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RESUMEN

MVZ LUIS VERA' NOGUEZ AISLAMIENTO DEL VIRUS .DE LA :
INFL UENZA A (CEPA A/POLLO/VALLE DE BRAVO/1994 HSN2) A PARTIR DE
l’OLLO DE ENGORD 'EN EL MUNICIPIO DE VALL DE B V“ IME ICO EN '

pnu.b.ls de ‘umunoﬂu r
mfeundn: B
Se demostro que se tr'un de una cepa avnrulentn median{e el desafio intravenoso

cn aves susccpubles



Se- establecit’ ln tecmca de IllhlblClon de ln hemonglulmncmn para detectar‘ )

anticuerpos en el suero de aves y la prueba de mmuno uo! scencxa dlrectn parn detectar'

el nnugeno wral e' celulas inifectadas Estas’pmebns i se’ lmplementaron en el’

Arg/Gly”

’ ‘Arg‘l‘"Glu T




INTRODUCCION

En una explotacion de 3 000 nves de engorda de

dade: inﬁliiplé:s" bicada.cn el

municipio de Valle de Brnvo Mewco sc prescnmron cundros chmcos de mfecclones

respiratorias desde el mes de dlc:embre ‘de 1993 lmstn el mes de nbnl de 1994." Estos

cuadros se cnrnctenzaron por afectar a aves de 29 semnnns de edad.En un pnncxpno se, }

observaron sngnos respiratorios caracterizados por estertores traqueules exudado nasal y o

Cuando dlChOS lratmmemos fu on ‘ndmmlstrados cn las pnrvndus nfectadns en In

mayoria dc los casos no se obccnro ningin efecto snbrc la mortalidad, °




Las enfermedades vnrnlcs del tr'lclo respnr'nono de lns aves ocnsmum\ pcrdtdns

cconmmcnf- ]70!‘ I‘Cdll(llf Bl Tﬂlllo dc crecmuemo Y. ﬂlllllelllﬂl’ ‘elt llUmeO de aves de

desecho (34) Como’ facilitan la presencm d omfcccmncs bnctcnmms, lhs mmblen

mcrememnn los cos(os de producctoy\ por medncn‘cloues (4, !6)

Emre'lbs‘ vims"que 1fecnn‘ cl'tmcto respiratorio c'lasaves cominmente se - |
encucnlmu mvolucmdos el vitus - de ln bmuqums

(.umg,olr.nqm.nlts infecciosn, :ldcuu\'uus asi umw .llguum parmmixovirus'y. ortonti ovn*ue

(6,14,16,19). l,u(rc los | p.xr'mn\uvnuq dcel'm on” Méxica ‘el vitus ‘de;la cn!‘crmed'ad dc

Neweastle y en otros paises se han rcponndq infeceiones por ortomiNovirus,

Los ottomixovirus ‘son una familia,de virus; que : presentan “afinidad por  las

uwecinas del tracto. xcspmltmo qupcnor (4 14, 1623) ononuxdvifué

reconacidos hasta la fecha: son cousrderado_s virus inficnz y pueden ser c]astﬁcndos

hemoaglu!mma ( ), dclndo a esu ultmm la anulm de es(os wrus posee la caractenstlca :

de nglunmr cspoumue'uneme fos glohulos ro;os dc polln



‘La reaccion de hemonglutmacmn fue descublena en l‘)4l por Ihrs‘t y

McClelland Hare (2!) A re1ccmu cs de gr'm unportnncm pr'lcuca y !eonc1 ya que’-

c.lraclerlsueas p'lra st ldeuuﬁcnc o upo‘,;especxe g Iugn de origen, niimero_de seric.

. (umndo 0\1511) 'n'io de mslmmcnlo y natural antigénica de'la hcnmaglulmnm‘; dela

9 ncur:lmuudfls.'\s:(l(,45;6:8‘v i’l;l

que c\lqtcn l.> y (lc l.m

*L.os ortomixovirits son relativameinte estable

a phl de7.00'8.0, pero son libiles a

muy senclhlce a la nmcll\"lcmn por :olvenles org'uncos (3 5, 6 8.1 I, M 16 17,

35,36).

