virus IBR (cepa Colorado) para cada
cavidad de la placa de plastico utilizada para
las microtitulaciones. A cada bovino se le apli-
caron aproximadamente 0.03 ml de antigeno
por via intradérmica en la region del pliegue
anocaudal izquierdo. Se utilizé como testigo
el pliegue anocaudal derecho, en el cual se
inoculé el liquido control.

Antes de la inoculacion, se determiné el es-
pesor de la piel en el drea de inoculacion y
en el area control, y esto se repitié a los 15-
60 minutos y a las 72 horas después de la ino-
culacién intradérmica del antigeno y del li-
quido control.

La reaccién se evalué mediante su aprecia-
cién macroscopica y, por otra parte, midien-
do el espesor de la piel con un vernier.

Refiriéndose a la apreciacion macroscopi-
ca, se tomd en cuenta el drea con eritema, el
rubor y la reaccion inflamatoria. Se conside-
16 como reaccién sospechosa (=) aquella
que, a la apreciacién macroscépica, media de
05 a 1.0 em de diametro; de 1 2 2 em fue
considerada como positiva (+); y de 2 a 3
como positiva (+ +). .

Se utilizé como liquido control el sobre-
nadante de una suspensién de células de tes-
ticulo de bovino que habian side previamen-
te lisadas por congelacién y descongelacién.

Las pruebas de suero-neutralizacion se hi-
cieron con suero colectado antes de la apli-
cacion del antigeno.

En el Cuadro 1 se pueden observar las ca-
racteristicas de los bovinos utilizados para

Cuabro 2

Correlacién entre los resultados de las reacciones intradérmieas inmediatas, las tardias
¥ las pruebas de suero-neutralizacién (SN)

Prucha intradérmica SN Positiva
Nim. R ié R 16 Nim. de
de vacas inmediata tardia vacas (%) Titulos SN

2 + e 0 (0)

4 + - 1 (25) (1:478)

3 & = 3 (100) (1:10-1:30)
16 o + 15 (93.7) (1:10-1:281)
24 = — 11 (45.8) (1:10--1:162)
20 - = 17 (85) (1:10-1:476)

5 = + 5 (100) (1:30 - 1:47)
T4 52
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Cuapro 3

Resultados obtenidos al evaluar la prueba intradérmica IBR en México

PIDR PIDR PIDR PIDR PIDR PIDR
Total de (+) (%) (+) (+) (—) (—)
Hato  animales Localizacién 8N (+) SN () BN (—) BN (—) 8N (4) 8N (—)

I 12 Palo Alte, D.F. 4 4 1 1 1 1

1 15 El Marqués, Qro. 5 7 0 0 3 0

1L 11 Apaseo el Grande, Gto. 1 7 0 0 3 0

| AY 15 Distrito Federal 10 2 0 0 3 0

v 21 Paso del Toro, Ver. 0 0 0 2 2 17
Total en 20 20 3 12 18

México 74 (27%)  (27%)  (L3% 49:)  (16.2%)  (24.39%)

PIDR = Prueba de Intradermorreacelén IBR; SN — Suero-Neutralizacién; (4) = Renctor Positivo; (—) = Reae-

tor Negativo.

evaluar en México la prueba intradérmica
con el antigeno IBR inactivado. Se estudia-
ron 5 lotes de 11 a 21 animales c/u de las
razas Hereford, Holstein, Suiza y cruza de
Holstein con Charolais. Procedian principal-
mente de Estados Unidos y Canada, pero tam-
bién se estudiaron animales procedentes de
Sonora, Hidalgo, Veracruz, Puebla y Oaxaca.
Estos animales estaban localizados en el Dis-
trito Federal, Querétaro, Guanajuato y en
Veracruz. A cada uno de los animales se le
aplico en el pliegue anocaudal izquierde 0.03
ml de antigeno inactivado 1BR, que tenia con-
centraciones que variaban de 4 a 40X.

