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INTRODUCCION

cuando se presenta un brote deabortos enganado bovino o un-
sindrome respitatorio, hay cierta dificultad al realizar un diagnds
’tico répido., Esto se debe a que generalmente se tienen que remitir-
al laboratorio de diagndstico, especimenes procedentes de animales-
sospechosos, © bien animales enfermos para hacerles la necropsia y-
los estudios correspondientes de Virologia, Bacteriologia, etec., —--
También se pueden remitir muestras pares de suero sanguineo, obte--
nidds al iniciarse la enfermedad y 2 & 3 semanas después, para con-
ellos determinar si hubo un aumento del titulo de anticuerpos con--
tra el agente etiolégico de gue se sopecha, siendo asi como se po--
dria concluir con un diagnéstico preciso de laboratorio. Mas sin --
embargo, en la mayoria de las ocasiones, en nuestro medic, no pue--
de ser realizado ya que los laboratorios con equipo especializado -
y personal habilitado, no son tan numerosos como se requiere, espe-
cialmente, en el drea de vVirologia.

Reciéntemente se ha encontrado que la Rinotraqueitis Infec--
cicsa bovina (IBR) estd ampliamente difundida en ¢l ganado Bovino -
de México (8). En casos de aborto o de sindromes respitatorias, cuan
do se sospecha de esta enfermedad, los Madicos Veterinarios Zootec-
nistas, sienten la responsabilidad de hacer el diagndstico precisa,
antes de recomendar la vacunacidn, ya que debemos tener presente -

que rachas vacunas contra 1BR no estan suficientemente atenuadas y-
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gastar en la vecunacidn contra IBR, mientras no se esté seguro que
esta enfermedad va estd presente en el hato.

Por las razones anteriores es urgente encontrar procedimien
tos de diagndstico qQue sean precisos v facilmente aplicables a las
condiciones de campo. En el caso de IBR, el aislamiento e identifi
cacién del virus v la prueba de virusneutralizacidn, ademis de to-
mar tiempo, requieren de eguipo y personal especializado, asi como
de la coleccidn y envid de muestras en condiciones aceptables,

Estudios recientes (5.6} nos muestran que, mediante uns ---—
prueba de intradermoreaccidn, se puede demostrar que un hato ha si-
do previamente expuesto a la infeccidn por IBR. Para ello se apli-
cd antigeno inactivado, preparado con virus de IBR., Esta pureba -~
resulta ser muy valiosa por su facilidod para ser aplicada en con-
diciones de campo. Por ello se deben continuar los estudios tendieg
tes a completar el conccimiento de las caracteristicas de este ti-
po de reaccidn, asi como una serie de interrogantes que aparecerdn
conforme se siga avanzando en su Investigacién.

Los antigenos que provocan una inflamacidn cutdnea retarda-
da del tipo de la tuberculina* pueden ser de diferente naturaleza
as{ algunos puede corresponder a proteinas de bacterias, pardsitos

u hongos y dentro de este grupe de antigenos el mids conocido y estu-

diado es la tuberculina (15, 25, 41), otros a proteinas coms las ovoal

* Denominada también en la literatura: Reaccidn Inmunitaria
celular O Respuesta retardada de hipersensibilidad celular.



biminas y las seroalbiminas (10,25), otros mds a compuestos quimi-
cos sencillos como son el cloruro de prisilo y el 2-4- dinitrofluo
robenceno (11), los cuales producen la reaccidn sdlo por contacto-
y por Gltimo antigenos virales entre los cuales tenemos avariosvi
rus herpes (7, 22, 34, 42). El virus de I¥R ha sido clasificado =~
dentro de los virus herpes (20).

Se sabe que una verdadera reaccidén inmunitaria celular, del

tipo de la tuberculina, corresponde a una reaccidn inflamatoria ine

munologicamente especifica, que tarda mds de 12 horas en alcanzar-

su madximo desarrollo (25, 15, 41). Este tipo de respuesta puede ~--
ser transferido de un animal sensibilizado a otro sin sensibilizar,
en una forma pasiva, por células linfoides o sus fracciones, Esto--
no se logra, con el suero del animal sensibilizado (1, 9, 10, 33)-
en otras palabras, este tipo de respuesta parece tener su base en--
células de tipo linfoide y no en anticuerpos humorales como se cree
que es el caso de la reaccidén de Arthus, la enfermedad del suero y
la anafilaxia local y general (15, 25). Hay que tomar en cuenta que
no hay que considerar lo dicho en el parrafo anterior com@ una ----
afirmacidén absoluta, pues una respuesta cutdnea inflamatoria con ba
se celular, casi siempre se manifiesta después de una respuesta hu-
moral inmediata provocada por el mismo ant{geno que causd la respues
ta de base celular (15, 21, 25): en realidad se sabe Que las reac--
ciones de tipo celular son provocadas por células linfoides depen--
dientes del timo (13, 21), sus fracciones o algin factor intrinseco

ellas (,2); pero los mecanismos de la reaccidn atn no han side bien
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aclarados (15) y son materia de continuas investigaciones.

En general, en un estudio histologico de una respuesta in--
flamatoria de hipersensibilidad celular encontramos gue, poco des-
pues de haber sido inoculado el antfigeno, hay una rapida infiltra-

~cibén de células polimorfonucleares; esta infiltracién inicial, pa-

rece no tener ningua especificidad antifenica, pues se lleva acabo
tanto en individuos sensibilizados como en individuos Que no estan
sensibilidados (2, 24). Posteriormente en forma retardada (6 a 24~
horas) comienza una invasidn de células mononucleares de tipo lin-
foide semejantes a linfocitos, macréfagos y monocitos que llegan -
a formar densos islotes perivasculares y perineurales., La infiltra
cién de células linfoides generalmente llega a dominar este tipo -
de reacciéﬁ y se puede considerar caracterf{stica de ella y con es-
pecifidad antigénica (1, 2, 23, 25). En realidad los linfocitos, -
macréfagos y monicitos que aparecen en forma tardia, son células---
muy involucradas en las reacciones de hipersensibilidad celular.s,
ha demostrado su presencia y dominancia y se ha tratado de deter---
minar la proporcién de cada una de estas células en este tipo de --
reacciones por métodos citoquimicos (37) y por medio del microsco--
pio electrdnico (40). La identificacién de los diferentes tipos de-
celulas linfoides en cortes ordinarios de tejidos presenta muchas -
dificultades.

