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RESUMEN

»

En una granja porcicola de 500 vientres ubicada en ¢l Estado de Puebla
se observd a principios del mes de Octubre do 1978, un brote que en 8 dias,

infectd a todos los animales de engorda y dantete.

Las caracteristicas clinicas respiratorins del cuadro coincidian al de
la Influenza porcina. Se colectaron muestras de pulmén de los animales muer
tos y de los mas afoctados. Se doscartd la presencia de alguna bacteria in-

volucrada como agentu causal y se corrieron pruebas tendientes al aislamien

to de un posible Influenza virus. Las pruebas desarrolladas fuerocn: Inocu-

lacidn de embriones de pollo y pases ciegos con los mismos; Inoculaci6n en -

cultivos celulares secundarios de rifién de bovino; hemoadsorcién y hemoaglu

tinacién con glébulos rojos de ganso; tincidn negativa e inclusiones de cé-

lulas infectadas en resina para observacién en microscopio eclectrénico; in-
munof luorescencia diructa con un conjugado especifico; reproduccién de la -
enfermedad en lechonun y confirmacidn del agonte etiolé6gico con inmunofluo—

rescencia directa y con estudios histopatolégicos.

Con esto se logrd aislar un agente virel identificado como Influenza

virus porcino, tipo A, wnunca antes aislado o identificado en nuestro

Pais.



INTRODUCEION

Las enfermedades respiratorias de los cerdos, juegan un papel muy im-
portante dentro de la porcicultura nacional, ya que representan ol 51 % o
los complejos marbosas que las afectan, como factor primario (21), ademds -

que favorecen a la invasién de sindromaes oecundarios aumentande las pérdi-—
das por mortalidad en las granjas.

Tode esto se refleja en la sconomia y produccién del porcicultor, te-
niendo una baja en la ganancia de peso de sus animales y un considerable in

cremento de egreses en alimentacién y trotamientos.

Por lo quela importancia econ6mice y epizootiolégice representan, las
enfermedades respiratorias causadas por el virus de influenza porcina,desde
la aparicién del primer brote en 1918 en los Estados Unidos de Norteamérica,
se han realizado innumorables trabajos de investigacién al respecto en todo

el mundo (4,2,3,4,5,6,7,8,10,20,23,28,29,32,33,39,43,48,49),

La enfermedad producida por el influenza virus también llamada, “Hog
Flu" (11,13) se carsttariza por: presentarse de una manera sGbita en la pia
ra, sobre todo en otolo y principios de invierno, afecta principalmente a
animales menares de un afo, la morbilidad llega hasta un 100% y la mortali-
dad a un 4% pudiendo llegar hasta un 20% cuando el hato es afectado por in-
focciones secundarias (36). Lon animales enfermos presentan descargas nasa-

les y oculares (29). un cuadro clinico cen fiebre de 40 a 4l1°C, tos severa,

anorexia, postraci6én y rdpida recuporacién (13).

El periodo de la enfermedad es corto, con una duraci6n de 2 a 6 dias;
Loh animales pueden morir despu@s del dia 4 de aparecides lo enfermedad, pre

sentando una respirocidn altersda, delirio, e incoordinaci6n (13,29).

La distribucién geogrdfice del virus de la influenza porcina es muy —

omplia, se encusnirm diseminada en cosi todo el mundo(3,8,9,11,12,13,14,20,
23,28,29,32,233,38,29,43,47,48,49),




£n México aun no se ha reportado la presencia del virus, aunque la opg
ricién de brotes con caracteristicas clinicas similares o iguales a le une—

fermedad, nos hacen sospechar de ella (21,36).

La influenza porcina fué reconocida como entidad nosolégica en los En-
tados Unidos de Norte América por Koen en 1918 (11,13) que la ralaciond con
la pandemia humana. Shope on una serie de trabajos, reporté el habur aisla-

do el virus de pulmones leslionados y demostréd su impartancia como utiologia
de la enfermedad (45,45).

La enfermedad en los humanos ha tenido gron trascendencis desds la pan
demim de 1918 en los Estados Unidos, Europa y ol rebrote de 1957 en Asia; (
8,13,14,39,40,44) de donde se aislé el virus tonto de humanos como de cer—
dos y animales silvestres (S,16,19,35,31,45,46,47,49) Smith y Col. en 1976

aislaron el virus de la influenza porcina a partir del tejido pulmonar de -
un humano (48).

El aislamiento del virus de influenza se ha hecho a partir de lavados
nasofaringecs, con hisopos frotando amigdalas y de pulmones afectados,encon

trdndolo con mds facilidad en el dia 2 de prosontada la enfermedad (S,8,11,
16,17,22,25,26,45,49),

E1 virus ha sido aislado en hurones, donde se ha demostrado que se

adapta con mayor faclilidad (5,8,12,16,32). tamhbién lo han aislado por pases

ciegos de maceradaos de pulmén en ratones (14,17).

£l virus de influcnza produce una infeccion inaparente en hamsters, pe
ro con pasas seriadon de macerado de pulmédn, su adopta y produce la muerte
del animal (18).