Resultados

El momento méas recomendable para hacer
la lectura fue a las 72 horas después de la
aplicacién del antigeno. En muchos casos se
observd una reaccién de tipo inmediato, en-
tre los 15 y 60 minutos posteriores a la ino-
culacién. Sin embargo, en el Cuadro 2 se pue-
de observar que en muchos casos no hay co-
rrelacion entre la presentacién de la reaccion
de tipo inmediato y la tardia y viceversa. La
reaccién observada a las 72 horas fue de ma-
yor intensidad y del tipo de hipersensibilidad
retardada, con edema, eritema e inflamacion
firme y progresivamente nodular, que en mu-
chos casos persistié hasta el séptimo dia.

En el Cuadro 3 se pueden observar los re-
sultados obtenidos al evaluar la prueba intra-
dérmica con antigeno IBR en bhovinos de
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México. De los 74 animales estudiados, 20
(27%) fueron sospechosos a PIDR y también
positivos a SN; también 20 vacas (27%)
fueron sospechosas a PIDR y positivas a SN,
y 18 (24.3%) fueron negativas a ambas
pruebas; por lo tanto hubo correlacion en 58
animales (78.3%) (Cuadro 4). Un bovino
(13%) fue claramente positivo a PIDR y
negativo a SN; tres bovinos (4%) dieron
reaccién sospechosa ante la PIDR y fueron
negativos a SN. Doce (16.29%) fueron nega-
tivos a PIDR y positives a SN.

Al comparar los resultados obtenidos con
la PIDR en México y en Estados Unidos de
América (EUA) (Cuadro 4), se encontrd
que al sumar el niimero de animales positivos
o sospechosos a PIDR y que resultaron nega-
tivos a SN, en EUA hubo aproximadamente
3% de estos animales, mientras que en Mé.
xico hubo un porcentaje de aproximadamen-
te 5%, o sea que fue ligeramente mayor
(Cuadro 4). En lo que se refiere a la compa-
racién de las otras columnas de este cuadro,
sc puede ver que en México hubo 16% de
animales negativos a PIDR y positivos a SN,
mientras que en Estados Unidos séle hubo
aproximadamente 8.8%.

Fueron positivos a PIDR y a SN el 27%
de los bovinos en México contra el 299 en
EUA. Fueron sospechosos a PIDR y positivos
a SN el 27% en México y el 5.8¢;, en EUA,
Fueron negativos a ambas pruebas el 24%
en México y aproximadamente el 53% en

EUA (Cuadro 4).
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Discusion

En la especie humana se conocen deficien-
cias inmunolégicas que podrian interferir con
la inmunidad humoral, con la inmunidad ce-
lular o con ambas, tales como las hipogama-
globulinemias tipo Bruton y tipo Suizo, y el
sindrome de Di George y es probable que en
los animales domésticos pudieran intervenir
factores parecidos (Herbert, 1970). En el
caso de los bovinos que fueron positivos a
PIDR y negativos a SN, o viceversa, se pue-
de sospechar que pudieron haber intervenido
algunos factores semejantes.

En ocasién anterior (Correa, Carmichael y
Schultz, 1975) se encontr6é que un animal ne-
gativo a SN, fue positivo a PIDR. Este bovi-
no habia sido infectado 6 meses antes con
virus de IBR y no obstante no tenia titulos
significantes de anticuerpos SN a la mas baja
dilucién de suero utilizada (mostré neutrali-
zacién parcial a la dilucién 1:3). Por lo tanto
ese animal que fue juzgado como “serolégi-
camente negativo”, en realidad era positivo,
tal como se observé en los resultados de la
prueba intradérmica. Afortunadamente en
este caso se tenfan datos precisos acerca de la
previa infeccién experimental de ese bovino
con el virus de IBR, lo cual permitié hacer
una interpretacién correcta.

Por el contrario, también se pudo observar
que muchas vacas resultaron negativas a
PIDR y que sin embargo fueron positivas
a SN. La naturaleza de este tipo de reaccién
debe ser estudiada mas a fondo. Entre las cau-
sas por las que también se podria presentar
esta situacién, se debe determinar si influye
el hecho de que se les pudieran haber apli-
cado recientemente corticosteroides a los bo-
vinos que dan resultados que no se correla-
cionan en ambas pruebas.

Los lugares inoculados con el liguido con-
trol siempre fueron negativos, lo cual com-
prueba la especificidad del antigeno IBR uti-
lizado.