Se cree que la presencia de un numero considerable de leuco
citos polimorfonucleares infiltrados en etapas avanzadas de la in-

flamacién, tienen relacién con el grado :de necrosis, la toxicidad--



5
del aﬁtigeno y en gene?al el grado de dafio tisuiar prococado'por la
inoculacidn del antigeno. Se puede decir que cuando la necrosis es-
exagerada,- la reaccidn tiene un aspecto inespecifico (1, 2, 25},

Existe la dificultad de llegar a un acuerdo preciso en cuan-
to a la cantidad y tipo de células que se encuentran extravasadas -
en las diferentes etapas de una respuesta de hipersensibilidad celu
lar ya que, como se dijo anteriormente, es muy diffcil clasificar -
células en tinciones ordinarias de cortes de teiidos; ademds en la-
literatura existente se usan diferentes antfgenos, especies de - -
animales y tiempos de observacidn {23},

Cabe mencionar que el proceso inflamatorio en general, al --
ser estudiado en diferentes especies animales, revela grandes dife-
_rencias (24) . bado que la mayor parte de la bibliograffa hecha al-
respecto se basa en trabajos efectuados con animales de laboratorio
y con seres humanos, .este trabajo tratard de dilucidar ciertas carag
teristicas propias de la intradermoreaccién en bovinos ante la ---
inoculacidn con antfgeno inactivado hecho con virus IBR. Se tratard
también de encontrar puntos de identidad con lo establecido en la--
bibliografia.

El objeto del presente trabajo, es hacer un estudio histold-
gico de la inflamacidn que presentan los bovinos sensibilirados, -~
inoculados intradermicamente con el antigeno preparadocon virus - -
inactivado de IBR. De este modo, se podrdn hacer comparaciones con-

una inflamacidn cutdnea retardada del tipo de la tuberculina.



MATERIALES Y METODOS.

Se utilizardn 3 vacas Herford adultas de 3 afios de edad pro--
cedentes de los Estados de Hidalgo y Sonora. Estas vacas dieron reac
cién positiva @ la prueba intradérmica con antigeno inactivado de --

IBR 2 y 3 meses antes de inicar el experimento.

VACA No., de Campo Procedencia Titulos de anticuerpos vi—--
- rusneutralizantes contra ~--
IBR.
" 212 - Estado de So
nora 1:93

»B" : 204 Estado de So ] ;

- nora 1:18
mem o213 Estado de Hi e

R © ‘dalgo "1:10

l);;iéREPARACION DEL ANTIGENO.

Para hacer la prueba se usd antigeno preparado con virus de -
IBR., E1l virué de IBR se reprodujo en células primarias de testiculo
de bovino. Después de congelar y descongelar las células infectadas,
se separaron los restos celulares por centrifugacidn a 2000 RPM du~-
rante 20 minutos. El sobrenadante que contenia los viriones fué - -
concentrado 40 veces por ultrafiltracidén, utilizando un aparato w-~-—-
Dyflow {(Amico Company), el cual tenia un filtro XM 100, que retiene-
los materiales cﬁn peso molecular superior a 100, 000. Se inactivd -
mediante calentamiento a 56°C durante 30 minutos y por medio del ---

tratamiento con Beta- propiolactona y posteriormente fué almacenado-
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‘a-70°C (4,5). 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 para hacer la prueha,

I1).- PREPARACION DEL LIQUIDO TESTIGO
| Se utilizd también un lfquido que nos sirvié como testigo.
Este liquido se cbtuvo a partir del sobrenadante de una sug-
pensidn de células de testiculo de bovino (en medio Eagle), previa-
mente lizadas por congelacidén y descongelacidn; centrifugado e inag
ﬁivo,a 56°C durante 30 minutos. El liquido control, se inyectd tam-
bién por via intradermica, en los lugares destinados para ser testi

gos de la prueba,

I¥1).~ PROCEDIMIENTO.

Las inoculaciones se efectuaron en la parte superior de 1asé
,fegiones de la escapula,y costal (hasta la doceava costilla), poxr--
ambos lados del animal (Figura No. 1).

En las vacas "A" y "“B", sekrasuré en lés regiones antes cita.
das, una superficie tal que permitid dibujar sobre la piel un cua~--
dziculédo de 12 cuadros de largo; la dimensién de cada uno de los -~
cuadros fué de 9 x 6 cm. aproximadaniente (Figura No. 1l). En el cen-
~ tro de cada uno de los cuadros de la hilera del lado izquierdo de -
estos animales se inoculd el antigeno viral., En el centro de cada -
unco de los cuadros de la hilera del lado derecho de estos animales-
se inoculd el ligquido que sirvid como testigo (Figura No. 1) En el-

primer cuadro de cada lado no se hizo ninguna inoculacidén, y estd -



fué

g
utilizada como muestra control no inoculada.

En la vaca "C", en las regiones citadas, se rasurd una super-

ficie que permitié dibujar sobre la piel 2 cuadros que median aproxi

madamente 9 x 6 ocm. cada uno (Figura No. 2} En el centro de cada uno

de los cuadros del lado derecho del animal se inoculd por via intra-

dérmica el liquido que sirvid como testigo (Figura No. 2)

Tomando como centro el punto de inoculacién de la piel, se =--

hicieron biopsias de aproximadamente 1.5 x 1.5 cm., de la siguiente-

manera:

5.~

- En las vacas "A" y "B"
Una biopsia 60 minutos antes de la inoculacidn (muestra no ino-
culada).
Biopsia de 4rea inoculada y control a los 15' - 30' después de -
la inoculacién.
Bicpsia de &rea inoculada y control a los §0' después de la -~ -
la inoculacidn.
Biopsia de drea inoculada y control a las 6 horas después de la-
inoculacidn.
Biopsia de 8rea inoculada y control a las 24 horas después de la
inoculacién.
Biopsia de drea inoculada y control a las 48 horas después de--
la inoculacién,
Biopsiade Area inoculada y control a las 72 horas después de la

inoculacién.

Biopsia del 4rea inoculada & las 96 horas despues de la inocula



cidn.

9.~ Biopsia del drea inoculada al 5°dia después de la inoculacidn.

