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.- INTRODUCCION,

El término "Influenza Equina" se ha usado desde los afios 1800, el -
cual describia un comp|e|o de sindromes de etiologia incierta, en relacion a las en
fermedades de las vias respiratorias de los caballos.

Hoy dia esta denominacion tiene una definicion precisa, ya que el-
agente etioldgico de dicha enfermedad, se ha descubierto y se sabe que es un virus
identificado. Recientemente se reconocid que la Infuenza humana era producido -
por varios tipos de virus como: A, B y C. Ademds que el virus de Influenza Suina
pertenecia al tipo A,

En el afio de 1955, en Suecia aparecid un brote de una enfermedad
respiratoria en caballos producida por un virus; Heller y Col, lo identificaron como
virus tipo A, (1)

De este primerfocola enfermedad se difundid rdpidamente por toda -
Europa, causando un brote severo en Checoeslovaquia en 1956. (2)

Sovinéva y Col, (3) en sus trabajos lo reportaron como virus Influen
za tipo A, designdndolo como: A/Equi 1/Prage/1/56; de acuerdo con la nomencla’
tura propuesta por la Organizacién Mundial de la Salud.

En 1963 se difundié la enfermedad en varios Estados de la Unién ==
Americana. Aparecié en Miami, Fla., el primer brote, causado segin la opinion -
de la mayoria de los investigadores por los caballos importados de la Argentina.

Waddell y Col, (4) estudiaron el brote aislando el virus el cual di=

feria inmunolégicamente del tipo A/Equi/1, y lo identificaron como A/Equi/2/Mia
mi/1/63.

Doll, (5) en sus estudios serolégicos, demostrd que en los E.E.U.U.
un 60% de la poblacién equina mostraba anticuerpos contra el virus de la Influenza
tipo A,

En México, la Influenza Equina se ha diagnésticado clinicamente-=
desde hace algunos afios. En 1966 Cunha y Col, (6) lograron hacer el aislamiento~
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e identificacion del virus en el Departamento de Virologia e Inmunologia de la Es—
cuela de Medicina Veterinaria; este virus fué clasificado como: A/Equi/2/México/
1/66. De un segundo brote de la misma enfermedad Cunha y Col, (7) aislaron cua-

tro cepas mas de virus A/Equi/2/México/2/5/66.

‘ Seria importante realizarun estudio serolégico comparativo entre es=
i tas cepas, con vista a verificar si tienen propiedades similares o presentan caracte~
g risticas individuales.

| En este trabajo, se presenta el estudio llevado a cabo con el fin de-
! comparar las cepas referidas a través de la prueba de Inhibicion de Hemaglutinacion,
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II.- MATERIAL Y METODOS,

3

1.~ Cepas: de virus de Influenza Equina A/Equi/2/México/1/5/66,
procedentes del Laboratorio de Virologia e Inmunologia de la Escuena Nacional de
Medicina Veterinaria y Zootecnia,

2.- Embriones: de once dias de incubados provenientes de gallinas
Leghorns, para realizar los pasajes del virus,

3.~ Gallos: de raza Leghoms de 11 semanas de edad y de 2.500 -
Kgrs. de peso; se usaron 3 gallos por cepa; siendo 12 en total. Estos gallos estaban
aparentemente normales.

4. - Preparacion de Antisuero de gallo (8).

El antigeno procede de embriones de pollo de once dias, inoculados
en la cavidad alantoidea, con dosis de 0.2 Ml ., de unadilucion adecuada de virus
de siembra. Después de la inoculacion los huevos son incubados a 37° C durante -

40 a 44 horas, y el liquido alantoideo se recoge después de meter los huevos en el-
refrigerador.

Después de una sangria preliminar para comprobar si no hay anticuer
pos de esta enfermedad y con cepas recién aisladas se inocularon dos gallos, dejan
do un tercero igual como testigo por cada cepa. El liquido alantoideo que se usd -
para la inoculacion tenia un titulo de hemaglutinacion de 1:1 280, La inoculacion

se hizo por dos vias: la primera, 5ml. por la intravenosa y la segunda 10 ml. por=~
la intraperitoneal .

Se mantuvieron todos los animales aislados en jaulas y se enumera--
ron segin las cepas; no mostraron sintomas durante el periodo de inmunizacion .

A los 16 dias fueron sangrados por puncidn directa del corazon. La
sangre se depositd en cajas de petri estériles y se dejaron a temperatura ambiente -
por dos horas, después se colocaron en refrigeracion por ocho horas y finalmente -
se recolectaron los sueros, los cuales fueron centrifugades a 2000 r. p. m. durante

20 minutos. Parte de los animales recibieron dos inoculaciones con 20 dias de in--
tervalo.
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5.= Preparacion de glébulos rojos: tanto para las pruebas de Hema
glutinacién e Inhibicion de Hemagluhnacnon se emplearon glébulos rojos de sangre
de gallina obtenidos por puncion cardiaca, recolectada en solucion de citrato de -
sodio estéril al 2% y centrifugada a 1 ,500'r. p. m. durante 10 minutos; se lavd =~
con solucidn salina al 0.85% por tres ocasiones; y finalmente se le agrega la canti-
dad necesaria de solucién salina para integrar una suspension de gldbulos rojos al -

0.5%.

