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8 I)IHTHUH‘('I(’)N DL VIRTS “A” DE INFLIUTENZA
Distribucion del virus “A” de influenza
an el huevo fériil de pollo

Por F. C. PENNIMPEDE vy A. 5. PARODI

En un trabajo anterior hemos estudiado V' conjuntamente con
s, Ja distribucion del virus A de influenza en el huevo
, , embridn se produce, a las 96 ho-
ras de moeulado un aumento en el titulo del virus, que, annque
era suficientemente constante como para llamar
Decidimos por eso estudiar si ese aumento era

s diag de un drgano determinado, daudo

no significativo,
nuestra atencion.

debido al desarralle en esos dias de )
con esto mayores posibilidades de reproduceidon al virus.
Pado e nenmotropisino del virus era I0gico pensar que coinei-

diera con mm mayor desarrollo de log brongnies en esa fecha del

. para dilueidar este punto, euatro tipos de expervimentos:

En Pl primero repetimos el va publicado, pero calculamos el
monto total de virns. En el segundo se determind el titule de virus
en distintag partes del embrién en un (pool) de & embriones. El
sigwiente deseribe el titulo de virus en di%intas partes del embridm,
pero tomados éstos individualmente, v el 0ltimo es idéntieo al ante-
rior, pero se varié la dosis de virns inoculada.

MareEriAL T AMETODOS

Vorus. Fué utilizada nna cepa de influenza A, aislada en el
pals @, llamada eepa 7.

Huevos. De gallina Leghorn blanca ineubados 11 dias a 38°C v
Inego de inoculados, a 37°C. Estos fueron inoculados en la cavidad
alantoidea con 0.1 ml. de virus.

Extraccion de materiales del huevo. Se realizd desde las 24 a
las 144 hrs. de inoculados, con 24 horas de intervalo. En el Expe-
rimento 1, las membranas corialantoideas fueron secadas exhaus-
tivamente con papel de filtro, las demds fueron anicamente esen-
rridas y Javadas en solucion fisiolégica. Se extrajo, también, Hquido
alantoideo con la téenica habitual. Tna vez extraido el embrién,
v Javado en solucidn fisiolbgica tres veces, se procedié a extraer,
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mediante pinzas y tijeras, la traquea, pulmones, corazén, cerebro,
hig ado v trozos del musculo del muslo. Cada uno de estos elemeutos
fué lavado en solucién fisioldgica, pesade en una halanza al mili-
graw j luego de triturado en wun mortero, suspendido en caldo
con 40 % de suero animal de caballo. Liag suspensiones se centrifu-
garon 10 minutos a 1.500 r.p. m., v con el sobrenadante se efectua-
ron diluciones decuplicadas que fueron invectadas por via inira-

nasal a ratones.

cs. Albin pa criada en el Institnto, previamente

Ratones. All oS, e
anestesiados con éter, a razén de 0.05 ml. a cada uno de euatr
ratones por dilucién. Se prolongd la observacion durvante 10 dias,
registrandose diariamente Ias bajas; al final de esie plazo se sacri-
ficaron todos los ratones, v se verificd la presencia de lesiones ti-
picas. Los titulos fueron calculados por el 50 % de mortalidad
segtin Reed y Muench,®

ExpErpnareNTo 1

- (4

Huevos escogidos segtin se deseribié anteriormente ' fueron

moculados con dilucién de virns 10 en la cavidad alantoidea. Cada
24 horas se retiraron de la incubadora grupos de 8 huevos vivos,

a 1os que se les u;txa;;o liquido alantoideo, membrana corioalantoi-
dea (agotada totalmente de su liquido sobre el papel de filtro) ¥
el embrién, estos dos ultimos elementos, luego de lavados en solu-
cién fisiolégica v pesados, fueron triturados en caldo suero, la sus-
pensién centrifugada, rvealizadas diluciones decuplicadas, ¢ inocu-
ladas en ratones.

Se realizaron 7 experimentos de este tipo, las que se detallan en
el Cuadro N© 1.

EXPERIMENTO 2

Fué realizado con el propdsito de conocer la distribucion del
virus en los distintos érganos del embrién y su posible tropismo
para deterniinados tejidos. Se inocularon huevos eon dilucién de
virus de 10¢ (Cuadro 2).