19 2223 32,




Debxdo a que los onomi\mvtrus se rephc'm uplcamenle en lmcto respuu(ono y

1

dngcsuvo. para su mslamleum se nuhznn ,,ucu.x de vns rcsplrntonasf

altas o lSOpOS cloncnles durante los: tres prinieros dhs dc h mf‘ecclon mmque pueden :

aistarse de nvcs muerins Ln cl caso de infecciones sistémicas LﬂllS’!d.’lS por t.cpns dc nlta i

viruleneia el mslum[emo se puede realizar vistusimente de cualquier érgano,’

debido a que

alcanza niveles muy altos durante la

" Estos método sult t ser un ‘camino rapldo Y economlco pam fa ldenuﬁcuclon

de Jos orton: vu'us. ya que se cu

Ilta con :musueros CSPCDIfCOS y cep'l'; dc rcfercncla :

Los ' mctodos que con mayor ﬁ'ecuencn se - utilizan sor ',mhllnctun de a

hemonglunnacnon precrpl(acmn en ngar y vlrus-ncmrnhznc'on,



Inlublclou de la hemaaglnlnmc'lon. “Esta reaccion fonnnvln basc‘dc'vnrias' pruebns :

dngnosucns pura lns mfcccmnes v1rn1es ya que mucllos vxrus ngluhn'm a los entrocnos y

proleccmn del hucsped dc los efeclos virales dcmuesl ra los auucucq)os nculrnllznntes

ln cmmdad “de cslos nnucuelpos se pucdc determm'nr cmplcundo una:

conccnlmclon consmnte dc vnm: y dnlucmnes de sucro Para poder cslableccr el

dnguosnco se dcbc dcmoslrnr

i’ numenlo s:gmﬁcntlvo en cl mulo dc mmcucmos

durante el curso de la mfecclon.

lzru:-nvul/al acicn-.Se’ mezela una - cantidad constam de:un suera, de refercucin

espcc:ﬁco con - diluciones : del: vu'us en estudlo y se moculan embnoues o culuvos

celularcs. E! logaritmo de larDL5o del virus lestlgo mcnos el 1oguntmo de la mezcln

suero-virus es xgual al logaritmo del mdu,e de neutrnhzncl nnlmo de’ esta

dlfcrencm es |gunl al mdlce de neutrahzacnon



Cuando no se cucmn con mntcrmles de referencm tnlcs como cepas o sueros lu

xdentnfcacwn de Ios onomwovmns se puede reahznr mednnte la detennmncmn de sus’

cmnclcnsucns fs:cns y qumucns, eslo es, en basc a npo de ucldo nuclelco nl tnmnuo del',

\'lnon,,rcmstencm ﬂ SO‘\’CIIICS or IIIICQS y cSllldlﬂlldO su l'cl_ﬂClOll antigenica CQH 0!(05"

virus (6).



JUSTIFICACION

Es necesano tener Jun conocmnento completo y preciso de ln euologm del

problema rcsplratono que se presento en unu explolnclon av:colu “del mumcnpm de Valle

1993 a’ nbnl de ]994 parn poder desnrrollnr medndas

cnc’umnndas a su control y a dxsmmmr Ins perdxdas economlc'ls a otrns e\-plotaclones )

avicolas.:



HIPOTESIS

En-el problemn rcsplralono que se prcsento remcmememe en la explotaélon

avicola mueslrenda se encuentmu mvolucmdos uno o vanos vlrus con nﬁmdnd por tracto

rcsplmtono.