Ll uso de embriuncs de pollo ideado por Burmoet, en 1940, inoculando -
el virus en saco amnlOLico y alantoideo ha sido ol método mas utilizado

por diferentes inwastigodores (11,19,20,27,28,30,31,33,34,37).

tambiidn se ha (mulldo aislar en diferentes cultivos de tejidos como:
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pulmén de embrién humanc(d,aa),riﬁén de embrién humanoc{25),pera la gran
mayoria de trabajos reportan el uso de células de rifion de mono para el
aislamiento primario del virus de influenzal(2%,44).

La enfermedad de influenza porcina ha side reproducida experimontal
mente en lechones de una semana a 3 meses do ndad,inoculando unicnmaente
el virus de la influenza porcina, manifestdéndose solo lagrimeo,tus y au
mento an la temperatura hasta 41°C,uno o doa dias,denominandc a usta pre
sentacién "enfermedad Piltrable" (31,37).

Actualmente el virus de la influenza porcina esta clasificado dentro
de los ANA-Orthomyxoviridae del gémero influenza virus, y de acuerdo con
la nomenclatura dada por el comité internacional para la taxonomia de los
virus en 1978(2) estdn divididos en tipo A al que pertenece la influenzo
porcina, tipo B y Tipo C, y en base a sus caracteristicas antigénicas:He
maglutininas(H) y neuraminidasa(N).Los otros wlementos de la nomenclatura
estén dadas:por el hospedador del cuel fud ainlado,la localizacién geogré
fica,nGmerc de cepa y ufio en que fué aislado.tnta nomenclatura se aplica

tanto para influenza virus de humanos,como de aves,caballos y cerdos.




ANTECEDENTES

€1 dia B de Octubre de 1978 se visit6 la granja porcicola Tenoch,
en @1 Edo. de Puebla.lLa granja contaba con un total de 500 vientros,el
tipo de explotacién es de cria y engorda con buenas instalaciones tec—
nificadas,en gereral limpia,bien ventilads y carente de humedad.li.l ali
mento se prepara alli mismo,ccasionalmento oy les proporciona a los cer
dos antibiético en &1 mismo.

Se vacuna contra célera regularmente.

El 27 de Septiembre de 1978 en un corral de engorda(animalun de-
20 a 60 kg),se abservé tos en la mayoria de ellos,respiraci6n sbdominal
agitada.Al dia siguiente se encontraron afectados los corrales de destete
con la misma sintomatologfa.El dia 4 de Octubre del mismo afio toda la-—
granja estaba afectada,menos los sementales y las marranas viejas.A par
tir del dia 6 de Octubre empezd a decrecer el problema y los animales—
afectados eran realmente pocos, presentando respiracién ubdominal(brinco)
y ligero lagrimeo.

La morbilidad fud de un 98% y s6lo murieron 3 animales.

Los cerdon se trataron con penicilina,excluyendo a los del area-—
de engorda.

El dia dn la visita se tomaron 2 cerdos machos de 20 Kg y 2 de 7

dfas de edad como representantes de los méds enfermos.fFueron sacrificadas
con anestesal por via intraperitoneal cl dia 9 de Octubre a las 8 de la

manana y S0 procedid a practicar las necraopsias.

HALLAZGOS : El estado general de los animales era bueno,limpios,
pnlo brillante;en comisura ocular intarna oe observd,en uno de los ani-
malos,coloracién nugro,con aspaocto do mancha de aceite, que sugiri6 la—

grimeo.

A la incisitn primaria no na obanarvaron cambion relovantos.




En aparato respiratorio se observaron zonas grisaceas deprimidas vy
ligeramente firmes en pulmén,de tamano variable entre 0.5 y 1.5 cms dig
tribuidas en forma difusa,de regular cantidad en todos los 16bulos,con
ligera selectividad hacia 1los 16bulos anteriores (apical y cardiaco).Se
chsarvd congestidn de cornetes nasales.En cavidad abdominal, el higado

se mostrd palido y los rifones ligeramente friables.En los demds 6rga-
nos no se chservaron cambios aparentoes,

Diagn6stico postmortems neumonie aguda y rinitis.
Se tomaron muestras de pulmon ds los animales sometidos a nocrep—
sia y se corrieron prusbas bacteriolégicaes con el objeto de encontrar

algtn agente infecciose (se descart6 toda presencia de mycoplasma,hae-
mophylus y pasteurella).




0OBJETIVDO

.

Dadas las manifestaciones clinicas y epizootiolégicas del caso —
y habiendo descartado la presencia de bacteria§ como agente infeccio
so,se sospechd de una enfermedad de etiologia viral,por lo que la fi
nalidad de la presente tesis fué la realizacién de estudios virolégi
cos, tendientes al aislamiento e identificacitn del virus de la influ

enza porcina, con el objeto de determinar la presencia de la enferme
dad en México.



MATERTAL .