6.- Solucidn estéril de Periodato de potasio en una concentracién-

de 0.5%.
7.= Solucion estéril de Dexirosa en una concentracidn del 10%.

8.- Titulacion del virus: Las 5 cepas de virus empleadas en las ==
pruebas de Inhibicién de Hemaglutinacién, A/Equi 2/México/1-5-66 fueron titula-
dos previamente por la prueba de Hemaglutinacidn segin el método de la O. M. S.

9.~ Los sueros hiperinmunes preparados con las cepas 1 a 5 fueron -
examinados sucesivamente contra las cepas 1, 2, 3, 4, y 5 verificandose el titulo-
de los sueros frente a su propia cepa y las demds a través de la prueba de Inhibicion
de Hemaglutinacion.

10.~ Prueba de Inhibicién de Hemaglutinacidon. Los sueros inmunes-
y normales fueron sometidos al Bafio Maria durante 30 minutes y a una temperatura=-
constante de 56°© C para su inactivacion.

Después se distribuyd 0.25mi. de solucion salina al 0.85% a cada -
uno de los tubos excepto al primero; se distribuyd después suero diluido 1/8 en igual
cantidad o sea 0.25 ml. al primero y segundo tubo; de este itimo se comienza a ==
transferir 0.25 ml. a los siguientes, desechdndose el del Gltimo tubo; obteniendo -
de esta manera diluciones dobles de 1/8 hasta 1/2048. Una vez hecha esta opera—
cion se les adiciona 0.25 ml. de la suspension del virus a cada uno de los tubos, se
agitan y se dejan a tempemfum ambiente 15 minutos y como Gltimo paso se les agre
ga 0.5 ml. de la suspensidn de glébulos rojos al 0.5%. La lectura de la reaccién -
se efecta a los 60 minutos. Se hicieron controles de glébules rojos y de virs =n -
cada prueba.

11.~ Eliminacién de Inhibidores Inespecificos.

Los estudios realizados hasta la fecha han demostrado que existen ==
dos tipos de Inhibidores: el Alfa y el Beta.
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El Inhibidor Alfa se encuentra en el suero sanguineo, albumina de -
huevo, estroma de globulos rojos, gldndulas salivales y saliva; cuyas propiedades--
son las siguientes: es termoestable; es destruido por la R.D.E, (receptor ~destroying-

enzyme), tripsina y periodato de potasio y es competidor del receptor del glébulo -
rojo.

El Inhibidor Beta se encuentra en el suero sanguineo, pulmén de po_
llo y saliva; es termolabil y destruido por la tripsina. (9-10-11).

La presencia de estos inhibidores inespecificos en los sueros nos pue.
den dar resultados dudosos al afectar la actividad hemaglutinante de los virus, dcm
do resultados positivos falsos.

Por lo que se procedid a hacer el tratamiento de los sueros, con las
soluciones de periodato de potasio y dextrosa, pcrc destruir a los inhibidores inespe
cificos; los pasos a seguir fueron los siguientes: 1,~ Volumen de soluciédn salinaes-
téril al 0.85% (0.2ml) 4 un volumen de suero (0.2 ml) 4+ 2 voldmenes de la solu—
cidn de periodato de potasio (0.4 ml); se dejaron a temperatyra ambiente por 20 mi-
nutos, pasado este momento se les agregd 4 volimenes de la solucion dextrosa ==
(0.8 ml); quedando el suefo en una difucién igual 1/8.



{li.~ RESULTADOS,

Los resultados obtenides en las pruebas de hemaglutinacién y en las
diferentes pruebas de Inhibicion de Hemaglutinacion,.realizadas en este trabajo se-
presentan en los cuadros No. 1, 2, y 3.

En el cuadro No. 1, se indican los titulos hemaglutinantes obteni--
dos en los distintos pases, observando un crecimiento progresivo de los titulos de -~

los liquidos alantdicos infectados con las diversas cepas.

En el cuadro No, 2, se presentan los resultados de los sueros Normo
les e Inmunes examinados. Los sueros normales presentaron una inhibicién mespecn
fica que fué removida con el tratamiento de periodato de potasio.

Los sueros inmunes fueron examinados sin tratamiento con la cepa ==
No. 5 y con tratamiento, solamente con el fin de tener una indicacién de titulo y=
su posible utilizacion posterior. Los resultados indican una alta formacion de anti=

. - »’ . .
cuerpos que persisten, ain en menor cantidad con el tratamiento.

En el cuadro No. 3 se presentan los resultados de inhibicion de he
maglutinacion cruzada de los duferenl'es sueros frente a las diversas cepos.