OBJETIVOS

-Aislamiento y caracterizacién de los virus involucrados:

ninacion’ de irulencia -del "virus aislado 'en aves

Dcpnnamcnlo de lroducclon Amma Aves de I’ l‘ncullad de Mcdlcum' Vetennnna y

Zootecnia de la U N A M

mnumoﬂuorcscencm con Ia finalidad dc rcuhzar el dmgnos ico de la mﬂuenzu avmr en'el



MA'I‘ERIAL Y METODOS

RI;COLECCION D ‘MUES’I RAS Se seleccmnnron dlez aves de 8 scmnnas de

SPF de In lmca Hy Vac dc 9 dms (lc cdad por via cavldad alnmoldca .con 0.1 ml def -

mnleml sospcclloso, los embnouee fucron observmlos a través de un OVOSCOpIO a las 24

horas po:lumus ] lai' mocuhcmn dcscnmlndo:e los cmbnuuce mucnos

comldcrnndolos muenos por traumatismo, Los cmbnoncs s¢ revisaron nuevamcutc 3 las

48 horas poslulores a la inoculacion Yy esta vez se tomo cl liquido alnuloldeo y anlmotlco

de los embrloneq muertos; nl hqundo asi obtcmdo se le. realizo: la pmeln dc

hcmoaglulumcnon con globuloq mjoq de ave al 3%.




mesonefro se uuhzaron para la ldentlﬁcaclon del virus de la bronqums mf‘cccmsn Pnrn

oblcner celulns de fa membrxum conolzmtoxdc’l se colecm csta mcmbrmm con hquldo,

* Proporcim}m‘dos'por el MVZ. Ange)lRelana.




DEH‘RM(NACION DL Ll\ ESTAB!LIDAD DE LA llEMOAGLUTlN]NA

‘ ll)O Al 'IRAIAM(LN IO CON C/\LOR PARA REALIZAR EL
3 RAMI‘(OVIRUS 'lll’O 2 y 3 Se ululnron

DEL VlRUS SOM

Ins"unidndéis: hemoagl clnme‘ untes de someterlo nl tratnmlculo

con calor, despuds se colocd en haiio de agu

6y oo

" DIAGNOSTI

./\ ENI‘ RMEDAD 1 Ewrc/‘\sfrl‘ : L.| (ll(crcncl:l ]

cmbnomdos dc 9 dms de ednd Se observo si la multiplicacion del virus era fl)}libidz; por

el suero cspccnﬁc

- 2) Scf'oconi:cr 10 aves de 4 semanas de edad

:usccpubles a lu cnlcmlcdnd de-Newcastle por. Vi uran{igcular con 300 000 DLEPsg

300 000 DLEP50 del wms hemoagluuuame mslndo 21 dms despues de ser moculadas.

56.C y sc reutulo i fos 15 y 30 mmu!os :

) DlI'ERLNCIAL DL'L VlRUS AISLADO CON E VlRUS DE ;

n se: rcnlwo dc In 5|gu1enlc R



las aves fueron desafindas por via ocufar cont una gota de un aislamsiento patégeno de la .

enfcmledad de Newcnstle‘ L‘.n fomm snnultanea se desaﬁaron 10 aves quc habmn s:do_;

vacmmdas 2l dms nmcs ‘con una. vacuna de vu'us nchvo dc Newcnstlc ccpn La So(n por

viﬂ ocular

viral. -

* (DIFCO)



FSTABIL!DAD FREN TEA LA CONGELACION Y DESCONGELACION El

mntcnnl mfectmlle e coloco en un cnotubo y se collgelo a-70C dumnte una hora y

" SOBRE LA

culuvos cclulnrcs cono comroles dc referencia de la pruebn Ios cunles se cubncron con

0.4 ml del vnms dlluldo yno :e‘les ngrego IUDR :




lDENTH"lCAClON DEL VIRUS DE LA INFLUENZA DEL GRUPO At Ln

ldCIlllﬁchIoll se rcahzo cmplcando la técnica de mmunoﬂuorescencm mdrrecln Con eslc

propasito se ngrego 2% de tnpsum nl hquldo ulﬂnlondeo que contenm nl Vll’llS ‘con el cual )

nuevament

incubacion

D[Z I‘RANGMISION Se mcubo una

se hl70 3 veces y por ltimo se formo u uspensxou nl 0. l% de globulos rojos. Se tomé

una: rejilla de 400 perforaclones y se. cubno cou la suspensmn de globulos ro_|os [

Postenomleme se hlzo un tir

ylas nucrofotograﬁns se re1hz,aron en un nncroscoplo electromco de transnuslon (JEOL

1200 EX)

n ncgauva con amdo l‘osf‘otungsnco Lns observactones .