En la vaca "C" se tomardn biopsias le las areas inoculadas -
y control unicamente a ls 72 horas después de la inoculacién, que -
es cuando la inflamacidn estd en su maximo apogeo (4, 5) y también-
para apreciar si habia alguna diferencia con los resultados obteni-
dos en las vacas "A" y "B" en las que se hicieron cortes frecuentes,

Las biopsias se pusieron en formalina Q.P. al 10% y poste---
riormente se incluyeron en parafina, se hicieron cortes de 5 micras
de espesor. Se tifiieron con las tinciones de hematoxilina eosina --

y azul de toluidina, que permite distinguir a las células cebadas.

IV).~ EVALUACION MACROSCOPICA DE LA DERMOREACCION.
| Sigquiendo el programa de la toma de biopsias antes de colec-
tarlas se determind el espesor de todas y cada una de las reacciones
inflamatorias con un vernier. También se hizo una apreciacién subje
tiva calificando la inflamacidn con el criterio usado en el trabajo
de Correa, Carmichael, Schultz (5) donde dice: "La reaccidén fué con
siderada como sospechosa (*) cuando media de 0.05 a 1 cm. de didme
tro; de 1 a 2 cm. fué positiva con una cruz (*) y de 2 a 3 cm. fué-
positiva con 2 cruces (++)". En esta determinacidn se tomd en cuen-

ta el eritema y el &rea gue presentaba Edema.
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FIGURA ¥o. 1 Puntos de inoculacién del antigeno y del liquido tes-
tigo, en las vacas "A" y "B".

s
Puntos de inoculacion

-

Lado izquierdo del animal, utilizado para
inocular el ant{geno viral.

Puntos de inocul acién

,36

Lado derecho del animal, utilizado para
inocular el liquido testigo.
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FIGURA No. 2. Puntos de inoculacidn del antigeno y del liguido tes-

tigo, en la vaca “C".

Puntos de inoculacidn
LY

H

Lado izquierdo del animal, utilizado para
inocular el antigeno viral. -

Puntos de inuculacion

-

Lado derecho del animal, utilizado para
inocular el liquido testigo.
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RESULTADOS.

).~ RESU%TADOS DE LAS OBSERVACIONES MACROSCOPICAS.

En los cuadros Nos. 1l y 2 estdn representadas, en milimetros
el espesor de la piel, antes de ser inoculada y después de la inocu
lacidn hasta poco antes de ser tomada la biopsia correspondiente --
a cada punto de inaculacibén. En estos cuadros también se pueden —=-
observar la evaluacidn subjetiva (en cruces) antes de tomar la biop
sia correspondiente a cada punto de inoculacién. Con el objeto de--
hacer mds claramente apreciables las variaciones del espesor de la-
piel, en estas reacciones, se graficardn las medidas de los cuadros

Nos. 1 y 2 (graficas Nos. 1, 2, 3, 4, 5, 6).

a) Evaluacidn macroscopica de las Srsas inoculadas con antigeno ---

IBR.

Las graficas Nos. 1, 2, 3, nos muestran que:

a-1l) a los 15-30 minutos después de la inoculacidn del antf
geno viral la piel incrementa su grosor (foto No. 1). Esta inflama
cién inmediata decrece posteriormente durante la primera y sexta -
hora después de la inoculacién (graficas 1 y 2). En ocasicnes se -
mantiene en una meseta durante 24 horas después de la inoculacién--
{(grafica 3).

a-2) Posteriormente al hacer la determinaciédn dé las 24 ho-

ras, se notd un segundo incremento {graficas 1, 2, 3), el cual al-

canzé su miximo de las 24 horas a las 72 horas (foto No. 2).
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Se puede obsgrvar que esta reaccién tardié tiene mas;duracién
y es de mayor espesor que la reaccidn inmediata.
a~3) Finalmente la piel tiende a adquirir su espesor normal--

después de transcurridas 96 horas después de la inoculacién.

b} Evaluacién macroscdpica de las dreas inoculadas con el liquido ~~ -

usado como testigo.

Las grafficas Nos. 4, 5 y 6 nos muestran las variaciones de la
pequefia reaccidn, de tipo inmediato, provecado por la inoculacidn =
del ligquido testigo (sobrenadante de una suspensidén de células de --
testiculeo de bovino en medio Eaglel.

Existe un fuerte contraste entre las inflamaciones provocadas

~ por el dntigeno viral y el liquido testigo, ya que con este {ltimo -

entre los 15 minutos y la primera hora después de la inoculacibn, se

presenta, en ocasiones, una woderada reaccidén inflamatoria de la —--

piel (graficas 4, 5, y ©). Posteriormente, la piel adguiere su gro -

sor normal, manteniendolo as{ durante el tiempo qué duroc la prueba,



Foto No. 1.~ Aspecto macroscépico de la inflamacidp cutdnea =n la -
R vaca "B", 15 minutos después de haber sido inocula - -
do el antigeno IBR. El drea de inflamacidn fué sefiala-

da con colorante para hacerla mds aparente.

Foto No. 2.~ Aspecto wacroscédpico de la inflamacidn cutédnea, en la-
vaca "B", 72 horas después de haber sido inocula - -
do el antigeno IBR. El drea de inflamacidn fué sefinla-
da con colorante para hacerla mds aparente.
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CUADRO

15
No. 1

ESPESOR DE LA PIEL (m.m.)} Y EVALUACION DE LA REACCION MACROSCOPICA, ANTES Y DES

PUES DE LA IMULMION DEL ANTIGENOC IBR.

ANTES INOCU-

DE LA LACION DESPUES DE LA INOCULACION

INOCU

LACION 15'30' lhora 6 hrs. 24hrs. 48hrs. 72hrs. 96hrs. 5o. dia
g* (-) VACA "A"

8 - 10¢(+)

8 - 12 10%(+)

3 - 10 9 9*(-)

9 - 14 12 11 13.5%(++)

9 - 12 11,5 11 13.5 14 (44)

10 - 14 12 12 16 17 17.5%(44+)

11 - 13 13 12 15 16.5 16 14#(+) .
12 - 14 13 12 16 16 15 12 12%¢-)
VACA "B"

6% (~) :

7 - 9.5%(+)

6.5 - 8 7 (+)

6 - ? 6 6¢(-~)

7 - 10 9 7.5 12 (+4)

1.5 - 10.5 9 8 10.5 11w (++)

8 - 11 9 9 12 11.5 12#%(+)

9 - 9.5 9 9 11.5 11 11 g {-)

8 - 10 10 9 1 11 11 9 8*(~)
VACA "

8 - 9 10 10 10 13 13*()

*Mamento en que sa colectd la bipsia correspondiente. La determinacién del espe-

sor de la piel se hizo en el punto de inoculacidn y antes de colectar la biop---

. aia.
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_CUADRO No. 2

ESPESOR DE LA PIEL{m.m.) Y EVALUACION DE LA REACCION MACROSCO
PICAS ANTES Y JESPUES DE INOCULACION DEL LIQUIDO TESTIGO.