1. PARA LA RECOLECCION DE MUESTRAS SOSPECHOSAS.

a) Mechero

b) Tijeras

c) Pinzas de diseccitn
d) Bolsas de polietileno

e) Cajas alslantes de poliurectano
f) Hielo seco

2. PARA EL PREPARADO DEL INOCULO.

a) Muestras sospechosas.

b) Tijeras y pinzas de diseccibn estériles.
c) Mortero de porcelama con mango estéril.
d) Vaso de precipitado de 100ml.

e) Matraces de 250 ml.

f) Barra magnética.

g) Agitador magnético.

h) Gasa estéril.

i) Embudo de cristal estéril.

3) Centifuga.

k) Arena estéril,

PARA PRUEBAS DE HEMOAGLUTINACION,

a) Microplacas(Mca.Reg. Flow 76-003 y 77-01).
b) Micropipetas(Mca.Reg. .025 ml. Ceco).
¢) Microdilutores{Meca.Reg.Ceco 220-33, .D25 ml).

d) Suero libre de gama glabulinas(Mca. feg. Gibco).
n) Probata 100 ml.

r) Matraz de 100 il.

g) Pipetas de 1 y 10 ml.

h) Hisopos estérlles.

i) Agua destilada estéril.
3) Hielo.

k) viales con virus aislado.
1) Tubo de ensays 15 ml.

m) Agitador Vortes-onie,Mod,K-550-G. (Mca.Reg.5c,Ind,Inc. ).

Glébulos rojos de ganso lavados y diluidoz 1:60,
Solucifn salina fosfatada y buferada (PBS) pH 7.2




PARA LA INOCULACION DE EMBRIONES DE POLLO.

a) Embriones de pollo de 10 dias de eded.

b} Macerado de pulmén afectada.

¢) Penicilina y estreptomicina.

d) Medio de crecimiento Hank.

o) Jeringa de 1cc (tuberculina).

f) Aguja hipodérmica No. 18 x 2 pulg.

g) vibrador,Vibrograbador, { Mca.Reg. Burgess Vibrocraft, Inc,
h) Yodo (1%) en alcohol.

i) Parafina(sellador).

J) Ovoscopio.

PARA PASE EN EMBRION DE POLLOQ.

a) Embriones de pallo de 14 dfas de
sospechosa.

b) Ovoscopio.

c) Tijeras y pinzas de diseccién.

d) GQuebradora da Huevo.

e) Cajas de Patri medianas(90 mm).

f) Mortero Tembrook.

g) Tripsine verscne.

h) Matrdz do 250 ml.

i) Agitador.

3) Magnoto.

k) Estroptomicina y Penicilina.,

1) Gasa.

m) Embudo.

n) Centrifuga.

o) viales,Fco, de Scc.

p) Jeringa do ice. (tuberculing),

a) Aguja hipouérmica No. 18 x 2 pulg.

r) Yodo (1%) en alcohol.

s) Parafina(ssliador).

t) Campana de rlujo laminar,

u] Mechero.

v) Algodén.

w) Pipetas de 1,3,5 ml,

x) Pipeta de I wl, {(volumétrica).
y) Jeringa due 20 ee.

v-73.).

edad,inoculados con muestra
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6. PARA LA INOCULACION DE CULTIVOS CELULARES.

a)Cultivos secundarios de rifién de bovino
b)Campana de flujo lamirar (Mca.Reg. Veco S.A)
c)Congelador a ~70°C. (Mca.Reg.Revco Inc)
d)Estufa hdmeda, con €02, 37°C (Mea.Reg.)
e)Botellas de diluci6n de leche.

f )Botellas de Roux

g)Macerado de pulmén sospochoso.

h)Penicilina, estreptomicina

i)Pipetas dn 1,2 ml

j)DEAE-daxtran

k)Medio Eagle para cultivo celular.

1)Suerc libre de gamma globulinas (Mca.Reg.Gibco. USA)
m)Solucién salina buferada PBS, 7.2 pH,

7. PARA PASE DE CELULAS INFECTADAS CON EL VIRUS.

a) Cultivos secundarios de rifi6n de bovino infectados con virus {MDEK)
b) Botellas de diluci6n de leche

c) Antibiéticos.

d) Campana de flijo

e) Jeringa de 20 cc

f) Centrifuga

g) Salanzg

h) Revco -70°C

i) viales de 5 cc.

3) Microscopio invertido (Mca.Reg. teitz)
k) Medio Eagle de crecimiento

1) Pipetas de 5 y 10 ml

m)} Tubo de centrifuga 50 ml (popipropilena).

8. PARA LA INOCULACION DE LECHONES.

a) Lechones de 2% moses de edod, Londroce.
b) Jeringa de 1 ce.

c) Aguja 22x32, 11/4 inch.
1) Virus aislado

&) AN goddén

') Alcohol 969

g) Marcador rojo.
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PARA NECROPSIA Y RECUPERACION DE PULMONES AFECTADOS.

a) Pistola de percusién
b) Cuchillo

¢) Frasco de vidrio
d) Bolsas de plastico
1) Pinzas de disecci6n

) Hielo picado

¢) Caja aislantc de poliuretano
) Revco Freezer

1 Lt. de capacidad.

PARA ESTUWDIO HISTOPATOLOGICO.

o) Formol S50%

b) Pulmén afectado

c) Fijadores (acetona)
d) Histogquinete.

e) Microtomo

f) Plancha de secado

g) Colorantes (Hematoxilina Eosina, tricromica)
h) Balsamo de Canadé

i) Portacbjetos y cubrechjetos
J) Microscopio optico
HEMOADSORCION .,

a)

b)

Cultivo secundario de células de rifién de bovino (MOBK) en botsllas
de dilucién de leche, infectadas con el virus aislado..

