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RESUMEN. 

En una granja porcícola de 500 vientres ubicada en el Estado de Puebla 

se observó a principios del mes de Octubre do 1978, un brote que en ES días, 

infectó a todos los animales de engorda y deniute. 

Las características clínicas respiratorios del cuadro coincidian al de 

la Influenza porcina. Se colectaron muestran de pulmón de los animales muer 

tos y de los mas afectadas. Se descartó la presencia de alguna bacteria in-

volucrada cano agente causal y se corrieron pruebas tendientes al aislamien 

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

lación de embriones de pollo y pases ciegos en los mismos; Inoculación en -

cultivos celulares secundarios de riñón de bovino; hemoadsorción y hemoaglu 

tinación con glóbulos rojos de ganso; tinción negativa e inclusiones de cé-

lulas infectadas en resina para observación un microscopio electrónico; in-

munofluorescencia directa con un conjugado eupecifico; reproducción de la -

enfermedad en lechonoa y confirmación del agente etiolágico con inmunofluo-

rescencia directa y con estudios histopatológicos. 

Con esto se logró aislar un agente virel identificado como Influenza 

virus porcino, tipo A, nunca antes aislado u identificado en nuestro 

País. 
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INTRODUCCION  

Las enfermedades respiratorias de los cerdos, juegan un papel muy im-

portante dentro de la porcicultura nacional, ya que representan el 51 % de 

los complejos morbosos que los afectan, como factor primario (21), ademán - 

que favorecen a la invasión de síndromes secundarios aumentando lea pérdi—

das por mortalidad en las granjas. 

Todo esto se refleja en la económía y producción del porcicultor, te-

niendo una baja en la ganancia de peso de sus animales y un considerable in 

cremento de egresos en alimentación y tratamientos. 

Por lo queja importancia económica y epizootiológica representan, las 

enfermedades respiratorias causadas por el virus de influenza poreina,desde 

la aparición del primer brote en 1916 en los Estados Unidos de Norteamérica, 

se han realizado innumerables trabajos de investigación al respecto en todo 

el mundo (1,2,3,4,5,6,7,6,10,20,23,26,29,32,33,39,43,48,49). 

La enfermedad producida por el influenza virus también llamada,"Hog 

Flu" (11,13) se caracteriza por: presentarse de una manera súbita en la pía 

re, sobre todo en otoño y principios de invierno, afecta principalmente a 

animales menores de un año, la morbilidad llega hasta un 100% y la mortali-

dad a un 4% pudiendo llegar hasta un 206 cuando el hato es afectado por in-

fecciones secundarias (36). Los animales enfermos presentan descargas nasa-

les y oculares (29), un cuadro clínico con fiebre de 40 a 41°C, tos severa, 

anorexia, postración y rápida recuperación (13). 

El periodo de la enfermedad es corto, con una duración de 2 a 6 días; 

Loa animales pueden morir después del día 4 do aparecida la enfermedad, pro 

sentando una respiración alterada, delirio, e incoordinación (13,29). 

La distribución geográfico del virus de la influenza porcina es muy -

amplia, 5C encuentra diseminada en casi todo el munde(3,6,9,11,12,13,14,20, 

23,26,29,32,33,36,39,43,47,46,49). 
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En Y.áxico aun no se ha reportado la presencia del virus, aunque la epa 

risión de brotes con características clínicas similares a iguales a la em--

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

La influenza porcina fué reconocida como entidad nosológica en los Es-

tados Unidos de Norte América por Koen en 1918 (11,13) que la relacionó con 

la pandemia humana. Shope en una serie de trabajos, reportó el haber nicle-

de el virus de pulmones lesionados y demostró nu importancia como etiología 

de la enfermedad (45,46). 

La enfermedad en los humanos ha tenido gran trascendencia desde la pan 

demia de 1918 en los Estados Unidos, Europa y el rebrota. de 1957 en Asia; ( 

8,13,14,39,40,44) de donde se aisló el virus tanto de humanos como de cer—

dos y animales silvestres (5,16,19,35,31,45,40,47,49) 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 su he hecho a partir de lavados 

nasofaringeos, con hincaos frotando amígdalas y de pulmones afectados,encon 

tréndolo con más facilidad en el día 2 de presentada la enfermedad (5,8,11, 

16,17,22,25,26,45,49), 

El virus ha sido aislado en hurones, donde se ha demostrado que se -

adapta con mayor facilidad (5,8,12,16,32),tamhién lo han aislado por pases 

ciegos de macerados do pulmón en ratones (14,17). 

El virus de influenza produce una infección inaparente en hamsters,pe 

ro con pases seriados de macerado de pulmón, au adapte y produce la muerte 

del nnimal (18). 

Ll uso de embr1unos de pollo ideado por tbrnmt, en 1940, inoculando -

el virus en saco mmulóilco y alantoidee ha sido el método mas utilizado -

per diferentes invehl,leaderes (11,19,20,27,28,30,31,33,34,37). 

también se ha pedido aislar en diferentes cultive de tejidos como: 



_n_ 

pulmón de embrión humano(4,33),riFión de embrión humano(25),pero la gran 

mayoría de trabajos reportan el uso de células de ri7íón de mono pare el 

aislamiento primario del virus de influenza(25,44). 