ANTES INOCU . DESPUES DE LA INOCULACION
- DE LA LACION

oy 15'30" lhora OShrs. 24hors. 48hrs., 72hors. 96hrs. So.dia
LACION
vaca" A"
7 _ 7*(-)
7 - 7 9%¥) .
8 - 8 10 §%(-)
8 - 8 8.5 8 8%(-)
Y - 9 9 9 9 9%(-)
9 - 9 9 9 9 9 9rs)
; VACA"B"
7 - 9*(3)
8 - 8 8%~)
8 -9 § 8%
8 - 9 8 8 8%(~)
8 - 9 8 8 8 8%(-)
8 - 8 9 8 8 8 B%-)
VACA "C"
8 - 9 8 8 8 8 8%

*Momento en que se colectd la biopsia corcespondiente. La determinacién del
espesor de la piel se hizo en el punto de inoculacitn y antes de calectar la =

biopsia,
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GRAFICA Mo, 2
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GRAFICA Né, 4
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I1).~ RESULTADOS DE LAS OBSERVACIONES MICROSCOPICAS. -

a) Observaciones de los cortes de piel no'indculada. .

No-se encontrd ninglin proceso patoldgico en estos cortes ---

"3). 5e constaté la presencia de eosinofilos-

“piel no inoculada tal como lo describen Macarian

yféélhbdm{fnitsﬁf(lg). Tamblén se comprobo la presencia de células-
g éébédqﬁkffotb°wd; 4\ en piel no inoculada, en forma moderada, tal -

como ioiaéscriben'Maximow {19}, Rook y walton (27).

_Poto No. 3 .~ corte de piel normal, aparentemente sana, usada como~-
testigo. vaca No. "A", Tincidén hematoxilina eosina w-

X100.
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Foto No., 4 .- célula cebada (¢) en un corte de piel normal, aparen-
temente sana. Vaca “B", Tincidn de szul de toluidina,

X 1000,

b) .~ Qbservaciones en los cortes de la piel inoculada con el 1ligui-

do testigo.

bB.l).~ De 15 a 30 minutos después de la inoculacidn:
Ligera hiperhemia y vasodilatacidn, escasos leucocitos en la-
luz de los vasos y perivasculares. Los escasos leucocitos observados

fueron, principalmente células mononucleadas y eosinofilos.
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b.2) A los 60 minutos despues de la inoculacidn:

En la piel de la vaca "B" se observd disminucién en la hiper-
hemia v vasbdiiatacién. Muy escasas células perivasculares, princi--
palmente células mononucleadas y eosinofilos.

En la piel de la vaca "A" se observé un aumento en la hiperhe
mia y vasodilatacidn. Muy escasas células perivasculares, principal-
mente células mononucleadas y eosinofilos.

b.3) De las 6 horas al So. dia después de la inoculacidn:

A partir de las 6 horas y hasta el 50. dia, en ninguna Biopsia
tomada de los lugares de inoculacién del liquido control, se pudo --
observar algln indicio de inflamacidn. Estos cortes fueron semejan--
tes a los cortes de piel no inoculada.

C) Observaciones en los cortes de piel inoculada con el antfgeno IBR

Vacas_"A" y “B“.

C.l). - De 15 a 30 minutos después de la inoculacidn:

Se observ® hiperhemia y vasodilatacién. Escaso infiltrado pe-
rivascular, cuyas células mis frecuentes fuerdn: eosinofilos y mono-
nucleares de tipo linféide.

C.2).~- A los 60 winutos después de la inoculacién:

.La hiperhemia, y vasodilatacién fueron menores que las obser-
vadas a los 15' -30', despues de la inoculacidn. Las escasas célu---
las perivasculares que se distinguiéron fuerédn células mononucleadas
y eosinofilos. Se observaron muy escasas células polimorfonucleares-

en la luz de los vasos del tejido conjuntivo subcutdneo.
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¢.3).~ A las 6 horas después de la inoculacidn:

Se encontrd que ¢l teiido conjuntivo subcutdneo existia una-
moderada infiltracién de células predominantemente polimorfonuclea-
res (Fotos No. 5 y 3A) (Figura No. 4). La luz de los vasos en el te
jido conjuntivo subcutdneo, se encontraba repleta de células predo-
minantemente polimorfonucleares. En la epidermis y en la dermis de-
los cortes tomades en esta etapa, se encontrd una escasa infiltra--
¢ién perivascular en la que predominaron células mononucleadas de~
tipo linfoide (figura 4). Se observé un aparente aumento en el nime

ro de células cebadas algunas, de ellas, en procesc de degranula~---

cidn,
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Foto No. 5.- Extravasacién de células predominantemente polimorfonu .. -

cleares en el tejido conjuntivo subcutdneo, en un corte tomado a las:
6 horas después de la inoculacidén del antigeno IBR, vaca "B", tin -=

cidén hematoxilina eosina X 250.

Foto No. 5 A.~ Acercamiento de la foto No. §, gue muestra mds clarg

mente leucocitos polimorfonucleares {A). Tincidn hematoxilina eosi-

X 1000.



“Fotd No, 3.~ Extravasacidn de células predominantemente polimorfonu
cleares en el tejido conjuntivo subcutdneo, en un corte tomado a -las-
6 horas después de la inoculacién del antigeno IBR. Vaca "B®, tin --

¢ién hematoxilina ecosina X 250.

‘Foto No. 5 A.- Acercamicnto de la foto No. 5, gue muestra mis clara

e Amremmmd ke malimarfonucleares (A). Tineidn hematoxilina cosi-
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~C.5 A las 24 horas despuds de la inoculacidn:

Se observd una mayor infiltracidn leucocitaria. Los leucoci-

.

tos observados fuerdn tanto mononucleares de tipo linfoide, como po

limorfonucleares (foto No. 6}. En general, predominaron en esta eta
pa las células mononucleadas, En un corte correspondiente a la vaca
"g*, se observd en un éfea de la preparacién, que en todas las ca-
pas de la piel, la infiltracidén que predominaba fue de células poli
mérfonucleares {foto Ro. 7). En otra irea de la preparacidn, en to-
das las éapas de la piel la infiltracién fué de células predominan-
temente mononucleadas (foto No. 8) (fig. 4).