EXPERIMENTO 3

Se procedié como en el caso anterior, pero se trabajé con un solo
embrién en vez de hacerlo con grupos (pools) de ocho; se agregd la
titulacion de la membrana corioalantoidea v liguido alantoideo.

En los Cuadros 2 v 3 se detallan los resultados obtenidos, los
que muestran la eran varacién en la distribucion del virus en



CUADRO 1

] é ‘[ EMBRION . M. oA LIQUIDO ALANTOIDLEO
Horas i ,é i- | T ) i¥ ! ; T | ‘ 1 | -
“ ; Gramos Dm‘s**l ’I%St%fo Dms** I)Iff)l%f:\: I Dok [ Giramos| Dig#* ‘! Iﬂnf{ D% ! D]_)W{rp Do #% Ml ‘ D W‘I{tnifﬂ ‘ Dn\v‘“} 1])]‘51 ‘ Dt
Ce | | i ! : : i !
\ \ ‘. ‘1 § ] ‘ | 1‘ ‘ ‘ 1
24 |7 l 4,60 0,69 | 3,64 | 0,47 541 1 0,71 0,46 | 0,20 ‘ 5,04 1,13 5,77 { 1,32 ‘r 4,12 L 0,73 3,60 | 0,48 7,50 \‘ 0,55
48 17 15,97 | 0,331 3,371 0,81 | 531 ° 0,69 | 0,37 | 0,06 04,50 1 0,671 535 0,691 5921 0,75 | 3,901 9,51 1 7,86 ‘I 0,33
72 17| 728 | 0,64 l 3,30 | 0,97 | 5,56 | 0,99 | 0,54 | 0,21 3,95 | 0,77 | 4,98 081 | 7,44 \ 21 | 500 102 7.26 | 102
96 ‘ 71 9,85 ] 0,921 3911 0,71 | 620 ' 0,68 1 0,41 | 0,08 | 3,43 | 0,65 | 447 0,52 | 7,16 \ },00 3,20 | 0,66 | 7,33 ! 0,66
120 2 !11,77 i 1,18 ‘ 3,72 ’ 0,76 6,08 1 0,77 | 0,32 | 0,03 ‘ 3,36 | 0,41 4,15 0,49 | 5,82 1,14 ‘ 4,741 0,33 6,73 0,26
144 1 2 ;13,11 ‘ 1,25 ) 3,52 | 0,42 | 5,93 0,39 = 0,32 0,05 | 2,77 | 0,31 3,70 : 0,69 ‘ 5,57 \ 1,53 | 4,01 : 3,51 3,03 4,53
* Dosis mortales minimas 50 9.
¥+ Desviacién media simple.
CUADRO 2
TITULOS DE LOS “POOLS” DE DISTINTOS OBGAN()S DE EMBRIONES DIE POLLO INOCULADOS
CON DILUCION DE VIRUS 19
(Titulacién en ratones)
‘ l LOGARITMOS DE LOS TITULOS
HORAS 1 N B R ‘ S ——
i ! Triquea Pulmones J‘ Corazon ’ Cerebro ‘ Tiieada : AH=culos
‘ | ; i
| l \ | |
24 . ! 1 j 2,25 3,50 2,33 ‘ <1,00 2,21 ! 2,00
A8 o 2 3,41 + 0,59 1,68 0,58 1,43 +0,23 | 2,08 40,58 1,80 + 0,36 ‘ 2,66 4- 0,00
72 o ’ 1 \ 1,00 2,25 1,00 ‘ <1,00 1,25 ‘ <1,00
96 . o 1 1,50 | 1,66 <1,00 <1,00 <1,00 | <1,00
120 0.0 . 1 3,00 : 3,50 <1,00 1,00 <1,00 ‘ 2,00
4 o 3,00 , 395 21,00 174 <100 176
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CUADRO 3

TITULOS DI LOS ORGANOS DE LOS EMBRIONES DE POLLO INOCULADOS CON DILUCION DE VIRUS DB
(Titulacién en ratones)