La enfermedad de influenza porcina ha sido reproducida experimental 

menta en lechones de una semana a 3 meses do edad,inoculando unicamente 

el virus de la influenza porcina, manifentéedose solo lagrimeo,tun y uta 

mento un la temperatura hasta 41°C,uno o don dlas,denominando u unta ore 

sentación "enfermedad filtrable" (31,37). 

Actualmente el virus de la influenza porcina esta clasificado dentro 

de los RNA-Orthomyxoviridae del género influenza virus, y de acuerdo con 

la nomenclatura dada por el comité internacional para le taxonomía de los 

virus en 1978(2) están divididos en tipo A al que pertenece la influenza 

porcina, tipo 8 y Tipo C, y en base a sus características antigénicas:He 

maglutininas(H) y neuraminidasa(N).Los otros elementos de la nomenclatura 

están dadas:por el hospedador del cual fuá aialado,la localización geográ 

fica,número do cepa y agio en que fué aislado.Esta nomenclatura se aplica 

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

El día 8 de Octubre de 1978 se visitó le granja porcIcola Tenoch, 

en el Edo. de Puebla.La granja contaba con un total de 500 vientres,e1 

tipo de explotación es de cría y engorda con buenas instalacionut tec-

nificadas,en general limpia,bien ventilado y carente de humedad.U1 ali 

mento se prepara allí mismo,ocasionalmente nu les proporciona a los cer 

dos antibiótico en bl mismo. 

Se vacuna contra cólera regularmente. 

El 27 de Septiembre de 1978 en un corral de engorda(animalen de-

20 a 60 kg),se observó tos en la mayoría de ellos,respiración abdominal 

egitada.A1 día siguiente se encontraron afectados los corrales de destete 

con la misma sintomatologle.E1 día 4 de Octubre del mismo año toda la—

granja estaba afectada,menos los sementales y las marranas viejas.A par 

tir del día 6 de Octubre empezó a decrecer el problema y los animales-

afectados eran realmente pocos,presentando respiración abdominal(brinco) 

y ligero lagrimeo. 

La morbilidad fuó de un 98% y sólo murieron 3 animales. 

Los cerdoe se trataron con penicilina,excluyendo a los del area-

de engorda. 

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

días de edad como representantes de los más enfermos.Fueron sacrificados 

con anestesal por vía intraperitoneal el día 9 de Octubre a las 8 de la 

mañana y so procedió a practicar las necropsias. 

HALLAZGOS: El estado general de los animales era bueno,limpios, 

polo brillante;en comisura ocular interna se observó,en uno de los ani-

malos,coloración nogra,con aspecto do mancha de aceite,que sugirió la-

grimeo. 

A la incisién primario no nn observaron cambios relevantes. 
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En aparato respiratorio se observaron zonas grisaceas deprimidas y 

ligeramente firmes en pulmón,de tamaño variable entre 0.5 y 1.5 cros din 

tribUidas en forma difusa,de regular cantidad en todos los lóbulos,con 

ligera selectividad hacia los lóbulos anteriores (apical y oardiaco).Se 

observó congestión de cornetes nasales.En cavidad abdominal, el hígado 

se mostró pálido y los riñones ligeramente friables.En los demás órga-

nos no se observaron cambios aparentes. 

Diagnóstico postmortemtneumonla aguda y rinitis. 

Se tomaron muestras de pulmón de los animales sometidos a necrop-

sia y se corrieron pruebas bacteriológicas con el objeto de encontrar 

algún agente infeccioso (se descartó toda presencia de mycoplasma,hae-

mophylus y pasteurella). 
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OBJETIVO. 

Dadas las manifestaciones clínicas y upizootiológicas del caso __ 

y habiendo degrartado la presencia de bacteria9 como agente infeccio 

so,se sospechó de una enfermedad de etiología viral,por lo que la fi 

nalidad de la presente tesis fué le realización de estudios virológi 

cos, tendientes al aislamiento e identificación del virus de la influ 

enza porcina, con el objeto de determinar la presencia de la enferme 

dad en México. 



MATERIAL. 

1. PARA LA RECOLECCION DE MUESTRAS SOSPECHOSAS. 

a) Mechera. 
b) Tijeras 
c) Pinzas de disección 
d) Bolsas de polietileno 
e) Cajas aislantes de poliuretano 
f) Hielo seco 

2. PARA EL PREPARADO DEL INOCULO. 

a) Muestras sospechosas. 
b) Tijeras y pinzas de disección estériles. 
c) Mortero de porcelana con mango estéril. 
d) Vaso de precipitado de 100m1. 
e) Matracas de 250 ml. 
f) Barra magnética. 
g) Agitador magnético. 
h) Gasa estéril. 
i) Embudo de cristal estéril. 
j) Centífuga. 
k) Arena estéril. 