Cultivo secunynrio de células de rifién de bovino (MDEK) en botellas
de dilucidbn dg leche, no infectadas, como testigo.
c) Alicuotas del virus aislada.

d) Glébulos rojos de ganso macho lavados y diluidos 1:60
o) Microscopio imvertideo (Mca.Rey. Leitz).

PARA OBSERVACLON EN MICROSCOPIO §LEGTRONICO.
a)
b)

Cultivo secundario de células do rifén de bovino (MDEK) infectados con
el virus aislado en botella do diluci6n de leche.

Cultivo secundario de rifién do bovino (MOBK) no infoctodas en botella
de leche, comu testigo.

¢) Glutaraldehido al 3% como fiJjador.
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Solucién buffer de fosfatos, pH 7.2, 1 N.
Solucién de tetrafixido de osmio (0S04) al 2%

Alcohol etflico en concentraciénes ascendentes de 50%,70%,80%h,90% v
100%h.

Araldita {resina sintética para inclusion)

Ultramicrotomo (Mca.Reg. Postes Blumo, Mts.)
Uranilo, citrato de plomo

Rejillas portaobjetos de cobre

Microscopio electrénico de transmisi6n (Mca.Reg.Phillips,EM-300)

PARA PRUEBA DE INMUNCFILUORESCENCIA,

n)

b)

c)
d)
e)
f)
g)

h)

Tubos de Leighton con laminilla; sembrados con cultivo secundario
de MOEX inoculados con el virus alslado.

Tubos de Leighton con laminillas; sembrados con cultivo secundario
de MOEK, no infectados.

Soluci6n salina bufermda y fosfatada (PBS) 7.2 pH.
Agua deilonizada estéril.

Acetona.

Conjugado de influenza porcina SIV diluido 1:60
Estufa hdmeda CO2 a 37°C

Microscopio da luz ultraviclets porg inmunofluorescencia (Reichert
Austria Beg. ).



METODOS

Una vez recolectadas las muestras sospechosas del brote de la granje
Tenoch, se procedid a preparar un lote de inéculo en la siguiente Forma:

Se trebajd en completa asepcia, baujo mechero y en una campana da o
Jo laminar.

Las muestras de pulmén fueron primaro cortadas con tijeras, luego ¢n
un mortero de porcelana se trituraron con ayuda de arena estéril y el man
go dol mortero, se wacid el macerado de pulmén en un matrdz de 250 ml y ~
se afadié tripsina versene Vol/Vol, con la ayuda de una barra magnética -

3/8 y agitador magnético se agité durante 15 minutos 2 veces recuperando
el sobrenadante.

Se centrifugb a 1500 RPM por 10 minutos ofadiendo antibiéticos, y -
se recupert el sobrenadante, éste fué envasado en frascos de 5 ml, que—
dando un volumén final de 1.5 ml en cuda alfcuota. Se hicieron pruebas -

de esterilidad en caldo nutritivo, caldo tioglicolato, agar sangre y sa-
bureaud.

Se congelaron a ~70°C on un congulador Hevco.

PARA LA INOCULACION EN EMBRIONES DE POLLO Y PASE EN EMBRION DE
POLLO.
Se utilizaron 40 huevos fértiles provenientes de la granja experi—
mantal del I.N.I.P.-8ARH., do Texcoco Edo. de Mixico, so incubaron duran

te 10 dias, selecclonandose 20 huevos fdrtiles de tamafio uniforme .

Se ovoscopiaron marcando ¢l limita de la cdmara de aire, se desin—
fectaron con una a8olucién yodado y cor lo ayuda de un vibrador de punta

sg hizo un orificio peguefio on ol vértice superior del huevo, se volvié
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a desinfectar con la solucién yodada,una vez hecho el orificio se tomd
una alicuota de la muestra sospechosa y se inoculé,via sacc amni6tico.
Se aplicaron 0.2 ml a cada huevo y después de volver a desinfectar se
sel116 con cera.Los huevos testigo fueron inoculados con agua estéril

deionizuda.

Se incubaron a 35°C durante 5 dias,se eliminaron los embrionas mu
ertos y los vivos fueron refrigerados a 49C por 24 horas.

Sa Jdesinfectaba el area de la cémara de aire en el huevo con la-
solucidn yodada,serompia el cascardn do la cémara de aire,la membruona
se quitaba con pinzas estériles y el liquido amniético fué cosechado
con pipeta al igual que el liquido alesntoideo.Una vez cosechado el——

1iquido fué centrifugado a 1000 RPM durante 15 minutos.