Macroscopicamente se observé que algunos
animales presentaron una reaccién de tipo in-
mediato, que perduré durante aproximada-
mente 30 minutos; posteriormente tendié a
desaparecer y a las 24-72 horas aumenté en
intensidad, presentandose edema e indura-
cién.

Algunos animales no presentaron una PIDR
inmediata clara, y posteriormente, al hacer la
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prueba de SN, se demostré que eran positivos
a esta prueba. Algunas de estas vacas presen.
taron una respuesta tardia; de acuerdo con
Herbert (1970), esto sugiere que hubo tante
reacciones inmediatas antigeno anticuerpo,
como reacciones de hipersensibilidad retarda-
da, en estos animales.

Sin embargo, al analizar el Cuadro 2, se
puede observar que hubo animales con reac-
cién sospechosa inicial, que tenian titulos de
anticuerpos; pero también los hubo con reac-
cion inicial positiva, que no tenian anticuer-
pos suero-neutralizantes, y también hubo ne-
gativos a la reaccion inmediata que si tenjan
anticuerpos. De modo que la respuesta intra-
dérmica de tipo inmediato no siempre corres-
ponde a la presencia de anticuerpos del tipo
suero-neutralizantes.

En el Cuadro 2 se puede observar también
que la respuesta inmediata no tiene valor diag-
nostico. Puesto que hubo animales positivos y
otros sospechosos a la respuesta inmediata,
que fueron negativos a la respuesta tardia y
viceversa. También se puede observar que en
muchos animales tampoco hubo correlacion
entre la respuesta inmediata y el resultado de
la prueba de sueroneutralizacién. Tampoco
hubo correlacién entre los altos titulos de an-
ticuerpos y la respuesta inmediata. Por todas
estas razones, solo la lectura hecha a las 24-
72 horas debe ser considerada como la espe-
cifica.

Darcel y Dorward (1972) utilizaron una
concentracién 10 X de antigeno IBR inactiva-
do, producido en monoestratos de células de
rifion fetal de bovino, inyectaron cantidades
de 0.03 ml por via intradérmica, y observaron
reacciones que aparecieron entre las 3 horas
siguientes y estuvieron todavia presentes a las
24 horas, pero desaparecieron alrededor de
las 48 horas. Después de la inoculacién del
antigeno en 77 controles sin anticuerpos con-
tra IBR, se encontrd que en la tercera parte
de estos controles aparecieron titulos bajos de
anticuerpos suero-neutralizantes y fijadores
del complemento.

En este estudio se utilizd un antigeno IBR
inactivado y concentrado (4-40 X). Al hacer
una titulacién preliminar del antigeno no se
observé gran diferencia de respuesta entre la
aplicacién de la concentracion 4 X y la 40 X
(Correa, Carmichael y Schultz, 1975). Las re-
acciones cutineas en los animales fueron ini-
cialmente inflamatorias (a los 15-30/) con eri-
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Cuabpro 4

Comparacién de los resultados obtenidos en México y en EUA al evaluar la prueba
intradérmica en bovinos adultos

Datos Hubo PIDR PIDR PIDR PIDR PIDR  PIDR
obtenidos correla- (+) (+) (1) (+) (—) {—)
(%) en cénen BN (4+) BN (4) B8N (5) BN (—) B8N (4) BN (—)
México 78.3 21 21 13 4 162 24.3
53*
USA *»* 83.1 294 5.8 29 * 8.8 529

* Suma de las dos columnas.
%  Correa, Carmichael y Schultz (1978).

tema, que tendié a desaparecer a las 6 horas
posinoculacién. Posteriormente se presenté la
reaccion del tipo de hipersensibilidad retarda-
da, que consistid en edema, eritema e infla-
macién firme que se convirtié progresivamen-
te en nodular y en muchos casos persistid
hasta el 7° dia. En condiciones de campo esta
filtima determinacién seria la finica que ten-
dria aplicacién practica.