3. PARA PRUEBAS DE HEMOAGLUTINACION. 

a) Microplacas(Mca.Reg. Flow 76-003 y 77-01). 
b) Micropipetas(Mca.Reg. .025 ml. Cedo). 
c) Microdilutores(Mca.Reg.Ceco 220-33, .025 m1). 
d) Suero libre do gama globulinan(Mcn. Reg. Gibco). 
n) Probeta 100 ml. 
r) Matraz de 100 Ml. 
g) Pipetas de 1 y 10 ml. 
h) Hisopos estOriles. 
i) Agua destilmda estéril. 
j) Hielo. 
k) Viales con virus aislado. 
1) Tubo de enanyn 15 ml. 
m) Agitador Vurtsx-Sonio,Mod.K-550-6.(Mca.Rog Sc.Ind.Inc.). 
n) Glóbulos rojos do ganso lavados y diluidos 1:GO. 
0) Solución salir fosfatada y buferadn (POS) pH 7.2 
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4. PARA LA INOCULACION DE EMBRIONES DE POLLO. 

e) Embriones de pollo de 10 días de edad. 
b) Macerado de pulmón afectado. 
e) 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. V-73.). 
h) Yodo (1%) en alcohol. 
i) Parafina(sellador). 
j) Ovoscopio. 

5. PARA PASE EN EMBRION DE POLLO. 

a) Embriones de pollo de 14 días de eddd,inoculados con muestra 
sospechosa. 

b) Ovoscopio. 
c) Tijeras y pinzas de disección. 
d) Quebradora do Huevo. 
e) Cajas de Patri medianas(90 mm). 
f) Mortero Tembrook. 
g) Tripsina ~nene. 
h) Matráz do 250 ml. 
i) Agitador. 
j) Magneto. 
k) Estreptomicina y Penicilina. 
1) Gasa. 
m) Embudo. 
n) Centrífuga. 
o) Viales,Fco. de 5cc. 
p) Jeringa do 1cc.(tuborculina). 
q) Aguja hipodérmico No. 1B x 2 pulg. 
r) Yodo (1%) un alcohol. 
s) Parefina(hollador). 
t) Campana da flujo laminar. 
u) Mechero. 
v) Algodón. 
w) Pipetas da 1,3,5 ml. 
x) Pipeta de 	ml. (volumétrica). 
y) Jeringa da O cc. 
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6. PARA LA INOCULACION DE CULTIVOS CELULARES. 

a)Cultivos secundarios de riñón de bovino 
b)Campana de flujo laminar (Mca.Reg. Veco S.A) 
c)Congelador a -70°C.(Mca.Reg.Revco Inc) 
d)Estufa húmeda, con CO2, 37°C (Mea.Reg.) 
e)Botellas de dilución de leche. 
f)Botellas de Roux 
g)Macerado de pulmón sospechoso. 
h)Penicilino, estreptomicina 
i)Pipetas da 1,2 ml 
j)DEAE-dextran 
k)Medio Eagle para cultivo celular. 
1)Suero libre de gamma globulinas (Mca.Reg.Gibco. USA) 
m)Solución salina buferada PES, 7.2 pH. 

7. PARA PASE DE CELULAS INFECTADAS CON EL VIRUS. 

a) Cultivos secundarios de riñón de bovino infectados con virus (MD8K) 
b) Botellas de dilución de leche 
c) Antibióticos. 
d) Campana de flCijo 
e) Jeringa de 20 cc 
f) Centrífuga 

g) Dalanzel 
h) Reveo -70°C 
i) Viales de 5 cc. 
j) Microscopio invertido (Mca.Reg. Leitz) 
k) Medio Eagle de crecimiento 
1) Pipetas de 5 y 10 ml 
m) Tubo de centrífuga 50 ml (popipropileno). 

B. PARA LA INOCULACION DE LECHONES. 

a) Lechones de 21 meses de edad, Londroce. 
h) Jeringa de 1 cc. 
r.) Aguja 22x32, 11/4 inch. 
dl Virus aislado 
c) Algodón 
r) Alcohol 96°C 
g) Marcador rojo. 
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9. PARA NECROPSIA Y RECUPERACION DE PULMONES AFECTADOS. 

a) Pistola de percusión 
b) Cuchillo 
c.) Frasco de vidrio 1 Lt. de capacidad. 
d) Bolsas de plastico 
e) Pinzas de disección 
f) Hielo picado 
u) Caja aislante de poliuretano 
h) Revco Freezer 

10. PARA ESTUDIO HISTOPATOLOGICO. 

a) Formal 6D 
b) Pulmón afectado 
c) Fijadores (acetona) 
d) Histoquinete. 
e) Microtomo 
f) Plancha de secado 
g) Colorantes (Hematoxilina Eosina, tricrómica) 
h) Balsamo de Canadá 
i) Portaobjetos y cubreobjetos 
j) Microscopio optico 

11. HEMOADSORCION. 

á) Cultivo secundario de células de riñón de bovino (POBK) en botellas 
de dilución de leche, infectadas con el virus aislado.. 

b) Cultivo secunde rio de células de riñón de bovino (MDOK) en botellas 
de dilución dg leche, no infectadas, como testigo. 

c) Alicuotas del virus aislada. 
d) Glóbulos rojos de ganso macho levados y diluidos 1:60 
e) Microscopio invertido (Mca.Rou. Leitz). 

