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El Hospital de Nuestra Sefiora de Guadalupe, que tiene el doble aspecto
de la atencién de los nifios con secuelas poliomieliticas, estableciendo un
plan asistencial que abarca todos sus problemas, realiza también dentro de
su programa puntos de investigacién cwnt.lhca, unos. ya termmados y otros
todavia en evolucidn.

Une de los temas. que. el Hosp1tal mvesnga sobre la enfermedad de Heine

~Medin, es el aislamiento del virus, partiendo de materias fec.ales de enfermos

con poliomielitis. : :
La comunicacién que presentamoa a esta docta corporacmn comprende

los trabajos preliminares. que se han efectuado ¥ las conclusiones a que
hemos llegado. :

MATERIAL USADO

I. Materias- fecales’ de' enfermos con poliomielitis;, tomadas durante
los primeros quince dias de evolucién de la enfermedad.
il. Cuatro monos adultos machos, de la especie' Macdca mulatta, aproxl
madamente de 114 afios de edad y de 2.800 a 3 Kg. de peso.! -
111, Conejos criollos de cinco meses de edad y de 2 a 2.500 Kg. de peso.
IV. Cobayos de dos a tres meses de edad y-de 0.300 a 0.400 Kg: de peso.
V. Ratones suizos de tres a cuatro semanas de edad y de 12 a 15
gramos de peso.
V1. Embriones de pollo de diez dlas de incubacién.
VII. Medios de cultivo . (aerobiosis ¥ anaerobiosis).

¥ Trabajo reglamentario leido en la sesién del 28 de mayo de 1952,
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TEcNICA

Se emplearon tres muestras de materias fecales de enfermos con polio-
mielitis en estado agudo, tomadas dentro de los primeros quince dias de Ia
aparicién de los sintomas, las cuales se purificaron para ser después inocu-
ladas en el mono. Estas muestras se conservaron congeladas a —25° C desde
su recolecci6n.

Las materias fecales se prepararon haciendo una suspensién de 5 a 10
gramos de heces en 50 c.c. de solucién salina estéril.? Esta suspensién se
‘agité durante media hora, mecanicamente, y se dejé en refrigerador a
4° C, durante 24 horas. Después de ese tiempo se separo la capa sobrenadante
y se desechd el sedimento. El sobrenadaute se centrifugd media hora a
a 2,000 revoluciones por minuto. El sedimento resultante de esta centri-
fugacién se separd y se conservd congelado a —25° C, para ser después inocu-
lade por via intranasal. A la capa acuosa se le agregaron de 15 a 20 c.c. de
éter y se agité mec&nicamente durante media hora. Esta agitacion se repitié
seis dias, manteniéndola durante todo este tiempo a 4°C.; después se cen-
trifugé a 2,000 revoluciones por minuto durante media hora, se separé la
capa intermedia y se desecharon el sedimento y la capa superior. Se eliminé
al éter aplicando vacio y se hicieron las pruebas de esterilidad bacteriolégica,
sembrando el material en gelosa sangre, caldo higado, gelosa triptosa y
caldo dextrosado. Durante todo este tiempo se conservéd la suspensién, en el
congelador, a -—25° C. Los resultados de los cultivos fueron negativos, lo que
comprobé_ que la muesira se hallaba libre de bacterias.

Una vez efectuada la prueba de esterilidad bacteriologica, se descongel
el material y se separé en dos porciones: una para la inoculacién intra-
cerebral y la otra para la intraperitoneal. La porcién que se separd para la
inoculacién intraperitoneal, se centrifugé durante media hora a 4,000 revo-
luciones por minuto en centrifuga refrigeradora. Se separé el sobrenadante
que se conservo congelado hasta su inoculacién, La otra porcién se centri-
fugd a 4,000 revoluciones por minuto durante una hora en la misma cen-
trifuga y el sobrenadante se conservé congelado; se repitieron las pruebas
de esterilidad bacteriolégica.

Las tres muestras estudiadas se trataron en la misma forma.

INOCULACION EN “MACACA MULATTA"

Cada una de las muestras se inoculé en un mone, ¥ se empled para ello
inoculacién maltiple.
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Desde diez dias antes de la inoculacién se vigild clinicamente al mono,
por los métodos habituales, para saber si guardiba buena condicién de
calnd. El dia anterior a la inoculacién se pesd y se le extrajeron 25 c.c. de
sangre por puncidn cardiaca para conservar ¢l suerc como testigo negativo.