A partir del liquido cosechado se corrieron prusbas de hemoaglu-
tinacién en tubo y placa.

De los huevos que fueron recuperados 5 dfas post infeccién,la mitad
fueron procesados como ya mencionamos y la otra mitad adem&s el liquido,
se recuperaron las membranas en una caja de Petri estéril y con la—
ayuda de un mortoro Tembrook se trituraron hasta que obtuvimos un—
macerado uniformu,estas se centrifugaron a 1000RPM durante 15 minutos

y s8 les corrioron pruebas de hemoaglutinaci6n.

Si la muuntre cosechada era negativa a esta prueba,se hicieron 3

pases sucesivoen y si resultaba negativa se ecliminaba.

INOCULACION EN CULTIVOS CELULARLS,

Los cultivos celulares empleados t'ueron hechos a partir de rifiones
do bovino,mantenidos on medio de cultivo Cogle enriquecido con 2% de sue
ra litne de gama globulinas, sembrados on botnllas de dilucién de leche.

Los cultivos fuuron mantenidos en una estufa con atmésfera de CO2
a 33°C.



Se utilizaron 5 botellas de dilucidn de leche,que tuvieran un mo-
noestrato con un 100 % de confluencia.

Tres botellas se inocularon,cada una con 1.0 ml de la muestra sos
pechosa(alicuotas) con adici6n de DEARE-Dextrédn. A las botellas de con
trol solo se les afadlé DEAE-Dextrén.Esto se hizo para el primer pace.

Su mantuvieran durante 4 dias a 33°C en la estufa de CO2 y tados

los dfas fueron revisadas para detectar efecto citopdtico.

Eoto se hizo de igual forma variando unicamente la cantldad do DEAE
Dextxﬁn(de 0.5 m1,D0.4 m1,0.3 ml y 0.2 ml) utilizando 2 botellas de dilg

cién de leche con células para cada diluclén, quedando siempre un control.
{
PASE EN CULTIVD CELULAR.

Se emplearon células de rinén de bovino en cultivo secundario man_

tenidas en medio Eagle enriquocido con 2% de suero libre de gama glo_
bulinas.
Las botellas infectadas fueron revisadas y en el momento de detectar

inicios de efecto citopético fueron congeladas a -70°C durante 3D minu_

tos,con el objeto de romper los células y de obtener una mayor libera_

ci6n de virun.Se centrifugaron a 100D RPM durante 1D minutos en centri
fuga refrigerada a 4¢C,se rocuperS el sobrenadante y fué envasado en
alfcuotas do 1.5 ml, volumen inal.En cada pase se hizo prueba de este
rilidad bacteriol6gica en caldo nutritivo,cpldo tioglicolato,agar sangre
y saboreau. Ademds que se corrioron prucbns de hemoaglutinacién en tubo
y placa.

Las alfcuotas so almacenaron en un congelador Revco a -70vC.

Una vez cosechado el sabrunadanto y hablendo pasado por gstas prue
bas ne volvieron a infoctar botollas do dilucién da loche contoniendo cul
tivo secundario de cédlulas dao rifién do bovino con un monocostrato a 100%

de confluencie y se procedid du igual forma a 1o anterior, a quo hubiera
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efecto citopdtico,congelacidn,centrifugacién y almacenamiento.

Para la obtenci6n de una buena cantidad de virus se inocularon 4 bote
llas de Roux,conteniendo monoestratos de células de rifi6n de bovino a 100%
de confluencia,con el 2° y 5° pase celular infectado,ya que tuvieron los
titulos hemoaglutinantes mas altos{+1:1024),al detectar principios de efoc
to citopatica(18 horas) fueron congeladas a =70°C en un congelador Hevco,
por un pericdo de 2 horas, se descongelaron y se centrifugaron a 1000 RPM
durante 15 minutos,en centrifuga refrigerada a 4°C.

Se cosech una cantidad total de 300 ml de la cuel fué adicionada Vol/
Vol. con PS(peptona sacarosa) como soporte para ser liofilizada.Se corrie
ron pruebas bacteriolégicas en caldo nutritivo,calde tioglicolato,agar san
gre y sabureau.Se le afiadié 3 ml de penicilina-astreptomicina.

El liquido fué envasado en completa estorllida: y se 1iofilizé 1.5 ml
en cada frasco.

£l liofilizado se almacend en cédmare frin a 4°C.

A partir del liofilizado se corrieron todas las pruebas inmunolégicas
tendientes e la identificacién del virus aislado.

PRUEBA DE HEMOADSDRCION.

Con 2 botellas de dilucién de leche conteniendo células de rifén de
bovino y un monoestrato de 100% de confluencia,se infecté una de ellas con

virus aislado y la otra se dejé como control.Se incubé durante 18 haras en
estufa himeda con CO2 a 37°C.

A les 18 horas se quité el medio de cultivo y se lavs con PBS 7.2pH,
s¢ 1o agregé 1 ml de gl6bulos rojos de gonso macho,previamente lavados en

PBS & una concentrncién final de 1:60 y se incubdé durante 30 minutos,el me
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dio fué eliminado y las botellas se observaron al microscopio invertida.