Las cepas mostraron titulos de inhibicion de hemaglutinacion con =~
los diferentes sueros.
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CUADRO No, 1
TITULOS HEMOAGLUTINANTES DE LIQUIDOS ALANTOICOS VIRULENTOS DE LAS DIFERENTES

CEPAS DE INFLUENZA EQUINA: A/EQUI 2/MEXICO 1-5/66 EN DIVERSOS PASES,

NUMEROS DE PASES,
CEPAS 1 I I v v VI via VIII Xiv
No,
*
1 - - - - B - - - 1 280 *
2 20 40, 160 80 160 320 640 1 280*" waw
3 10 40 160 160 320 320 1 280 1 280  www
4 5 20 20 40 80 80 320 1 280  wwm
5 5 20 20 80 160 160 320 1 280 wew
\

* lsta Cepa fué recibida con el XIII pasaje,

%1 Ultima dilucién del liquido alantoico presentando aglutinacién completa,




TITULOS DE INHIBICION DE HEMAGLUTINACION DE SUERO DE GALLO NORMALES Y

CUADRO No, 2

POST-INMUNIZACION EXAMINADOS CON LA CEPA A[EQUI 2/MEXICO 5/66,

SUEROS

NORMALES

INMUNES

CEPAS{ GALLOS

SIN TRATAMIENTO

CON TRATAMIENTO

SIN TRATAMIENTO

CON TRATAMIENTO

1

1

5

5

I
II
il

*
v

%
VI
®
VI

#
IX
X

X1

xt

%
XII

64

64

64

64

32

64

64

32

32

64

64

0

0

0

0

2

'512‘

048

048

048

048

024

048

096

128

096

096

128
256
128
128
128
64
512
64
16

512

* Gallog que recibieron 2 inoculaciones de virus,

ST deet A ... - A




CUADRO No. 3
TITULOS DE INHIBICION DE HEMAGLUTINACION DE LOS SUEROS FRENTE A LAS CEPAS |

DEL VIRUS A/EQUI 2/MEXICO 1/5/66

SiIEROS VIRUS~({CEPAS)

CEPAS| GALLOS 1 2 3 4 5
1 I 256 256 128 128 128
1 I 512 512 256 256 256
2 III 128 256 512 256 128
3 v 128 512 256 256 128
4 Vi1 128 1 024 256 128 64
4 IX 4 096 2 048 4 096 048 512
4 X 128 64 64 64 64
4 X111 64 32 32 64 16
5 X1 4 096 2 048 1 024 512 512
5 XII 2 048 2 048 1 024 512 512

L




V.- DISCUSION,

Para el estudio inmunoldgico de los virus de Influenza se pueden --
usar varias pruebas como: la de Suero Neutralizacion, Fijacion de Complemento e
Inhibicidn de Hemaglutinacion, segln métodos recomendados por el Comité de Ex~—
pertos en Gripe y aprobados por la O.M.S.

Para la prueba de Suero Neutralizacidn serd necesario cultivos de -
tejidos o Huevos embrionados y de estirpes de virus pertenecientes a los distintos ti~
pos; ademds de costosa esta prueba no permite una mejor identificacidn de cepa.

La prueba de Fijacion de Complemento es empleada en la identifi--
cacidn de cepas recién aisladas y para el estudio de sueros mediante la comproba~--
cion de anticuerpos.

Existen dos antigenos del virus Influenza que fijan el complemento:
angiteno soluble (S) y el antigeno viral (V). El antigeno (S) es especifico de tipo -
e idéntico para todas las variedades de un tipo. Los antigenos (V) tienden a ser --
especificos de cada variedad y probablemente son similares a los elementos respon=~
sables de la hemaglutinacion.

Es evidente que para la identificacion de una cepa y para el serodiag
néstico especifico de las mismas, deben obtenerse antigenos V, que esten excentos=
de toda traza apreciable de antigeno S, sueros Anti V, que no contengan Anti §; -
lo que se logra con tratamientos especiales. Se descartd la prueba de fijacion de -
complemento por requerir un mayor nimero de material y por presentar mayores difi
cultades en su realizacion, -

En este trabajo se empled la prueba de Inhibicion de Hemaglutina=-=
cidn por presentar mayor comodidad y sencilléz; por ser una de las mds comunmente
usada y porque sus resultados son especificos y precisos.

Waddell y Col, hicieron el reconocimiento del nuevo tipo de virus-
A/Equi/2/Miami/1/63, utilizando la prueba de Inhibicién de Hemaglutinacién.

Esta prueba fué utilizada por Mc- Queen y Col, (12) en la identifi~

cacidn de las cepas A/Equi/2/Detroit/1/9/63, y por otros investigadores en el es=—
tudio seroldgico de brotes de la enfermedad., (13-14),
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Los resultados obtenidos en este trabajo no difieren de los citados -~
anteriormente.

-t

Los resultados del cuadro No. 3 muestran una variacidn de titulos =
de sueros de una cepa frente a las otras cepas.

Esta variacion no indica ser Cepa-Especifica porque los titulos mds-
altos del suero de una cepa no son confirmados frente a si’ mismos.

Esta variacidn de titulos debe derivarse de factores individuales de
la técnica seguida.
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V.~ CONCLUSIONES,

UNICA. - Los resultados de las pruebas de Inhibicion de Hemagluti_
nacidn indican que no hay diferencia inmunoldgica entre las cepas Nos. 1, 2, 3, -

4y 5de A/Equi/2 MEXICO 1-5/66.
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