Al mono anestesiado se le aplicaron 0.8 c.c. del material purificado, por
via intracerebral. Para esto, se hizo una pequefia incisién en la piel rasurada
de la cabeza, en la regién frontal, cerca de la linea media, se trepand eléc-
tricamente el hueso y se introdujo el indculo, del que se deposito 0.2 c.c. a
1 em. de profundidad y el resto a una profundidad de 2.5 em.; se cubrié
la herida con tela adhesiva; inmediatamente después se le aplicaron 10 e.c.
de la suspensién preparada para tal efecto, por via intraperitoneal y 2 c.c. del
primer sedimento separado, por via intranasal.

Fl mono nimero 4 se inoculd en la misma forma que los anteriores.

RESULTADOS

La primera muestra de materias fecales se inoculé en el mono nimero 1,
usando la técnica antes indicada y, al no aparecer sintomas después de cinco
dias, se reinoculd tres veces por via intranasal, cada tercer dia.

Inocrdacién en Macace mulatte

| . . .

. Dia de la aparicion de los sintomas

M. mulatta Material Dosi . I
¢ . gsis ¥ via N

N inecalado Temblores Fiebre | Paresia Parélisis

]
Materias feca-! 0.8 c.c. ic
les purif. |10.0 c.c. i-p
1 1.0 c.o. in . . .
Muestra N°1| 2.0 cc. im
20 c.c. in
2.0 ce. i-n

Miaterias fn}ca-'
es purif, 0.8 e ie o o o s

2 10.0 C.C. i-p 4’ 5 go llu 9 I
Muestra N°2| 2.0 cc. in

Materias feca-

les purif. | 0.8 cc. ie .. .
3 10.0 c.c. i-p
Muestra N*3| 20 c.c. in

Suspensién al| 0.8 cc. ic
4 109 de la| 5.0 cc. i-p 5° 7 9°1 10°1
medula N*2 | 1.0 ce. i-n 10° 11

1, ataque a un miembro; I, ataque a 3 miembros; i-¢, intracerebral; i-p, intraperitoneal;
i-n, intranasal.
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Como se puede observar en el cuadre, los resultados de este primer in-
tento  fueron negativoa; este mono se ha observado durante tres meses,
Tampoco presenté ningilin sintoma el mono nimero 3 incculado con la tercera
muesira de materias fecales.

El mono mimero 2, inoculade con la segunda muestra de materias
fecales, presenté los primeros sintomas al quinto dia después de la inocu-
lacién, que se maniféstaron por una pequeiia elevacién de la temperatura:
40.2°C; esta elevacxon se hizo mas ostensible al sexto dia: 40°C; en el
séptimo dia se notaron temblores en la oreja izquierda, erizamiento cle pelo,
debilidad muscular de les ‘miembros anteriores y disminucién de la tempe-
ratura a 40.2°C; al octavo, hubo paresia del miembro tordcico izquierdo,
anorexia y temblores de todo el cuerpo, y, al noveno, parlisis del miembro
tordcico izquierdo y paresia’ de los otros tres miembros, anorexia y postra-
cién. Se tomé sangre para los estudios serolégicos que se efectuarin poste-
riormente y se sacrific6 al mono. A la autopsia no se observaron alteracio-
nes macroscopicas en las meninges, medula y encéfalo; se tomaron porciones
de los engrosamientos cervical y lumbar, asi como de la parte media de la
medula dorsal, para estudios histolégicos, y se hicieron cultivos en aerobiosis
y anaerobiosis para comprobar la esterilidad bacteriolégice, sin que se en-
contrase bacteria alguna ¢n ellos; El resto del tejido nervieso se conservé
en congelador a —25° C para la investigacién viroldgica, Este mono presentd
los sintomas de poliomielitis, y llené asi el primer reqmslto para el recono-
cimiento de este virus en los animales inoculados.