OBSERVACION DEL VIRUS AL MICROSCOPIQ ELECTRONICO.

Utilizando células de rifén de bovino con un moncestrato a 100% do
confluencia (cultivo secundario)}, en botellas de diluci6n do leche. Bu
infectaron 2 botellas con 1 ml del virus y 0.3 de DEAE-Dextran y 2 Lote-
llas con la adici6n de QEAE-Dextran en igual cantidad & los infectados -

como teatige. Se incubaron en estufa hdmods do CO2 a 37°C, y a las 48 ho

res post inoculacifn se observaron con un A% de efecto citopatico. E1

medio do las botellas fué decantado, se lavdé el monoestrato con P83, 7.2

pH y con la ayuda de una espdtula de vidrio se levont6 cuidadosamente -

cada monoestrato y se suspendis en PBS 7.2 pH, la suspensién se centrifu
g6 a 300 APM en tubos de centrifuga y marcados. Una vez centrifugado, el

paquete de cada tubo fué fijado en glutaraldehido al 3% durante una hora

en refrigeraci6én . Se volvi6 a centrifugar o baja velocidad, se tirt el-

sobrenadante y el paquete fué resuspendido en PBS, 7.2 pH.

Las muestras fueron fi jadas en tetrooxido de Osmio al 1% amortigua
do al 0.1 M a un pH 7.2 vy una temperatura do 4°C, durante una hora, se-

lavaron, y se deshidrataron en alcoholes quo iban del 50,70,80,90 y 100%
de concentrucidn. So incluyeron posteriormente en una resina (Araldita),
y se esperd a qui solidificara. Una wvez toniendo el blogue de resina con
la muestra incluida se hicieron cortes con ¢l ultramicrotomo a 0.6 mi—
cras de espesor y san montaron sobre rejillas de cobre {porta objetos) y
se contrustaron con uranilo y citrato de plomo. Una vez contrastadas se
observaron en el microscopio electrénico (Phillips EM-300).

Esto se trabajéd un &l Oepto. de Microscopia Electréonica del C.M.M,
I.M.8.5,

INOCULACTION DE CERDON CON 0L VIFUS AISLADO,

Con 6 cerdos da 1,5

[

manes de edad se hicieron 2 lotes due 3 cerdos -
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cada uno; previamente identificados, se tom6 temperatura el dia cero de la
prueba y se registré. Se inocularon 2 cerdos de cada lote intratraguealmon

te con el virus aislado y adaptado a cultivo celular y los otros 2 cerdos

quedaron como testigos de contagio.( cerda S y 6).

Se tomS temperetura rectal diariamente o lo largo de 22 dfus ne regis
traron y se graficaron.

El dia 22 post inoculacidén se procedié a vacrificar a los animales que
habién presentada mis alteracion en la temperaturm, comportamienta y signo-

logia, siendo un inoculado y un testigo. Se sacrificaron con pistola de ém-

bolo de percusi6n y se desangraron. Una vez dasangrados y limpios se proce

di6 a practicar la necropsia.
Se reguperaron pulmones y tonsilas que fueron congeladas a -70°C y

otras fijadas en formol al50% para pruebas histaopatolégias.

PRUEBAS HISTOPATOLOGICAS.

De los pulmones y tonsilas recuperadss de la necropsia, una vez fija—
das en formal al50% s pasaron por el proceso normal de histoguinete, se in

cluyeron en parafina y se hicieron cortes con microtomo. Los cortes fueron

montados y tefidos con H,E. {(Hematoxilina-Eosina).

PRUEBA DE INMUNOFLUONESCENCIA.

Se inocularon 4 tubos de Leighton con laminillas cubreobjetos conteni-
endo cultivo secundario de MDBK, con 0.2 ml del virus sisledo y adeptada a
cultivo celular; 4 tubos de Leighton con 0.2 ml del virus liofilizado y 4
tubos se dejaron de control. Se incubaron por 24 haruens on una estufa hdmeda
a 36¢C y al presantar indicios de efecto cltopdtico, ne retird el medio de
cultivo (Mudio Eaglo y susro libre de goamn globulinas, 2')(.) Se sacaron las

laminillas cubreobjntos con las células y ne fijorun en acetona durante 10
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minutos, se lavaron en PBS 6 veces y los monoestratos fueron cubliertos por

gl conjugado SIV 1:60 s incubados en la estufa a 36°C durante 30 minutas,
se quitd el exceso de conjugado lavando los cubreobjetos en PBS (1) 6 ve—

ces PBS (2) 6 veces y por Gltimo en agua deionizada estéril, se dzjarun se

car y fueron montadas en portaobjetos, une laominilla infectada y una crn--

trol, utilizando para esto glicerina diluida vol/Vol con P8BS y s¢ ohsarva-

ron al microscopio de inmunofluorescencia.