En esté epata, como en la anterior (6 horas), se observd un-
aumento del nimero de células cebadas y también se pudo observar --

que algunas {muy pocas) estaban en proceso de degranulacidn.
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FIG. NO. 4

Epidermis

Dermis

Mononucleares

X
Q Tejido Conjuntive

Células ®
Polimorfonucleares W Subcuttnes

Esquematizacidn de la distribucién de células polimorfonucleares en
cortes correspondientes a las 6 horas después de haber inoculado el

antigeno IBR.

Dermis

Tejide Conjuntivo
Subcutaneo

I

Células Pabimorfonucieares

Células mononucleares

Esquematizacidn de la distribucién de células poylimorfonucleares an
un corte correspondiente a las 24 horas después de haber inoculado-

el antigeno IBR,
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Foto Ho. 6.- Extravasacidn leucocitaria do un capilar de la dermis,
. repleto de leucocitos. {A) Leucocito polimorfonuclear, (B} Leucoci-
-to monuclear., Corte correspondiente a lss 24 horas después de la —-

inoculacién del antigeno IBR. Vaca "A" tincidén de hematoxilina eosi

na X 630, '

Foto No. 7.~ Acumulo de leucocitos polimorfonucleares, observados--
en un extremo de la preparacidn, Corte correspondiente a las 24 ho-
ras después de la inoculacidn del dntigeno IBR. Vaca "B" tincidn hg
matoxilina eosina X 630, : '
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‘Foto No. 8.- Acumulo de leucocitos predominantemente mononucleares-
. observados en el otro lado de la misma preparaciédn de la foto No. 7
. Tincién hematoxilina eosina ¥ 630,

Foto No, 9.~ Célula cebada {C) en proceso de degranulacidn, localiza
da en la dermis., Corte correspondiente o las 24 horas después de la-
inoculacidn del antigeno IBR. Vaca "A". Tincién de azul de toluidina
X 1000,
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C. 6 De las 48 a las 72 horas despuds de la inotulacién

e en todos los cortes inoculados existia una abundante

;puiah énkt9aas las capas de la piel (fotos 10, 12 y 13). Las ééié—n
*  ias;ﬁQﬁonuc1eares de tipo linfoide se encontrabsn predominantes (fo
':to?ll).'ﬁnfre las masas de células mononucleares se pudieron distin
‘ guif algunos eosindéfilos, Se¢ percibieron muy escasas células poli--
mor fonucleares. Casi no se observardn células cebades. Las gldndu--

las sudoriparas se observaron hipertrofiadas. {fotos No., 14 y 15}.

Foto Wo. l0.~ Infiltracidén perivascular de células mononucleadas en
dermis. Corte correspondiente a las 72 horag después de haber sido-
inoculado el antigeno IBR. Vaca "A". Tincidn hematoxilina eosina -~

X 250,
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Foto No. ll.- Acercamiento de la foto No. 10 que nos muestra mds cla.

‘ ramente células mononucleares de tipo linfoide. Tincién de hematoxié ‘

lina eosina X 630.

Foto No. 12.- Tejido subcutdneo sin ningln tipo de infiltracidn. Cor
tes correspondientes a ls 72 horas después de haber sido inoculado el

liquido testigo. vaca "B". Tincidn de hematoxilina eosina X 100,



Toto No, 12.- infiltracidén de células mononucleares formando islotes
en tejide subcutdneo. Corte correspondiente a las 72 horas después -
de haber sido inoculado el antigeno IBR. vaca “B". Tincidn hematoxi~
lina eosina X 100, o ’ ' o

-

Foto No. l4.~ Glandula sudoripora de tamaflo normal en dermis. Corte
E correspondicnte a las 72 horas después de haber sido inoculado el -
) liquido testigo. Vaca "A*. Tincibn hematoxilina eosina X 100,
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Foto No. 15.- Gldndula sudoripara hipertrofiada en dermis.

con infiltracidn leucocitaria. Corte correspondiente a las 72 horas
después de haber sido inoculado el antigeno IBR. Vaca "A". Tincidén-
hematoxilina eosina X 100,

C.7.- A las 96 horas después de la inoculacidn:

Se observd que los islotes de infiltracidn leucocitaria, --
apreciados en la etapa. anterior, estaban mds aislados, mds densos-
y mis pequefios (foto 16 y 17). Las células mononucleares de tipo -
linfoide eran claramente predominantes., Entre las densas masas de-
células mononucleares se pudieron apreciar algunos eosinofilos. En
esta etapa, fué aln mads dificil encontrar cé&lulas polimorfonuclea-
res. Fué también muy diffcil encontrar células cebadas. Las gléndu

las sudoriparas aldn estaban hipertrofiadas (foto 18}.
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Foto No. 16.- Infillvacidn leucocitaria formando muy densos islotes
en dermis. Cortc corruspondicente a las 96 horss después de haber si

do inoculado ¢l antigeno IBR. Vaca "A"., Tincién hematoxilina eosina
X 100.

Foto No. 1l7.- Infiltracidn leucocitaria Formando muy densos islotes
cen tejido conjuntivo subcutaneo. Corte correspondiente a las 96 ho-
ras después de haber sido inoculado el antigeno IBR, vaca "“BY. Tin-
cién hematoxilina eosina X 100.



f?oto No. 18.~ ¢ldndula sudoripara hipertrofiada en dermis.- Corte-
’correspondiente a 18 96 horas después de haber sido inoculado él -
antigeno IBR. Vaca "A", Tincién hematoxilina cosina X 100,

| Al 50. dia después de la inoculacidn:

Se observarén pequefios islotes de infiltracién leucocitaria,
Estoé islotes tenian muy escasa concentracién de leucocitos (foto-
No. 19).