10-¢

H MEDIA DE LOS LOGARITAOS DE LOS TITULOS BN:
TIORAS i\{:‘\{pdc = | : N
) M. C. AL alant.| Dms. \Tr;iquea Dms. | Pul mon‘ Dims. (:‘rnrm‘()n\ Din=. ‘(kr'-bm Dms. ‘ Higac h)‘ Dins, I\hl\(u]n D,
| \ l ; : 1 \ | |
| | | |
24 4 — 16,75+ 0,00 3,63 { 0,81 | 2,60 | 0,37 1,73 l 0,40 l 1,85 0,33 1,54 \ 0,59 ‘ 3,06 | 0,81
48 4 5,756,721 0,35 | 3,55 | 0,73 | 2,00 | 0,37 | 2,27 | 0,37 | 2,47 ‘ 1,15 | 2,011 0,26 2,43 | 0,43
2 4 | 5,504 6,17 ‘ 0,66 | 3,00 | 0,62 | 229 | 0,74 1,70‘ 0,80 | 2,61 | 0,81 | 1,67 | 0.21 | 251 | 0,38
96 . 4 | 6,50%537 | 0,77 | 3,541 0,61 | 2,81 | 0,56 | 2,37 | 0,19 | 142 | 047 | 244 0_‘6%‘ 231 | 0,31
120 . 3 555 | 0571 2791 059 | 213 | 0.81 | 160 | 093 | 145 | 037 1 136 | 027 | 151 | 0,40
* Una muerta.
** Dos muertas.
CUADRO 4
TITULOS DE LOS CRGANOS DE LOS EMBRIONES DE POLLO INOCULADOS CON DILUCION DE VIRUS D 10
(Titulacién en ratones)
LOGARITAIO DE LOS TITULOS EN:

HORAS N‘ézpﬂe ‘ — ‘ ——— —

’ M. C. A, i L. Aln. 1 Triquea ‘ Pulmones ‘ Corazim “ Cereora ‘ Ligado % AMdseuda

| |

24 1 6,75 6,00 3,50 : 2,75 i 3,00 i 3,00 2,00 ! 3,00

48 1 5,25 6,00 <2,00 3,00 | 2,00 <100 2,25 ! 2,00

72 1 6,25 6,00 \ 375 | 295 295 | L5 200 | 3,50

96 ... 1 | 6,00 0,50 2,00 i 1,25 l < 1,00 ’ 1,00 i 1,50 ! 2,25

120 T 3,50 ] 495 | 4,00 ] S450 | 75 275 | 275 | 1,25
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cada wne de los drgancs considerados y las desviaciones producidas

)

en el titulo en cada una de las experienciag realizadas.

ExperIMENTO 4

Difiere del experimento 3 en que la inoculacién de los huevos fué
realizada con una dilucidn de virus de 103, Hsta dilueién fué adop-
tada con el ohjeto de averiguar si las diferenciag observadas en log

wu
-

N
X

e *Embrion \

w
1

ome s M.C.AIANL. .

Log. DLM contenidas en o,05 mis
»
-

Yo Lig. Alant

24 a8 72 86 120 124 horas
después de lnoculados

GRAPICO 1.

Experimentos 2 y 3 eran motivadas por Ia concentracién del inoenlo,
En el Cuadro 4 se muestran los resultados, los cuales no difieren
de los observados en los experimentos anteriores, cuvo inoculo fué

108

de dilucién de 10
RESULTADOS

Los datos obtenidos evidencian que log titulos, tal como lo com-
probaramos en un trahajo anterior M, en el embrién no parecen
sufrir mayores modificaciones, en cambio, en la membrana corio-
alantoidea son francamente descendentes a partir de las 24 hovas
de la inoculaciéon, momento en el cual aleanzan su nivel maximo;
en tanto que en el liquido alantoideo el miximo se manifiesta a las
43 horas para luego descender gradualmente hasta las 144 horas,
pero conservando un nivel superior a los titulos correspondientes
a los embriones y a las membranas corvicalantoideas (Grafico 1).
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Bl monto total de virus de cada uno de estos elementos perniite

el trazado de eurvas del mismo tipo para cada uno de ellos, pere
sus relaciones son distintas (ver Grafico 2). Mientras ol lguide
alantoideo, tanto en lo que respecta a titulo, como a la cantidad
de virus contenido, conserva el mas alto nivel, la membrana corio-
alantoidea cuyo titulo, frente al de los embriones, era infervior re-
cién a las 96 horas, su contenido total de virus se iguala al de dstos

a las 48 horas, v se hace francamente mmferior a las 72 horas.

o
N
n AN &
a N .
= . N
m e
- i‘\\‘
o ~
s AN
= N
- N
\
e \
N
g
- ~
N
R BT « Embrion AN
N
om0 M.C.Alant. N
\
se——x Liq- Alant. °
4
01
2% 48 /z 9% 120 144 horas

después de inoculados

GRrRAFICO 2.