En los estudios histoldgicos practicados en los segmentos de medula, el

_patblogo, doctor Dionisio Nieto, nos comumco ¢l haber obtenido los siguien-
tes resultados: _

“Tanto los cortes de medula lumbar, como los segmentos dorsal y cer-
vical, presentan marcados signos de congestion. Todas las ireas de substan-
cia gris muestran fenémenos inflamatorios que son més intensos en las astas
anteriores. Los vasos se encuentran infiltrados con polinucleares, linfocitos,
histiocitos y algunos elementos microgliales. En el parénquima se observa
una proliferacién marcada de la microglia, sobre todo en las astas anteriores,
¥ las células nerviosas presentan intensas alteraciones. Muchas de éstas se
encuentran rodeadas por acimulos de microglia, reproduciendo la imagen
tipica de la neuronofagia. En la substancia blanca se encuentran también,
aisladamente, algunos vasos infiltrados. Son muy escasos los fendmenos
inflamatorios en la pia. De los tres niveles medulares que hemos estudiado,
se encuentra mayor intensidad de las lesiones en la regién lumbar. Estas
observaciones han sido hechas en trozos de medula incluidos en celoidina
y con-el.método de ocoloracion de Nissl.”. '
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Estos resuliades nos demuestran otra vez la pregencia de este virus por
su accidn sobre los tejidos.

Postenormente, se hizo una suspensxon de la medula al 10 por c1ent0, la
que se inoculé por via intracerebral y usando dosis altss, en conejos, cuyes
y ratones, sin que se observase trastorno. patoelégice alguno dos meses después
de la, inoculaeidn. Se hicieron también inoculaciopes por vig subdural en
ratones, con el mismo resultado negativo, y se inoculé en embriones de pollo
de diez dias de incubacién, por via corioalantgidea, sin que causara ningiin
efecto en el desarrollo del embrién,

Esta misma suspensién se inoculé en un segundo mono (mono numero
4) de 2.860 Kg. de peso. Para la inoculacién intracerebral se diluyd esta
suspensién al 1:2 y se inocularon 0.8 c.c. por esta via; se le aplicaron 1 ce.
del sedimento de la suspension por via. .intragnasal y 3 c.c. de dlcha suspen-
sién por via intraperiteneal. Cuatro dlas despnés se presentd una ligera ele-
vacién, de temperatura: 39. 5°C; al quinto dia volvié a su temperatura nor-
mal:. 39. 2°C, pero se notaron temblores en la oreja izquierda y disminucién
del tono. muscular de los miembros toricicos; al sexto dia la temperatura.
fué normal: 39.1°C, pulso normal y respiracién un poco acelerada; al
séptimo dia hubo fiebre: 40.2° C, y respiracién muy acelerada; al octavo
dia_aumenté la fiebre: 41°C, se presentaron temblores en todo €l cuerpo,
erizamiento de pelo, catarro nasal ligero y respiracion muy. acelerada; al
noveno dia bajé un poco la fiebre: 40°C, y se notd una disminucién franca
del tono muscular del miembro tordcico derecho, erizamiento del pelo y
flexion del cuello hacia adelante; al décimo dia bajé la fiebre: 40.3°C, y se
presentaron parélisis flaccida del miembro toracico derecho, incontinencia
de orina y debilidad. general; al undécimo dia, temperatura normal: 39°C,
paralisis fliccida del miembro toracico derecho y parilisis parcial del miem-
bro torcico izquierdo, debilidad y postracién;. al duodécimo dia su estado
general mejord v se iniciaren algunos movimientos del miembro toracico
izquierdo y recuperacién completa de los miembros pélvicos; los miisculos
han mejorado progresivamente y la incontinencia de orina ha terminado.

A este mono no se le sacrifics, pues se le conserva para los estudios
de neutralizacién del virus que se efectuarin mas adelante. Se conserva el
suero sanguineo obtenido antes y después de la inoculacién, que serviri
para llevar a cabo dichas pruebas.

COMENTARIOS

En el presente trabajo se tomaron como pauta las premisas comentadas
por Kessel, Moore, Stimpert y Fisk, 19412 y por Trask y Paul y Melnick,
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1943,* fueron satisfechas las condiciones impuestas por estos investigadores-
para establecer la conclusién de que un virus de poliomielitis habia sido
aislado.

Que tengamos noticia, es la primera vez que en México y en Latino Amé-
rica se lleva a cabo el aislamiento del virus de la poliomielitis. Para hacer
esta afirmacién se ha realizado una revisién minuciosa de la literatura que
existe al efecto, .