Las células mononucleares de tipo linfoide efan,gredominan~-
tes. En algunos lugares de las preparaciones se observaron acunulos
de eosinofilos. Las células polimorfonucleares y las células cebadas
se percibieron en forma muy escasa. Las glindulas sudorfparas pare-

cian haber retornado a su tamafio normal,
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Foto No. 19.~- Aspecto de la dermis 5 dfas después de haber sido --
inoculado el antigenoc IBR. Vaca "A". Tincibn hematoxilina eosina —-
¥ 100.

d) Observaciones del corte realizado en la Vaca “C", 72 ho--

ras después de haber inoculado ol antigeno IBR.

d.1l) Como en los cortes pertenccientes a las vacas "A" y "B"
en esta etapa, se observd abundante infiltracidn leucocitaria. Esta
infiltracién formaba islotes guc se distribuian en todas las capas-—
de la piel (Foto No. 20). Las células mononucleadas de tipo linfoi-
de, fueron claramente predominantes. A diferencia de los cortes per
tenecientes a las vacas "A" y "B", en cstas muestras se oOhservaron,
entre las masas de¢ células monucleares, abundantes cosinofilos (Fo-

to No. 21).

uw

Sc percibieron muy escasas células polimorfonuclearc

. Fud-
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dificil la observacidén de célulos cebadas. Las glidndulas sudoriparas

estaban hipertrofiadas.

PN

Foto No. 20,- Infiltracién leucocitaria perivscular en la dermis.-
Corte correspondiente a las 72 horas después de haber sido inoculado

el antfgeno IBR. Vaca "C". Tincién hemtoxilina eosina X 100.



CPoto No. 2l.~- Crupo de eosinofilos en un infiltrado leucocitario -
de la dermis, Corte correspondiente a las 72 horas después de la ~
inoculacién del antigeno IBR. Vaca “C". Tincidn hematoxilina eoxi-

na X 630,




" CUADRO o, 3

CAMBIOS OBSERVADOS EN . LA RESPUESTA INFLANATORIA PROVOCADA POR -

. LA INOCULACION DEL ANTIGESO IBR.

Moderads infilteacidn de
edlulas polimorfonuclae-
res, on algunes lugares-
de los cortos,

Gléndulas sudorfparas
nipertrofinsdas.

Abungdante infiltra -

Glandulas su -
doriparas poco
augentaday de-
tamafio
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TigRre

. gipnrhe~- cibn de células lin-
- mia, foides, formando den
vaso di- tiotable infiltra sos islotes perivas- Aumento en la ~
“latacidn. cidn porivascu~—  culares en tolas las densidad, dissi
lar de células -~ capas de la plel inp nucidn en ¢l ta
linfoides, culada con antigenos zafio de los is~ Disminucién on
Ligera-~ 1BR. (a8 <élulas iin lotes de infil- ol ¥o. de cély
BXTAVABY foldes oran predomi- tracibn linfosi las linfoldes,
Ligera «  Dpismunucién  cidn de- mntns entes los ley taria.
extrvava~ de colulas- €, Linew cosdtos infiltradosw
sacidnde Linfoides, foideas, en wsbts etap,
Co Linm- pisnioucisn en~
teides, Hotahle pressncia de el nlmero de eg
segindfilos, entre - ainéfilos, Ho. normal de-
lss masas Jde chlulas cosindfilos,
linfoides infiltrswe
. Ligero sy das,
Presencia noreal de mento enw Aunents en el nisero de - *Mas notable en la -
‘eosinéfilos al No, du  Disminucidn - wosinSfdlow. vaca "¢ da la cual-
sosindii- de cosindfi- 50l 4 LOMd Uty -
los. los, hivpuia a las 72 ho-
Tt
Ligarc numento o gl nie-
mero de eflulas cobadag.~
presencia nomal de células cebadas Algunas Jdegranulandose. Difieil observacidn de cdiulas cebadas
ANTES DE LA IHOCULA~ 157 - 30 1 HORA 6 HORAS 24 HORAS 4 OHORAS 72 HOBAS 96 MRAS 5 DIA-
INOCULACION CION
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DISCUSION

I).- INQCULACION DEL LIQUIDO TESTIGO.
| En algupas areas inoculadas con el liQuidoktestigo,~sé biovocaf
inicialmente, una ligera inflamacién de tipo inmediato que alcanzd-
2mm. de espesor como maximo. Esta inflamacidn se encontrd en algu-
nos casos, en la observacidn correspondiente a los 15-30 minutos y-
en otros casos en la observacidén correspondiente a los 60 minutos. -
Al hacer la lectura correspondiente a las & horas degpués de la ing
culacidn, esta ligera inflamacidn ya no estaba presente en ningin -
caso. En dichas areag controles no se presentd posteriormente nine-
’guna otra alteracidn macroscopica ni microscdpica (graficas 3,4 y5)
Las principales alteraciones histolégicas encontradas en los -
cortes correspondientes a esta ligera inflamacidn fueron hiperhemia
y vasodilatacidn. Darcel y Dorwar (6) reportan que al inocular anti
genos preparados con cultivos tisuales no infectados con virus de -
IBR no se presentaba ninguna reaccidn de tipo inmediato. Correa et,
al. (5) indican al respecto, gue en las dreas inoculadas con gus--
tancias controles, nunca encontrardn una renccidn positiva. Entre -
las sustancias que utilizaron egtos autores como testigos estaba el
gobrenadante de una suspensidn de células de testiculo de bovino --
{en medio Eagle) lisadas por congelacidn y descongelacidn; este 1i-
Quido fué el mismo que se utilizd en el presente trabajo. Es posi-
ble que la ligera inflamacién que se detecto en el presente trabajo

fuera causada por simple irritacidén mecanica. Quizas existia un cier
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to tipo de sensibilidad a las proteinas que componian al ligquido -~
testigo. Tenemos gue considerar gue estos animales, habian sido ino
culados 2 veces antes con el mismo liguido testigo.

II).~- INOCULACION DEL ANTIGENC IBR.

En la observaciones hechas por Correa et al. (5) se expone que
con la aplicacidn intradérmica del antigeno IBR, en la regidn cos--
tal de bovinos sensibles "La reaccidn cutdnea aparecia de media a -
una hora después de la inoculacidn, posteriormente decrecia para --
para reaparecer a las 24 horas, y durante los siguientes 3 dias es-
tuvo presente"., Con mucha semejanza en los resultados del presente-
trabajo, también se encontrd que con la inoculacidn del antigeno --
IBR se provocaba una reaccidn que' presentaba 2 fases inflamatorias.