Da los pulmones y las tonsilas rocuperadas en la necropsia, con la -
ayuda de un criftato se hicieron cortes de tejido; estos fuercn montados -
en portaobjetos, fijadas en acetona por 10 minutos y tefidos cen el conju-
gado de SIV, se incubaron por 30 minutos en eotufa himeda a 38°C, Una wez
incubados se quité el exceso de conjugado con P8BS a 7.2 pH una vez y cu——-
biertas con cubreobjetos y glicerina diluida Vol /Vol con PBS, se observa—

ron al microscopio de inmunofluorescencia,
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BESULTADIS.

INJCULACION Y PASE EN EMBRITNES OE POLLO.

A partir de la muestra arigi-al de oulmon de cerdo afectado , des-
aués de S5 pases consecutivos inoculando 300 embriones de pollo en saco

-5
amnidtico , se logrd obtener un tftulo de 1 x 10 UHA(unidadea hamo-
aglutinentes),

T TP SRV 1o w7 77
PASE 2 v v v v v e e e e e e e e e e . 1 x A0 UMA
PASE 3 4 v v v e e e e e e e e e e e e 1% 1072UHA
Pase 4 . . . . . c e e e e o e e e e ee 1 X 10-2UHA
Pase S

« e oee 1 x 10_5UHA

Nota:En pase S la mortalidad embrionaria,en el die S post inoculaci6tn

fué de 40 %, sin encontrar lesiones en el umbrién.

INOCULACION EN CULTIVOS CELULARES,

En el primer intonto por aislar el “virusg" a partir del material

sospechaoso, se incubaron células BHK-135cl-7 y los resultados fueron
negativos en todos los casos.

Se cambil el tipo de células a cultivo socundario de rifién de bo
vino, se incubaron unicamente con muestra sospechosa(AlIéuota) y al dia
5 empezd a dar signos do efecto citop&tico,pero con gran cantidad de
células desprendidas en el medio,fué demasiado tiompo y se consider®
negativo.

S0 empezf a utilizar DEAE-Ouxtrén para infectar las células en

cantidaages decrecinntos,en botellas de leche.,

ler.Pase 1cc do mungtra sospechosa + 0.5ce do Daxtrdn.
20

o

.Pase 1lcc e munnlra sospechosa + 0.4cc do Oextran.
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3» Pase 1cc de muastra sospechosa + 0.3 cc de Dextran
4e , Pase 1cc de muestra sospechosa + 0.2 cc de Dextran

SE OBSERVO:

A las 24 horas post inocculacién: 20% ECP y pocas células desprendidas
as hora? poot inoculacién: SO% ECP y gran ngmero de células
desprendidas.

73 horas post inoculacién: 100% ECP y acumulo de c@lulas flo-
tando en ol madio.

ECP (efecto citopatico). ver foto 1y 2.

El control fué unicamente adicionado con DEAE-Oextréan.

EN LOS CEROOS INCCULADGS.

Lo dnico que mostraron los cerdas inoculados fué un lagrimeo carac

terigtico(manchas negruscas en comisura intorna del ojo) y estornudo

de 2 de ellos un solo dia. No afecté su crecimiento ni su comportamien

)
to. (Ver cuadrode temperaturas).

[y

A LA NECROPSIA.

CERDD No.4. Petequias distribulidas en todo @l parénquima pulmonar.
Hidropericardio.

El ranto de los 6rganos aparentomente normales.

CERDO No.G. Hemorrugins petequinles y equimbGticas,distribuidas en to-

do ol pardnguima pulmonar.Neumonfs marcada en 1o regifn

anterovantral (16bulo apical y nardiaco) mas msrcodo en
pulmoén daracho,

El rasto e log Grgunos aparontomente normales,
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HISTOPATOLOGIA.

£n los pulmones se observé:

Aumento en la cantidad de c€lulas del apitelio bronguiolar, y dispues
tas an forma desordenada. Inflamaci6n del apitelio alveolar con presencia
de esudado. Acdmulo de células monocuclearws en determinados puntos dentro
del parénguima alveolar.

£n tonsilas no se observ6 algo signif'icativo.

HEMOADSORCION.

En las botellas de dilucién de leche conteniendo células MOBK infecta

das se observd franca adsorci6n de gl6bulos rojos mientras que en el testi

go los glGbulos rojos no se adhirieron a las células.

MICROSCOPIA ELECTRONICA.
Las tinciones negativas hechas para observar liguido amniético infec-

tado de embrifn de pollo fueron negativas, lo Gnico que se observé fué pro

teinas disgregandas sin la aparici6n de part{culas virales.

En 1ns cortes de células infectadas incluidas en Araldita se observG:
Acumulos plectrodensos en todo el citoplasma mostrandonos aparicién de ma-
tices virples., (M Vv ) Foto 4 y 5.

Mitocondrins deformes, agrandadas y aparicién de edema intraemitocon-
drial, algumas mitocondrias rotas.{M) foto a y §

Formaci6én s filamentos en todo ol citoplasma (/) foto 6.