DET LRMINACION DL LA I’ATOGENICIDAI) MFD]AN'IE EL DESAFlO

IN' FRAVENOSO DL AV[‘S SUSCLPTIBLES Medmntcrln lccu ’de Hl se venf'co

que un gupo de IO aves de senmnns dc edad n tcma antlcuerpos contra el vlms de l'l

mﬂuex_lzn, estns avcs ﬂmron moculnd'ls por via intravenosa con 300 '000 DLEI’ 50 y se

‘ mnutuvieréh en’o

_ rLABOi{AblO&f DE UN CONJUGADO DE. F
DETECTAR f VmUS' fﬁ_DE LA

soluc:on salurad'l dc sulf'no de amonio; dlcha fmccnon se. dlahzo y despues se conjugo :




con lsonocmnato de ﬂuorescemn El comugudo obtemdo se cvnluo medlame Ia

prepnmcxon de mmunoﬂuorescencm dlrectn en ‘cultivo’ de celulus Hep2C mfectadns con

ammoacldos

renuudo a ln

otras’ en I‘emledades

oticas de los ammnles quienes a su_vez remitie

Vetennnry Servnce Lnbom(ory" ubxcado en Ames Iowa, E ‘U ’ A

* {Baxter)

i n! *"National,



RESULTADQS.

AISLAMIENIO DL LOS VIRUS lNVOLUCRADOS Despucs de moculnr los

embnoncs se obluvlcron .:2 muerlos a hs 48 hor'ls, que prescmuhnn hemorrngms enel

cuen)o yla cnbcza B lvquldo u|nmouleo aglutmo los globulos I'DJOS de ave en 3 mmulos

aunque. In clucmn no se pudo aprecnr suele horas des}

v AISL/\MHN!O l)l L VIRUQ DI <L

DLILRM(NA(,I
DEL VIRUS SOM
RL/\LI?I\R;'C Dl GNO TICO.D

nmlcnal miccmmc ‘se tral

nuucuerpos conlm el virus hemonglutnmme cunudo las 'wes estuv:eron en conlacto con

este VlrllS

.20



DETERM[NACION DE LA ESTABILIDAD DE LA HEMOAGLUTIN!NA

prescul:iron efect

cnopanco 9 dxas postenores a su moculacxon Ambos culnvos fueron capace: de‘ ‘

adsorber globulos ro_]os de ave

21



TllULAClON DLL VlRUS El llqmdo obtemdo del mslamnento pnmana

después de Imbcr sulo f hmdo por e membrmm con p" { 220 presemo un htulo "~

de 106 DLEP o/m

GRUPO A DEL VIRUS DE LA"

mﬂuor cencia - mdlrecta sc pudo observnr,

ﬂuorescencm en el cnoplasma de las celul'ls por lo cml se de(ermmo que es un virus de

fa influenza A

2
&)



MICROSCOPIA ELEC'IRONICA L'l“- . ﬁhrlvic\'xhs : ochivudué " fueron

4
p

Sy

ri cns, nprn d

mn y un cculro mtcn dcnso nl m: de los elcclranes

csfencas ext 1 en 'aniculns alargadas que' D

‘ (f iguras l y 2)

AMlNOAClD4 S D
Comlsmn Mexxco

cnfemledades exoucas de

[nvesugacmn CPA N
Especw muestread

No. de muestras: - G N Y Liguido alautoideo

' esfencws, con w dmmelro ex(enor de nl ‘dcdor de tHo

23.