La primera fase correspondid a una ligera inflamacidén de tipo-
inmediato gue se presentd entre los 15-30 minutos y 1 hora después-
bde haber inoculado el antigeno IBR. (Grdficas 2 y 3) (Foto No.l). -
La segunda fase correspondid a una inflamacién de tipo retardado --
que se presentd entre las 24 y 72 horas después de haber inoculado-
el antigeno IBR {(Grdficas 1, 2 y 3) (Foto No. 2).

a}.- Inflamacién de tipo inmediato.

La inflamacidén de tipo inmediato que se presentd poco tiempo -
después de inocular el antigeno IBR alcanzé 5 mm. de espesor como --
maximo. Las principales alteraciones histolégicas observadas en los
cortes correspondientes a esta ligera inflamacidn de tipo inmediate
fuerén hiperhemia y vasodilatacién. Microscopicamente se encontrd -

mucha semejanza entre la inflamacidn de tipo innediato que resulté-

L]




de inotular el liquido testigo v la ihflamécién de piéo>inﬁediéﬁok~f
que éeﬁbresenté ai inocnlgr’el ahti§é§5“53§§;¢ébé'1§wﬁgsigiiida& de”
que esﬁ%g reacciones de tipo inmediaﬁa sean’una‘reépueéﬁa de hiperseg
‘sibilidééicon base humoral, a sustancias comunes al antigenoyiBR Yy -

al liquidoxgontxcl. Estas sustancias pueden ser restos de células de

testiculos de .-bovino o suero fetal de teornera, gue 8¢ usa COmWO NU-=--

triente en cultiveos celulares, © alguna otra protéina. Por esta ra--
. i

z6n es preferible taﬁat como especificas para el Wirus de IBR la ---
reaccidén de tipo tardio. Herﬂéft (li}.gx syﬁli&ro de texto, nos ex-;
plica gue las reacciones cutdneas de tipo ﬁardio van precedidas con-
frecuencia Ge una respuesta de hipersensibilidad immediata. Esta reg
puesta inmediara, se cree gue es producida por el mismo antigeno que
posteriormente produce la respuesta tard{a. Es probable también que
eéte sea &1 caso de la’inflamacién de tipo inmediato que aparecié -
déspues de inocular el antigenc IBR. Cabe mencionar al respecto gue
eﬁ general, macroscépicamente, la reaccidn de tipo inmediato que se
presento al inocular el antigeno IBR fué mas fuerte cue la provoca~
- da por el lfquido control. Bsto nos hace pensar gue fueron dige-—-=-
tihtos los antigenos que provocaron astas reacciones de tipo inmedia
to.
Antes de que empezara por segunda vez el incremento en el espe-
abr de la piel y en el momento que la primera inflamacidr habia de -
Cliﬁadb al minimo, o sea a las £ horas después de la inoculacidn ---

~ del antigeno IBR. (Grdficas 1,2,3.! el sucesc was llamative fué la -

mogderada infiltracidn de células polimorfcrucleares en el tejido con




45

juntivo subcutdneo (Figura No. 4). Esta infiltracidn de células --
polimorfonucleares pudo se r detectada hasta las 24 horas y Ades---
pues ya no se encontraron .

La forma en la cual estaban distribuidas estas células péli—-
morfonucleares sugeria que se acumulaban en las margenes del Area-
inflamada {fiqura No. 4) (Foto No. 7 y 8) o que guizas solamente -
se acumulavan en los lugares de mayor dafio tisualr. La infiltracidn
de células polimorfonucleares, que tal vez comenzd entre la primera
y las 6 horas, nos hace pensar en la infiltracidén inicial de célu--
las polimorfonucleares descrita por Bloom (2). Esta infiltracidn --
de polimorfonucleares sucede tanto en animales sensibilizados como-
en los no sensibilizados, cuando se les inocula un antigeno que pro
duce una respuesta de tipo retardado en los sensibilizados. En rea-
1idad esta infiltracidn de células polimorfonucleares estd, proba--
blemente, sin relacién algura con una respuesta especifica y mas --
Sien relacionda al dafio tisular.

En esta misma etapa, antes de que ampezara ellsegundo incre---
mento en el espesor de la piel (a las 6 horas) se observd un modera
do incremento en el numero de células cebadas y muy pocas de ellas-
en proceso de degranulacién.

b).~ Inflamacidn tardia.

La segunda inflamacidn que aparecid en forma tardia al inocu--
lar el antigeno IBR, fué mayor en intensidad y duracidn que la pri-
mera {(grafica 1,2 y 3} (foto No. 2). Como en los lugares inoculados
con el liquido testigo no aparecid esta reaccidn, se puede concluir

que esta reaccidn retardada fué especifica a el virus de IBR. =-—--



Howard* nos informé gque al inocular intradermicamente un antigeno -

preparado con una vacuna de IBR, inactivadqcon formalinaal .05% se -

presentd una reaccidn tardia., El principal cambioc histopatoldgico -

que el encontrd en esta reaccidn fué una in%iltracién de células mo

nonucleares de tipo linfoide semeijantes a macrofagos y linfocitos.-

Esta infiltracién aparecié desde las 24 horas después de haber ino-

culado el antigeno y se lecalizaba formando’islotea o cimulos alre-

dedeor de las arteriolas, En forma muy parecida; en el presente tra-

bajo, se observd que en los cortes correspondientes a la inflama~--

¢idn de tipo retardado, gque ocurrid entre las 24 y las 72 horas --

después de haber inoculado el antigeno IBR la principal alteracidn-

histopatdlogica fué una gran infiltracidn de células mononucleares-

de tipo linfoide. Estas células se encontraban formando islotes peri
vasculares en todas las capas de la piel. En la literatura revisada.
{1, 2, 23, 25), se nos explica que esta infiltracidén perivascular -

de células mononucleares de tipo linfoide que aparece en forma tar-

dia, es caracteristica de las reacciones de hipersengibilidad célu-

lar y que se puede considerar inmunoclégicamente especifica.

Se sugiere gue en experimentos futuros se intente poner de ma-
nifiesto la sensibilidad al antigeno IBR, por parte de las células~
linfoides de animales que dan reaccidn positiva a esta prueba intra
dermica con el antigeno IBR. Lo anterior se puede lograr mediante -
pruebas invitro con linfocitos de animales sensibles o tratando de

transmitir la sensgibilidad , pasivamente a un animal, no sensibili-

* Camunicacidn personal.
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zado mediante la inyeccidén de células linfoides de animales sensi-
bilizados (9,25). Al combinar los resulﬁados de los astudios ﬁistg
logicos con los de las pruebas in vitro y los de la transmisién -
pasiva de la sensibilidad, se tendrian resultados todavia mds com-
pletos.