12. PARA OBSERVACION EN MICROSCOPIO ELECTRONIC°. 

u) Cultivo secundario de células de riñón do bovino (MDBK) infectados con 
el virus aislado en botella do dilución do leche. 

b) Cultivo secundario do riñón do bovino (MOBK) no infectadas en botella 
de leche, ceffiu testigo. 

c.) Glutaraldehidu al 3% como fijador. 
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d) Solución buffer de fosfatos, pH 7.2, 1 N. 
o) Solución de tetraóxido de osmio (0504) al 2% 
f) Alcohol etílico en concentrackanes ascendentes de 50%,70%,810%,90% y 

10D%. 
g) Araldita (resina sintética para inclunion) 
h) Ultramicrotomo (Mca.Reg. Postes aluno. Mts.) 
i) Uranilo, citrato de plomo 
j) Rejillas portaobjetos de cobre 
k) Microscopio electrónico de transmisión (Mca.Reg.Phillips,EM_300) 

13. PARA PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA. 

a) Tubos de Leighton con laminilla; sembrados con cultivo secundario 
de MDEK inoculados con el virus aislado. 

b) Tubos de Leighton con laminillas; sembrados con cultivo secundario 
de MDBK, no infectados. 

c) Solución salina buferada y fosfatada (PES) 7.2 pH. 

d) Agua deionizada estéril. 

e) Acetona. 

f) Conjugado de influenza porcina SIV diluido 1:60 

g) Estufa húmeda CO2 a 370C 

h) Microscopio do luz ultravioleta pare inmunofluorescencia (Reichert 
Austria Reg.). 
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METODOS. 

Una vez recolectadas las muestras sospechosas del brote de lo granja 

Tenoch, se procedió a preparar un lote de inéculo en la siguiente forma: 

Se trabajó en completa asepsia, bojo mechero y en una campano de nt 

jo laminar. 

Las muestras de pulmón fueron primero cortadas con tijeras, luego en 

un mortero de porcelana se trituraron con ayuda de arena estéril y el man 

go del mortero, se vació el macerado do pulmón en un matraz de 250 ml y -

se añadió tripsina versene Vol/Vol, con la ayuda de una barra magnética -

3/8 y agitador magnético se agitó durante 15 minutos 2 veces recuperando 

el sobrenadante. 

Se centrifugó a 1500 RPM por 10 minutos añadiendo antibióticos, y -

se recuperó el sobrenadante, éste fué envasado en frascos de 5 ml, que--

dando un volumén final de 1.5 ml en cada alícuota. Se hicieron pruebas -

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

bureaud. 

Se congelaron a -700C en un congelador Reveo. 

PARA LA INOCULAGION EN EMBRIONES DE POLLO Y PASE EN EMERION DE 
POLLO. 

Se utilizaron 40 huevos fértiles provenientes de le granja experi—

mental del I.N.I.P.-SARH., da Texcoco Edo. de México, ue incubaron duran 

te 10 días, seleccionandose 20 huevos fértiles de tamaño uniforme . 

Se ovoscopiaron marcando el límite de la cámara de aire, se desin—

fectaron con una :solución yodada y con la ayuda de un vibrador de punta 

se hizo un orificio pequeño en el vértice superior del huevo, se volvió 
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a desinfectar con la solución yodada,una vez hecho el orificio se taró 

una alícuota de la muestra sospechosa y se inoculó,vía saco amniótico. 

Se aplicaron 0.2 ml a cada huevo y después de volver a desinfectar se 

selló con cera.Los huevos testigo fueron inoculados con agua estéril 

deionizuda. 

Se incubaron a 35°C durante 5 días,se eliminaron los embriones mu 

ortos y los vivos fueron refrigerados n 4°C por 24 horas. 

SO desinfectaba el area de la cámara de aire en el huevo con la_ 

solución yodada,serompía el cascarón do la cámara de aire,la membrana 

se quitaba con pinzas estériles y el líquido amniótico fué cosechado 

con pipeta al igual que el líquido alentoideo.Una vez cosechado el--

líquido fué centrifugado a 1000 RPM durante 15 minutos. 

A partir del líquido cosechado se corrieron pruebas de hemoaglu-

tinacián en tubo y placa. 

De los huevos que fueron recuperados 5 días post infección,la mitad 

fueron procesados como ya mencionamos y la otra mitad además el líquido, 

se recuperaron las membranas en una caja de Petri estéril y con la—

ayuda de un mortero Tembrook se trituraron hasta que obtuvimos un--

macerado uniforme,estas se centrifugaron a 1000RPM durante 15 minutos 

y se les corrieron pruebas de hemoaglutinación. 

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

pases sucesivos y si resultaba negativa se eliminaba. 

INOCULACION EN CULTIVOS CELULARES. 

Los cultivos celulares empleados fueron hechos a partir de riñones 

da bovino,mentenido5 en medio de cultivo Engin enriquecido con 2% de sue 

ro libro de gama glehulleas,sembrados en botellas de dilución de leche. 

Les cultivos fueren mantenidos en una estufa con atmósfera de CO2 

a 33°C. 
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Se utilizaron 5 botellas de dilución de leche,que tuvieran un mo-

noestrato con un 100 % de confluencia. 