Los titulos correspondientes al liquido alantoideo y a los embrio-
nes, se aproximan hacia las 144 horas (Grafico 1), v el contenido
total de virus para esa hora es igual para ambos.

En el Grafico 3 se han cserito lag variaciones ponderales de estos
elementos con el propdsito de evidenciar la relaciéon entre éstas y los ti-
tulos y contenidos de virus. Sumando el contenido total de virus de
estos tres elementos cada 24 horas, se hace notable que el maximo
de virus se obtiene a lag 48 horas, v a partir de ese momento decrece
lentamente, llegando a las 144 horas, a ser 90 veces menor (Grafico 4).

Los Experimentos 2, 3 v 4 revelan que el titulo de virus de lag
distintas partes del embrién, va sea estudiado en un ‘‘pool’” de 8,
va individualmente o variando la cantidad de virus inoculada, no
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e una curva regwlar en ninguno de los érgancs. Hay, sin em-
bargo una tendencia a disminuir el titulo desde la 24 horas de

inoculados hasta las 144 hovas en que se ha estudiado, pero en el
n hay en cada drgano anmentos ¥ disminuciones en el titulo

intern

Sin seg fijo para cada nno de cllos.
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GrAFICO 3.
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GRrAFICO 4.

Discusionw

Los resultados expuestos sugieren gue el virus se distribuye por
todo el embrién y que en ¢l se mantiene mas o menos uniforme-
mente. Si el virus contenido en el embrién es produecto de una
reproduceién del mismo en el embrién, o es una especie de inhibi-
ciéon de todo el embridon por el virus producido en la membrana
corioalantoidea, no podemos saberlo, pero es evidente que hay érga-
nos en que hay mis virus que en otros, cosa (ue sugiere apoyo de
la primera hipdtesis.

Por otra parte es obvio que una curva de titulos para un 6rgano
determinado en funeidén del tiempo seria incorrecto, porque cada

7. XIF,

N 1
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dia se utiliza un embrién distinto v no todos tienen un desarrolio
uniforme. Habria que hacer en ese caso el analisis de cientos de
embriones, cosa practicamente imposible por el tiempo ¥ el material
que requeriria.

El monto total de virus de lag distintas partes del huevo (eimn-
hiién, membrana v liquido alantoideo) senala que el monto total de
virus aumenta en el emhrion. Esto es ldgico, pesado como una con-
secnencia del aumento de peso del mismo y el mavor niimero de

I
Yl - a1t aiacs air ac P . P N e R R A 1.7 i B | -
CJLrOS auLores lall estuulduo ta aistribueion del virus de iraen-
9

(5,6,7,8y

celulas que se ponen a disposicrdn del virus,
3

7 ). pero los experimentos ne se extendian a mas de las

48 lioras, o las condiciones en que se realizaron las experiencias no

son las mismas en que se han vealizado las nuestras. Pearson @ es

el tmico autor que extiende la observacién hasta el 6° dia de inocu-

lados los huevos, pero la téenica adoptada, como los resultados que

I TILY A a e T Yoo Aldaitdoc as S BV Sa
CUTILHE, (lrlerell ai1ge e 10s CRLeLIQOs ey el ira €5 ngicie
nadoe M. Jag diferenciag gon immnmtables ¢in duda. s las téenicas
nade ; lag diferencias sen mmputapies, sin duda, a ias iéenic

N

seouidas, a las distintas cepas de virus utilizadas, a las diluciones

inoculadas a los huevos.

Resumen

1) Se han estudiado Ja distribucién v monto total de virus en el

huevo fértil de pollo.

J34 1

[5 A activAdiA A c1irra o L . z
2) Se estudié la curva de los tit 1

ilos de los distintos Organos del
embrién de pollo.

3) Se deduce de los experimentos que: el monto total de virus
aumenta con el aumento de peso del embrién ; el virus se distribuye
en forma desigunal en los distintos Grganos del embridn, sin seguir un
orden determinado desde las 24 hasta las 144 horas de inoenlados.

4) Se discuten los resultados.
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