Cuando la inflamacién cutidnea comenzaba a declinar o sea des-
pues de las 96 horas, los islotes de infiltracidn leucocitaria se-
hicieron mds densos y pequefios. Estos peguefios islotes no eran ne-
cesariamente perivasculares y sugirieron que quizas estaban locali
zados en los lugares en donde probablemente se hubiera acumulado--
el antigeno. Al 50. dia después de la inoculacidén del antigeno ---
IBR, en la infiltracidn leucocitaria predominaban todavia las célu
las de tipo linfoide. Pero el numero de estas habian disminuido --
considerablemente.

A lo largo de esta segunda inflamacidn de tipo retardado, en-
las masas de infiltracién de células linfoides, siempre se hicie--
ron presentes algunos eosinofilos gue resultaron mas abundantes en
la vaca "C", de la que solo se tomé una biopsia a las 72 horas. La
diferencia que resultd en la vaca "C", en este periodo de inflama-
cidén no parecid ser muy significativa. Sin embargo se podria hacer
cortes en mayor nimero de vacas para poder determinar si influyd -
de alguna manera en la presentacién de determinado tipo de leucoci
tos, el haber hecho varias biopsias, en el mismo animal.

Herbert (15) nos informa que en las reacciones cutdneas provo
cadas por la tuberculina es comin encontrar un buen nimero de eosi

nofilos infiltrados. Recientemente Smith y Mengeling (1975) (31) -
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hicieron pruebas intradermicas en cerdos utilizando conio antigeno - -

el virus de la pseudorabia inactivado pa calor. Hay gue destacar -
gue el virus de la pseudorabia y el virus de 1BR son virus Herpes .-
El virus inactivado de la pseudorabia causd una reaccidn cutdnea de

tipoc retardado cuando se inoculd intradermicamente en cerdos ante--

‘riormente expuestos a un virus homologo. Los cambios histopatoldgi-

cos en esta reaccidn fueron tipicos de una reaccidn de hipersensibi

‘lidad retardada con base celular. En esta inflamacidn retardada cau

~sada por el virus de pseudorabia las células infiltradas fuerdn cé-

lulas mononucleadas con una conspicua presencia de eosinefilos. En-
esta inflamacidn también existian numerosos focos de necorosis y ~-

por consiguiente era aparente la presencia de polimorfonucleares. -

~La presencia de numerosos focos necroticos en esta reaccién nos ha-

ce pensar que el aﬂtigeno preparado con el virus de la pseudorabia-

_provocaban una reaccién de mayor intensidad que la provocada por el

antigeno preparado con el virus de IBR.

III.~ OBSERVACIONES GENERALES A TODOS LOS CORTES.

En ninguno de los cortes se observd necrosis tisular, ni con -
la inoculacidn del antigeno IBR, ni con la inoculacidn del liguido-

usado como testigo,

En ninguno de los cortes estudiados se pudieron observar célu-

las plasmdticas ni células gigantes multinucleadas.
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CONCLUSIONES.

' I)v INOCULACICN DEL LIQUIDO TESTIGO

B

l.2.-

1.4.-

).~

En aigunas dreas inoculadas con el liquido testigo se provo-
¢é: inicialmente, una licera inflamacidn de tipo inmediata.

Esta ligera inflamacidn se encontrd en algunos casos a los -
15 - 30 minutos y en otros a los 60 minutos, después de ha--

ber inoculado el liquido testigo.

De las 6 a las 72 horas después de haber inoculado el liqui-

do testigo no hubo cambios macroscédpicos ni microscépicos.
Los principales cambios histopatoldgicos observados en esta-
ligera inflamacidén fueron hiperhemia y vasodilatacidn.

Esta ligera inflamacidén puedo ser causada por la irritacidén-

mécanica o por reaccidn a ciertas proteinas que contenia el-

liguido testigo: ya que se hicieron 2 inoculaciones previas-

de este liquido.

INOCULACION DEL ANTIGENO IBR.

II.1.- Con la inoculacidn del antigeno IBR se provocd una reaccidn

que presentd 2 fages inflamatorias.

11.2.- La primera fase correspondié a una inflamcién de tipo inme-

diato que se presentS entre los 15-30 minutos a una hora --

despues de la inoculacién.

II.3.- La segunda fase correspondio a una inflamcién de tipo retar

dado que se detectd desde las 24 horas hasta el 50. dia des

pués de la inoculacidn.
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I1.4.-~

I1I.5.-

I11.6.~

pales alteraciones histopatolégicas hiperhemiz y vasodilata-
. j

i

i
cidn, muy semejantes, microscdpicamente a la Aigera inflama-

-

cién de tipo inmediato provocada por el ligyido testigo.

Las causas que provocaron esta inflama 1 de tipo inmedia--
to, pudieron haber sido una liipersensibilidad de tipo inme-

diato, con base humoral, ante proteinas comunes al liquido -

control y/o al antigeno ILR; 0 a la irritacibn mécanica.

Antes de que se hiciera manifiesto un segundo incremento en-
el grosor Qlea piel, se observdé moderada infiltracidn de ~--

célﬂlﬁé'polimorfonucleares que en base a la informacidén exis

tente en la literatura (1, 2, 25) probablemente carecfa de -

- especificidad antigena.

~Inflamacién de tipo retardado.

11.7.-

I1.8.-

I1.9,~

I1.10-

La segunda inflamacidn de tipo retardado fué de mayores di-
mensiones y duracidn que la primera.

Los cambios histolégicos encontrados en esta inflamacibn de
tipo retardado fueron tipicos de una réaccidn dé hipersensi
bilidad retardada, con base celular.

Se observo infiltracién predominante de células mononuclea-
das de tipo linfoide formando islotes perivasculares en ---
todas las capas de la piel.

Se observd® una notable presencia de eosinofilos entre las =

masas de células mononucleadas infiltradas.
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1I.11l.- La especificidad de esta prueba, a las 24-72 horas, es de
utilidad para el diagnéstico de hatos previamente infec--

» tados con el virus de IBR,
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