Tres botellas se inoculuron,cada una con 1.0 ml de la muestra sos 

pechosa(alícuotas) con adición de DEAE-Dextrán. A las botellas de con 

trol solo se les añadió DEAE-Dextrán.Esto se hizo para el primer pape. 

Su mantuvieran durante 4 días a 33°C en la estufa de CO2 y todos 

loa citas fueron revisadas para detectar efecto citap6tico. 

Esto se hizo de igual forma variando unicamente la cantidad do DEAE 

Oextrutn(de 0.5 m1,0.4 m1,0.3 ml y 0.2 ml) utilizando 2 botellas de dilu 

ción de leche con células pare cada dilución,quedando siempre un control. 

PASE EN CULTIVO CELULAR. 

Se emplearon células de riñón de bovino en cultivo secundario mas_ 

tenidas en medio Eagle enriquecido con 2% de nuera libre de gama glo_ 

bulinas. 

Las botellas infectadas fueron revisadas y en el momento de detectar 

inicios de efecto citapético fueron congeladas a -70°C durante 30 minu_ 

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

ción de virun.Se centrifugaron a 1000 RPM durante 10 minutos en contri 

fuga refrigerada a 4°C,se recuperó el sobrenadante y fuá envasado en 

alicuotas do 1.5 ml, volumen final.En cada paso se hizo prueba do este 

rilidad bacteriológica en caldo nutritivo,cpldo tioglicolato,agar sangre 

y saboreau. Además que se corrieron pruebas do hemoaglutinación en tuba 

y placa. 

Las alícuotas so almacenaron en un congelador Reveo u -70°C. 

Una vez cosechado el sobronadanto y habiendo penado por estas prue 

boa se volvieron e infectar batallan de dilución de lecho conteniendo cul 

tivo secundario de células do riñón do bovino con un monoast:rato a 100% 

de confluencia y se procedió du igual forma a lo anterior, a quo hubiera 
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efecto citopático,congelación,centrifugación y almacenamiento. 

Para la obtención de una buena cantidad de virus se inocularon 4 bote 

lles de Roux,conteniendo monoestratos de células de riñón de bovino a 100% 

de confluencia,con el 2° y 5° pase celular infectado,ya que tuvieron loe 

títulos hemoaglutinantes mas altos(+1:1024),a1 detectar principios de efec 

to citopático(1B horas) fueron congeladas a -70°C en un congelador Reveo, 

por un periodo de 2 hores,se descongelaron y se centrifugaron a 1000 RPM 

durante 15 minutos,en centrifuga refrigerada a 4°C. 

Se cosechó una cantidad total de 300 ml de la cual fué adicionada Vol/ 

Vol. con PS(peptona sacarosa) como soporte para ser liofilizada.Se corrie 

ron pruebas bacteriológicas en caldo nutritivo,caldo tioglicolato,agar san 

gre y sabureau.Se le añadió 3 ml de penicilina-estreptomicina. 

El líquido fué envasado en completa esterilidaz. y se liofilizó 1.5 ml 

en cada frasco. 

El liofilizado se almacenó en cámara fria a 4°C. 

A partir del liofilizado se corrieron todas las pruebas inmunológicas 

tendientes a la identificación del virus aislado. 

PRUEBA DE HEMOADSDRCION. 

Con 2 botellas de dilución de leche conteniendo células de riñón de 

bovino y un monoestruto de 100% de confluencia,se infectó una de ellas con 

virus aislado y le otra se dejó como control.Se incubó durante 18 horas en 

estufa húmeda con CO2 a 37°C. 

A las 18 horas se quitó el medio de cultivo y se lavó con PES 7.2pH, 

so lo agregó 1 ml de glóbulos rojos do ganso macho,previamente lavados en 

PUS a una concentración final de 1:60 y ea incubó durante 30 minutos,e1 me 



- 17 - 

dio fué eliminado y las botellas se observaron al microscopio invertido. 

OOSERVACION DEL VIRUS AL MICROSCOPIO ELECTRONIC°. 

Utilizando células de riñón de bovino con un monoestrato a 100% de 

confluencia (cultivo secundario), en botellas de dilución de leche. Se 

infectaron 2 botellas con 1 ml del virus y 0.3 de DEAE-Dextran y 2 bote- 

llas con lo adición de DEAE-Dextran en igual cantidad a los infectados -

como testigo. Se incubaron en estufa húmeda de CO
2 
a 37°C, y a las 40 ho 

ras post inoculación se observaron con un 40% de efecto citopático. El 

medio do las botellas fué decantado, se lavó el monoestrato con PES, 7.2 

pH y con la ayuda de una espátula de vidrio se levantó cuidadosamente -

cada monoestrato y se suspendió en PES 7.2 pH, la suspensión se centrifu 

g6 a 300 RPM en tubos de centrifuga y marcados. Una vez centrifugado, el 

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

en refrigeración . Se volvió a centrifugar a baja velocidad, se tiró el-

sobrenadante y el paquete fué resuspendido un PES, 7.2 pH. 