La clasificacion formal y descripcién de las
alteraciones histologicas, que se presentaron
en la piel al inocular el antigeno IBR inacti-
vado, ha sido hecha por Aguilar (1976),
y ‘Aguilar, Uruchurtu y Correa (1976a y
1976b). : :

Algunas desventajas de la PIDR son: 1)
cuando se presenta una reaccién positiva apa-
rentemente no se puede diferenciar si se debe
a que el animal fue vacunado o a que sufrid
una infeccion de campo; sin embargo, se de-
ben hacer mas estudios al respecto; 2) algu-
rios animales positivos a la SN no producen
reaccién intradérmica significativa, por lo que
pueden- ser juzgados equivocadamente como
negativos. Por lo tanto, en estudios de tipo in-
dividual, como corresponderia a los toros se-
mentales que sean usados para coleccién de
semen, o a bovinos de hatos en donde se pre-
tenda eliminar o separar los reactores positi-
vos a IBR, los animales negativos a la prueba
intradérmica deben ser probados también me-
diante la prueba de SN, antes de tomar una
decisién final al respecto.

Las ventajas de la prueba intradérmica son
las siguientes: 1) los resultados son obtenidos
ripidamente, con un 78-88% de correlacion
con la prueba de SN; 2) la prueba puede ser
usada en el campo, en.donde las facilidades
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de laboratorio no sean factibles (lugares leja-
nos) ; 3) no requiere del sangrado de anima-
les, ni del envio de muestras, lo que seria un
problema en aquellos lugares lejanos en don-
de estos eﬁvrocedimientos son dificiles; 4) es
una prueba til para determinar la presencia
de IBR en un hato de una area geografica
determinada, siempre y cuando se pruebe un
nimero suficiente de animales; esto es impor-
tante dado que se sabe que en donde hay ani-
males positivos, la infeccién persiste en algu-
nos de ellos en forma latente. y se forman
ciclos de infeccién, al infectarse los animales
susceptibles (Sheffy y Davies, 1972; Hyland,
Easterday y Powlish, 1974) ; 5) se puede uti-
lizar para estudios epizootioldgicos para deter-
minar la presencia e incidencia de reactores
positivos; pero a este respecto se debe tomar
en cuenta que los animales previamente vacu-
nados podrian dar reaccién positiva; 6) en
algunas ocasiones esta prueba puede detectar
bovinos que previamente fueron infectados y
que por lo tanto mostraron reaccién PIDR po-
sitiva, pero que son negativos a la SN,

En combinacién con la SN puede servir
para: 1) determinar cuales son los posibles
portadores de IBR; lo cual podria ser util
para seleccionar sementales y animales de im-
portacién completamente negativos a IBR; 2)
para separar en distintos hatos los positivos
de los negativos, lo cual eventualmente podria
llevarmos a un control sanitario, tendiente a
la obtencién de hatos libres de 1BR.

Se observo que la inoculacion del antigeno
perfectamente inactivado, no causé la estimu-
lacién de titulos detectables de anticuerpos
SN y por lo tanto no alteré el estado sero-
logico de los animales inoculados. Sin' embar-
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go, no se sabe si al hacer pruebas repetidas
aumentaria el titulo de anticuerpos séricos
(Correa, Carmichael y Schultz, 1975).

La IBR ha sido diagnosticada en una parte
del territorio nacional, tanto mediante el ais-
lamiento del virus a partir de casos de campo
(Martell, 1974; * Martell et ol, 1974) asi
como mediante la demostracién de anticuer-
pos séricos (Correa y Brown, 1973; De Que-
vedo, 1975; Correa, Brown y Brymer, 1975).
Sin embarge, debido a lo lahorioso de estas
técnicas, no ha sido posible conocer la distri-
bucién de la IBR en toda la Repiblica. Me-
diante la utilizacién de la prueba intradér-
mica se podria conocer mis ripidamente la
distribucién de esta enfermedad en México.

Summary

A serum sample was obtained from each
cow. Then 0.03 ml of IBR (20-40 X) inacti-
vated antigen (Colorado strain) was inocu-
lated intradermally into the caudal fold of
each cow. The supernatant fluid from a bo-
vine testicle cell culture suspension (in Eagle
medium with 2% bovine serum) previously
lysed by freezing and thawing, was used as
control. After, microtitration SN tests were
performed with the serum. The animals used
in this experiment were located in the Distrito
Federal, Apaseo €l Grande, Gto., El Marqués,
Qro., Paso del Toro, Ver., one herd from
Sonora and another one from Tulancingo,
Hgo. The reaction was evaluated by macros-

* Comunicacién personal.
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