La membrann cnlular muy alterada y modificada, debido a la formacidn

y liberacién de matarial viral (encapsulamiento).(wn) foto 5 y 6.
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Préoxima a la membreana, se ven claraments viriones liberados en
forma esférica y bacilar en tamafios que van de 80 a 120 nan6metros.
Al igual que algunos filamentos libres no ancapsulados. (v,Fv) fato
5y 6.

En las células control no hubo cambios significativos.En ellas

puede abservarse la presencia de pssudovirionoes y detritus celulnrus

que toman la apariencia de matrices vireles. (Psv,0c) foto 3.

INMUNOFLUORESCENCTA.

Las células infectadas y tefidas con el conjugado presentaron
inmunoflucrescencia en citoplasma,se observaron puntos determinados
de inmunofluorescencia en grupos de 2 ¢ 3 células confluentes, el

resto no mostré fluorescencia especifica.

En las células control no se observaron citoplasmas fluorescen
tes, solo hubo precipitado inespecifica.
En los cortes de pulmén se observ6 alin mas fluorsscencia especi

fica.En tonsilas no se observé nada, unicamente precipitados inespe
cificos.
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DISCUSION,

£l hecho de que el agente aislado haya sido un tipo de contaminacidn
en el laboratorio, estd completamente descartado ya que nunca antes so
/ .
habfa aislado 6 identificado un virus con las carectoristicas y propie-

dados iguales al que describimos, en ol laboratorioc o en nuestro pals.
(21,36).

l.a inoculacién de las muestras sospechosas en embriones de pollo de
10 dfas de edad caus6 un retraso en el trabajo en un principio,ya que no
habfn dominio de la técnica descrita ya por Gordon,Nath,Nakamura etc.{11,
19,20,27,28,30,31,33,34,37.),ademés que la viabilidad de los embriones

al dia 11 de edad llegaba tan solo hasta un 40%. Después de varios in_
tentos y de conseguir continuidad en la técnica se logrd obtener &n £t
tulo de 1 x 10—5UHA,an tubo, al 5° pase, suporior al reportado por Cunha
y Nath{10,11,30).

A partir del liquido amni6tico y alantiodeo positivo a hemoaglutina
cién se decidid concéntrar el agente hemoaglutinante, utilizando el mé-
todo do hemoaglutinacién - slucién(21) y el dn ultracentrifugacicn(ao).
Una vez concentrado el virus se trabaj6 con microscopio electrtnico,se
hizo tincidn negativa con'las muestras y los rosultados obtenidos no—
fueron satisfuctorios, lo Gnico que so obhservd fué acumulos de protei_
nas sin ninguna estructura que caractorizera un virus como 1o reporta
ron Coleman y Apostolov(1,10).Se penst que lo que estaba fallando éra
la fuerza centrifuga y el tiempo de countrifugacion,o que se tenfia un
virus con sus estructuras muy débiles por que las grovedades(G) y el
tiempo que se mangjarun fueron los correctos(26 000 G/Mr).

Desputs de varios intentos y de no lograr nada catisfoctorioc se

docidid inocular cultives celulares primarios como 1o hizo Mahendra(24,
26,44d),



Las células infectadas e incluidas en reeina, se cortaron y se obinre
varon a microscopio electrénico. Agui si se vieron lag estiructuras virde.

les dentro y fuera de las células gue coinclui6 con lo observado por Cole
man y Apontolov (1,10).

Utilizando el conjugado especifice da influenza porcina, ne obtuvn -~
fluoruscencla color verde manzana en loy cjtoplasmas de las células io-——
fectadas a diferencie de los controles on lus que unicamente oo observé —
inmunofluoruscencia inespecifica,

basandosa en la técnica acoptanda por —

la OMS (7). para pruebas de inmunofluorescencia.

Las pruebas de hemoaglutinacién en places, se hicieron con el sobreng
dante cosechado de cultivos celulares primarios y con gl6bulos rojos de —
ave y cuye logrando un titulo de 1024 UHA an los pases 3 y 5. De estos pa
ses celulares fueron tomadas las muestras para la observacién a microsco-—
pio electr6nico. Los titulos obtenidos en microplaca fueron iguales a los
reportados par Nath pero superiores alos ruportados por Chis y Shild (30,

31,41), aungue Schild reporta una concentrucitn de S x 106 UHA /.25 ml.
(a0).
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CONCLUSTONES.

En base a los signos clinicos y la opizootiologfa desarrollada en la
granja Tenoch, de donde fueron rocolectados los pulmones sospechosos,
y el andlisis de datos obtenidos un el laboratorio, se aislé un agen
te hemoaglutinante, que produce efecto citopatico a las 24 horas en—
éultivo celular, reacciona al ponerlo on contacto con un conjugado es
pecifico, hemoadsorciona gl6bulos rojos de ganso y que observado al—

micrascopio electrénico y después de i{nocular lechones y volver a ais

lar el agente infeccioso,Se concluyr que el virus aislado correspon-—
de a un influenza virus.

Con esto se confirma la presencia de la influenza porcina, despues de

haber aislado e identificado el virus de dicha enfermedad, por prime-
ra vez en México.
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