Las muestras fueron fijadas en tetraoxido de Osmio al 1% amortigua 
do al 0.1 M a un pH 7.2 y una temperatura de 40C, durante una hora, se-

lavaron, y se deshidrataron en alcoholes que iban del 50,70,80,90 y 100% 

de concentración. Se incluyeron posteriormente en una resina (Araldita), 

y se esperó u que solidificare. Una vez teniendo el bloque de resina con 

la muestra incluida se hicieron cortes con el ultramicrotomo e 0.6 mi—

cras de espesor y se montaron sobre rejillas de cobre (porta objetos) y 

se contrastaron con uranilo y citrato de plomo. Una vez contrastadas se 

observaron en el microscopio electrónico (Phillips EM-300). 

Esto se trabajó en el Depto. de Microscopia Electrónica del C.M.N. 

I.M.S.S. 

INOCULACION DE comon CON EL VIRUS AISLADO. 

Con 6 cerdos da :),i5 manen do edad se hicieron 2 loteo du 3 cerdos - 
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cada uno; previamente identificados, se tomó temperatura el día cero de la 

prueba y se registró. Se inocularon 2 cerdos de cada lote íntratraquealmon 

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

quedaron como testigos de contagio.( cerdo 5 y 6). 

Se tomó temperatura rectal diariamente a lo largo de 22 días oe regis 

traron y se graficaron. 

El día 22 post inoculación se procedió a sacrificar a los animales que 

habián presentado más alteración en la temperatura, comportamiento y signo-

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

bolo de percusión y se desangraron. Una vez desangrados y limpios se proce 

dió a practicar la necropsia. 

Se recuperaron pulmones y tonsilas que fueron congeladas a -7000 y — 

otras fijadas en formal a150% para pruebas histopatológias. 

PRUEBAS HISTOPATOLOGICAS. 

De los pulmones y tonsilas recuperadas de la necropsia, una vez fija—

das en formal a150% no pasaron por el proceso normal de histoquinete, se in 

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

montados y teñidos coa H.E.(Hematoxilina-Eosina). 

PRUEBA DE INMUNOFLUUHITSCENCIA. 

Se inocularon 4 tubos de Leighton con laminillas cubreobjetos conteei_ 

endo cultivo secundarlo de MDEIK, con 0.2 ml del virus aislado y adaptado a 

cultivo celular; 4 tubos de Leighton con 0.2 ml del virun liofilizado y 4 

tubos se dejaron de control. Se incubaron por 24 horca en una estufa húmeda 

a 36°C y al presentar indicios de efecto citopótico, no retiró el medio de 

cultivo (Medio Emula y suero libre de goma globulinas, 2%). Se sacaron las 

laminillas cubreobjetos con las células y su fijaron en acetona durante 10 
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minutos, se lavaren en PES 6 veces y los monoestratos fueren cubiertos por 

el conjugado SIV 1:60 e incubados en la estufa a 36°C durante 30 minutos, 

se quitó el exceso de conjugado lavando los cubreobjetos en PES (1) 6 ve—

ces pes (2) 6 veces y por último en agua deionizada estéril, so dejaron se 

car y fueron montadas en portaobjetos, uno laminilla infectada y uno Gnn—

trol, utilizando para esto glicerina diluida Vol/Vol con PES y ad obsHivc-

ron al microscopio de inmunofluorescenhia. 

De los pulmones y les tonsilas recuperadas en la necropsia, con le -

ayuda de un criótato se hicieron cortes de tejido; estos fueron montados -

en portaobjetos, fijadas en acetona por 10 minutos y teñidos con el conju-

gado de SIV, se incubaron por 30 minutos en uutufa húmeda a 36°C. Una vez 

incubados se quitó el exceso de conjugado con P06 a 7.2 pH una vez y cu---

biertas con cubreobjetos y glicerina diluida Vol/Vol con PES, se observa—

ron al microscopio de inmunofluorescencia. 
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PESULTADJS. 

IMOCULACION Y PASE EN EMBRIONES DE POLLO. 

A partir de la muestra eriginal de sulmsi de cerdo afectado des-

pués de 5 pases consecutivos inoculando 300 embriones de pollo en seco 

amniótico , se logró obtener un titulo de 1 x 10 
-5

UHA(unidades heme-

aglutinantes), 

	

Pase 1 .   1 x 10
11
JIM\ 

Pase 2 	  1 x 10
2
UllA 

Pase 3 	  1 x 10
-2
UHA 

Pase 4 	  1 x 10
-2 

 UHA 

Pase 5 -5 
	 . 1 x 10 UHA 

Nota:En pase 5 la mortalidad embrionaria,en el día 5 post inoculación 

fué de 40 54, sin encontrar lesiones en el embrión. 

INOCULACION EN CULTIVOS CELULARES. 

En el primer intento por aislar el "virus" a partir del material 

sospechoso, se incubaron células BHK-135c1-7 y los resultados fueron 

negativos en todos los casos. 

Se cambió el tipa de células a cultivo secundario de riñón de bo 

vino,se incubaron unicamente con muestra sospechosa(Alícuota) y al die 

7 empezó a dar signos de efecto citopético,pero con gran cantidad de 

células desprendidas en el medio,fué demasiado tiempo y so consideró 

negativo. 

So empezó a utilizar DEAE-Dextrán para infectar las células en 

cantidades decrecientes,en botellas de leche. 

ler.Pase lcc On munutra sospechosa + 0.Scc do Dextrán. 