Ya otros investigadores: Moore y Kessel en 1943,5 y Nelson en 1947,
han sefialado los complejos procedimientos que existen para el manejo y
aislamiento de estos virus,

El virus de la poliomielitis es un organismo muy dificil de trabajar, de-
bido principalmente a su especificidad. La necesidad de usar monos para las
investigaciones ha detenido a muchos investigadores.

Es dificil aprender a llevar a cabo y analizar los experimentos en el
mono. Es importante tener en cuenta, para los estudios cuantitatives, el
riesgo de infeccién accidental, las inoculaciones previas, los efectos de la
dilucién del material, la conservacién de éste, la edad vy tamano del animal
y hasta la estacion del afic en que se trabaja, como lo sefialan Kessel, Moore
y Pait, 1946.7

Ademas, en los monos inoculados con diferentes cepas, hay diferencias
en la gravedad de los sintomas, por lo que interesa conocer y dominar todos
los factores para interpretar los resultados,

Indudablemente que no es posible afirmar si la cepa que se ha aislado
en el Laboratorio de Palo Alto puede considerarse como una cepa autéctona,
y s6lo lo serd después de los estudios que se vienen realizando desde el
punto de vista inmunolégico; esta investigacién se practicara con las cepas
descubiertas por Armstrong, 1939,8,2 Kessel y colaboradores, 1946,1¢ y por
Bodian y colaboradores, 1949,11 y que corresponden a las cepas de Lansing,
Ledi y Brunhilda. Para ello ya se ha estabilizado la cepa Lansing y sélo
se incrementa el titulo del virus, como es de costumbre, a través de pases
por ratones suizos; y se trata de establecer conexiones con las instituciones
que vienen conservando las cepas Ledn y Brunhilda para poder fijar la con-
clusién de si la cepa aislada en la ciudad de México corresponde a un nuevo
tipo inmunoldgico.

Diversos puntos de investigacién han sido planeados, partiendo del
aislamiento del virus que se ha realizado: la posibilidad de hacer inocula-
ciones en los monos que existen en la Repiiblica Mexicana, lo que facilitaria
en gran parte las investigaciones, pues la adquisicién de Macaca mulatta es
bien dificil de realizar y, sobre todo, el animal es dificil de aclimatar a
nueestro medio. La inoculacién en otros animales como el himster y el
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murciélago v su culiivo en tejidos, estd deniro del programa de investiga-
cién; desde el punto de vista histopatolégico se practican investigaciones para
mayor conocimiento de las lesiones producidas por el virus de la polio en
los diferentes aparatos y sistemas y, desde el punto de vista de la prevencion
de la poliomielitis, se trata de consolidar las investigaciones efectuadas.

CONCLUSION

En este trabajo se informa del aislamiento de una cepa de virus de polio-
mielitis, realizado en la cindad de México, en Macace mulaita, llenando los
requisitos indispensables que han sido sefialados para la identificacién del
virus. '

RESUMEN

Se aisla por primera vez en México una cepa del virus de !a poliomielitis en
Macaca mulatta partiendo de materias fecales de un paciente en el estado agudo de
la. enfermedad.

Se comprueba la identidad del virus por la parilisis producida en el mono, los
estudios histolégicos de Ia medula, su inocuidad para otros animales de laboratorio y
embirién de pello, ¥, por pase a un segundo mono en el que se reprodujeron los sintoras
clisicos de la enfermedad.

SUMMARY

A strain of the poliomyelitis virus is isolated, in Macaca mulatte, from fecal material
of a patient in the acute stage of the disease, for the first time in Mexico.

The identity of the virus is confirmed by the paralysis produced in the monkey,
the histological studies of the spinal cord, the innocuity to other laboratory animals
and the chick embrye, and by passage to a second menkey in which all the classic
symptoms of the disense were reproduced.

RESUME

On a isolé pour la premiére fois, au Méxique, une souche du virus de la polyomélite
chez le Macaca mulatta en partant des matiéres fécales d'un malade en crise aigiie.

On vérifie Iidentité du virus par la paralyse preduite chez le singe, les études
histologiques de la moelle epiniére, I'innocuité chez les autres animaux de laboratoire
et chez l'emnbryon de poulet.

L’innocuité du virus a été vérifife chez d'autres animaux, mais il est actif chez un
second singe dans lequel on a reproduit les syndromes classiques de la maladie.
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