" DIAGNOST. ICO DE LABORA I'ORIO ey
VIRUS DE lNFLUl'N?A AVIAR 'HPO HSNZ‘NO VlRULENTO

sc envio el '||sl.'umculo .|I “N.lll(m.ll Vclu ornlory ubrcndo en Amcs,

lowa, E. U:-Apara detcrmnmcmn «‘,1° secuencia de’ nmmoncldos en la hemoaglutmmn La

secuencia obtenida’es:

Pro Glireerictee 3 Arg Glu rh; Arg/Gly

24



DISCUSION

Los v1rus que “con mzlyor frecuencla mfectan lns vias resplmtonns de los pollos

SOll 'OS pnramlxovnrus COI'OIHIV"'US herpesvmxs ortommovmxs y ﬂdBllOVll’llS. DEII!I’O de

los paramlxovtrus, cl,que connente 56 prcsemn ‘s el virus de ln enf‘ennednd de

Newcnsllc, de los coronavirus es el virus de la bronqums mfeccxosn de los herpeswrus es -

ot virus de la laringotraqueitis infecciosa y del grupo_de los ortomixovirus se encuentra el

virus de In influenza “,7)

embriones’ ~inoculados

25



EI agente vnral hemoaglutmnnte 1o presen(o el f‘cnomeno de e[uclon lo:que

()Odl'lﬂ lutcrpremrsc clToucnmenle como que est VlrUS c:lrecu.ra de neu'oammldusn pero




de mortatidad, nucmms que aves que lmbmu rec ldo Juna doqns vqcunnl dLI -virus de Ia

padccumemo como mﬂuen 2 aviar” cainfeccion “con - el Lvirusde™Ja ' bronguitis -

infecciosa, 7 A

27



CONCLUSIONES

Se aislé el virus de Ia influenza ‘A"

pase, lo_quic es indicativo de una cepa no vacinal de bronquitis infecciosa

La_ serotipific g irus” de: la* influcnza’ aislado’en”el: presenfe - trabajo  se

realizo med

nte la prueba de inmunofluorescencia ‘con anticuérpas monoclonales -

En cI estudio’de mlcxoscopm clectronica:de trunsvml on los viriones'se :observ:m'

pleomor!’cos y ml(lcn dc 80 a 120 nm con proycccmnes de 8 a l’ nm_en to(h In'

supcrl‘cnc. i

28
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Cu‘ldro 1
EFCC I‘O DEL lRA I‘AM]I:N'[O A 56 C SOBRE EL PODER
HEMOAGLUTINAN l E DL LA CLPA A POLLO/ VALLE DE
BRAVO/ 1994/ HSN2

TIEMPO (min) . - el 150 30

UNIDADES HEMéAGLUTlNANTES ' 327 32 L0

34



' Cuadro 2
CAPACIDAD HEMO/\GLUTINANTE DE LA CEPA
A POLLO/ VALLL DE BRAVO/I994/”5N2
T RATADA CON 0. 2% DE FORMOL

Tler’O(llrs) R ) 6 ey g

72

‘IIEMOAGLUTINACION R L R P s

35 -



Cu?ldfo 3
EFECTO DE DIFERENTES ’[‘I{A;l-‘AMlliN'l‘fOS
" SOBRELA DL“E‘P’;‘(',{# m: LA CEPA
: ‘VNPOI_i.O)Z\/hi!g de ﬁ'ri.\‘?o/uoééi:/l-ism =

- UFITULO DLEP 5

TRATAMI ENTb

TRATADO

SOLVENTES ORGANICOS. -

pli3.0

CONGELACION Y
DESCONGELACION

CATIONES DIVALENTES

*DLEP 50 : DOSIS LETAL EMBRION DE POLLO 50%

36



FIGURA 1. Microfotografia electronica que muestra el virus de Ia influenza A (Cepa
A/polto/ Valle de Bravo/ 1994 H5N2) (v). Se pueden apreciar proyecciones cortas

que cubren fa superficie del virus (60,000x).
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FIGURA 2. Microfotografia clectranica del virus de la influenza A (Cepa A/pollo/ Valle
de Bravo/1994 H3N2) (v) adheridos a un eritrocito de ave (E), se aprecian particulas
viricas filamentosas (L), las cuales no exceden de 100 nm en su parte mas ancha

(50,000x).
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