20  .Pase lcc en muontrn sospechosa + 0.4cc do Dextrán. 
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39  . Pase lcc de muestra sospechosa + 0.3 cc de Dextrán 

40  . Pase 1cc de muestra sospechosa + 0.2 cc de Dextrán 

SE OBSERVO: 

A las 24 horas post inoculación: 20% ECP y pocas células desprendidas 

48 hora? post inoculación: 50% ECP y gran número de células 

desprendidas. 

73 horas post inoculación: 100% ECP y acumulo de células flo-

tando en ol medio. 

ECP (efecto citopático). Ver foto 1 y 2. 

El control fuá unicamente adicionado con DEAE-Dextrán. 

EN LOS CERDOS INOCULADOS. 

Lo único que mostraron los cerdos inoculados fué un lagrimeo caree 

teristico(manchas negruscas en comisura interna del ojo) y estornudo 

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

to.(Ver cuadrode temperaturas). 

A LA NECROPSIA. 

CERDO No.4. PetequIns distribuidas en todo el parénquime pulmonar. 

Hidrupericardio. 

El reato de los órganos aparentemente normales. 

CERDO No.G. Hemorragias petequiales y cquimóticas,distribuidas en to- 

do el parónquima pulmonar.Neumonia marcada en la región 

anterovantral (lóbulo apical y eardiace) mas marcado en 

pulmón darneho. 

El ret.ii di, los órganos aparentomente normiJlos. 
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Media 

35.22 

32.1 

39.36 

38.8 

38.83 

39.38 

39.38 

39.06 

39.53 

39.31 

39.7 

39.4 

39.6 

39.2 

39.3 

39.5 

39.11 

39.11 

39.51 

39.11 

32.0 

39.75 

CERDO 	INOCULADOS 

DIA 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

70 

21 

22 

1 

39.5 

38.8 

39.2 

38.7 

38.8 

39.2 

39.2 

39.2 

39.8 

39.0 

39.5 

39.5 

39.8 

39.4 

39.8 

39.6 

39.0 

39.5 

39.0 

39.7 

38.7 

38.5 

39.') 

2 

38.6 

38.3 

38.9 

38.8 

38.9 

38.9 

39 

39.5 

40.1 

39.4 

40.1 

39.5 

40.3 

39.6 

38.8 

39.6 

39.3 

39.7 

39.3 

39.7 

39.4 

39.3 

39.7 

38.8 

39.5 

39.7 

38.9 

38.8 

39.6 

40 

38.7 

39.4 

39.2 

39.3 

39 

39.3 

39. 

39.1 

39.5 

39 

39.7 

30 

39.1 

39 

ao.9 

39.7 

38.8 

39.4 

40 

39 

38.8 

40 

39.6 

39 

39.5 

39.5 

40 

39.5 

39 

38.9 

39.3 

39.6 

39 

39.5 

39.0 

39.4 

39.2 

39.2 

39.7 

40 

40.3 

39.5 

38.8 

38.9 

39.6 

38.8 

38.5 

39.4 

39.5 

39.9 

39.4 

39.6 

39.2 

39.6 

39.4 

39.2 

39.4 

39.2 

39.2 

39.9 

39.2 

39.9 

40 

38.3 

38.9 

38.3 

38.8 

39 

39.7 

39.5 

39 

39.3 

39.2 

39.4 

38.4 

38.8 

39.2 

39.5 

39.2 

29.7 

39.2 

39.7 

39.2 

39.0 

39.6 

3 	4  

TESTIGOS 

5 	 6 
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TEMPERATURAS REGISTRADAS. 

M.A.R.S. 
Abril 1981. 

VEil GIAFICAS. 
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fig. 1 

M.A.R,S. Abril 'Vial. 



fig . 2 

12 	16 	20 	24 
DI A5 

M.A.R.S. 	ABRIL 1901. 
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fig . 3 

M.A.R.S. 	AWATL 1981, 



fig . 4 
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40 

36  

24 
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M.A.R.S. 	P1 ,,; 	V.)51. 



fig. 5 
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HISTOPATOLOGIA. 

En los pulmones se observó: 

Aumento en la cantidad de células del epitelio brunquiplar, y diopues 

tes en forma desordenada. Inflamación del epitelio alveolar con presencia 

de exudado. Acúmulo de células monocuclearou en determinados puntos dentro 

del onrénquima alveolar. 

En tonsilas no se observó algo significativo. 

HEMOADSORCION. 

En las botellas de dilución de lecho conteniendo células MDEK infecta 

das se observó franca adsorción de glóbulos rojos mientras que en el testi 

go los glóbulos rojos no se adhirieron a las células. 

MICSMCCPIA ELECTRONICA. 

- Las tinciones negativas hechas para observar líquido amniótico infec-

tado de embrión de pollo fueron negativas, lo único que se observó fué pro 

teinas disgregadas sin la aparición de partículas virales. 

En los cortes de células infectadas incluidas en Araldita se observó: 

Acúmulon olectrodensos en todo el citoplasma mostrendonos aparición de ma-

tices virales. (M V ) Foto 4 y 5. 

Mitocondrias deformes, agrandadas y aparición de edema intramitocon - 

drial, algunas m1tocondrias nstan.(M) foto 4 y 5 . 

Formación de filamentos en todo el citoplasma 	foto 6. 

La membrana nnlular muy alterada y modificada, debido a la formación 

y liberación de mntertal viral (encapaulamiento).(Mm) foto 5 y 6. 
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Próxima a la membreana, se ven claramente viriones liberados en 

forma esférica y bacilar en tamaños que van de 80 a 120 nanómetros. 

Al igual que algunos filamentos libres no encapsulados.(V,Fv) foto 

5 y 6 . 
En las células control no hubo cambios significativos.En ellas 

puede observarse la presencia de pssudoviriones y detritus celulnron 

quo toman la apariencia de matrices virales.(PsV,0c) foto 3. 

INMUNOFLUORESCENCIA. 

Las células infectadas y teñidas con el conjugado presentaron 

inmunofluorescencia en citoplasma, se observaron puntos determinados 

de inmunofluorescencia en grupos de 2 ó 3 células confluentes, el 

resto no mostró fluorescencia específica. 

En las células control no se observaron citoplasmas fluorescen 

tes, solo hubo precipitado inespecífico. 

En los cortes de pulmón se observé aún mas fluorescencia especí 

fica.En tonsilas no se observó nada, unicamente precipitados inespe 

cíficos. 
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CONTROL 
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El hecho de que el agente aislado haya nido un tipo de contaminación 

en el laboratorio, está completamente descartado ya que nunca antes co 

había aislado 6 identificado un virus con las características y propie-

dades iguales al que describimos, en el laboratorio o en nuestro país. 

(21,36). 

La inoculación de las muestras sospechosas en embriones de pollo de 

10 días de edad causó un retraso en el trabajo en un principio,ya que no 

había dominio de la técnica descrita yo por Gordon,Nath,Nakamura etc.(11, 

19,20,27,28,30,31,33,34,37.),además que la viabilidad de los embriones 

al día 11 de edad llegaba tan solo hasta un 40%. Después de varios in_ 

tentos y de conseguir continuidad en la técnica se logró obtener un tí 

tulo de 1 x 10
-5 

 UHA,en tubo, al 50  pase, superior al reportado por Cunha 

y Nath(10,11,30). 

A partir del liquido amniótico y alantiodeo positivo a hemoaglutina 

ción so decidió concentrar el agente hemoaglutinante, utilizando el mé-

todo de hemoaglutinación - elución(21) y el da ultracentrifugación(40). 

Una vez concentrado el virus se trabajó con microscopio electrónico,se 

hizo tinción negativa con
t
las muestras y los resultados obtenidos no—

fueron satisfactorios, lo único que se observó fué acumulas de protei 

nas sin ninguna estructura que caracterizara un virus como lo reporta 

ron Coleman y Apostolov(1,10).5e pensó que lo que estaba fallando era 

la fuerza centrifuga y el tiempo de cuntrifugación,o que se tenla un 

virus con sus estructuras muy débiles por quo las grovedaden(G) y el 

tiempo que se manejaron fueron los cerrecLoo(26 000 G/1Hr). 

Dey.pu(2s de variuri intentos y de no lograr nada satisfactorio se 

dcrc:1 ti .S inue.uLar cultivos celulares primarias como lo hizo Wahondra(24, 
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Las células infectadas o incluidos en resina, os cortaron y se ehuer-

varan a microscopio electrónico. Aquí si se vieron lea estructuras vire--

les dentro y fuera de las células que coincidió con lo observado por titile 

man y Apontolov (1,10). 

Utilizando el conjugado específico de influenza porcina, :111 obtuvo -

fluorescencia color verde manzana en lou citoplasmas de las cedulas in—

fectadas a diferencia de los controlen un 'iris que unicamente un observó - 

inmunofluorescencia inespecífica, banandobe en la técnica aceptada por -

la OMS (7). para pruebas de inmunofluorescencia. 

Las pruebas de hemoaglutinación en placa, se hicieron con el sobrena 

dente cosechado de cultivos celulares primarios y con glóbulos rojos de -

ave y cuye logrando un título de 1024 UHA un los pases 3 y S. De estos pa 

ses celulares fueron tomadas las muestras paro la observación a microsco-

pio electrónico. Los títulos obtenidos en microplaca fueron iguales a los 

reportados por Nath pero superiores alas reportados por Ohis y Shild (30, 

31,41), aunque Schild reporta una concentrucilm de 5 x 106  UHA /.25 ml. 

(40). 
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CONCLUSIONES. 

1. En base a los signos clínicos y la upizootiologla desarrollada en la 

granja Tenoch, de donde fueron recolectados los pulmones sospechosos, 

y el análisis de datos obtenidos un el laboratorio, se aisló un agen 

te hemoaglutinante, que produce efecto citopático a las 24 horas en-

cultivo celular, reacciona al ponerlo on contacto con un conjugado es 

pecifico, hemoadsorciona glóbulos rojos de ganso y que observado al-

microscopio electrónico y después de inocular lechones y volver a ais 

lar el agente infeccioso.Se concluye que el virus aislado correspon-

de a un influenza virus. 

2. 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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