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O B J E T I V O S 

Desarrollar un método inmunoenzimático para la cuantif~ 
caci6n de anticuerpos del tipo IgG para poliovirus tipo 

1. 

Comparar el método inmunoenzimático con uno clásico pa­
ra la determinaci6n de anticuerpos virales, como lo es 
la ncutralizaci6n en cultivo celular. 

Determinar, en la poblaci6n estudiada, el porcentaje de 
seroconversi6n en funci6n de las dosis recibidas de va­
cuna Sabin. 



INTRODUCCION 

Si bien es cierto que en algunos países la poliomiel! 
tis es un problema probablemente tan remoto como la muerte 

negra, en otros, como el nuestro, el padecimiento paralít! 
co aún florece. Por mucho tiempo ha sido una de las en fer 

medades más temidas por las secuelas que ocasiona debido 
al dafto irreversible de las neuronas motoras (29, 63). 

Ya en la antigüedad se reconocía su efecto devastador, 
como lo muestran las estelas egipcias de la Dinastía XVIII 

(1580-1350 A.C.) donde se representan las deformaciones ca 

racterísticas de las extremidades. No fut'5 sino hasta el -

siglo XIX cuando Heine, un ortopedista alemán, dcscribi6 -

las manifestaciones clínicas del padecimiento; y cuando se 

reconoci6 en forma epidémica por Mcdin, quien en 1890 es-­
quematiz6 la historia natural de la enfermedad ('15, 87). -

Cuatro aftas más tarde Cavcrly (87) describe el primer bro­

te epidémico en Norteamérica, específicamente en Vermont · 

con un total de 132 casos. 

Algunos aftas después, en 1908, Landstainer y Popper · 

(45, 87) demuestran que su etiología es viral y por ende -
su naturaleza infecciosa. Pero el descubrimiento más im-­

portante lo realizan Enders, Wcller y Rohbins en 1949, 
(18) al propagar el virus in vitro en cultivos de células 
de tejidos embrionarios humanos de origen no neuronal. 

A partir de ese afio se inicia la carrera para descri­

bir y explicar la patogénesis de la poliomielitis; investi 

gadores como Sabin, Bodian, Mclnick y otros (30) se enfra~ 
can en la tarea de dilucidar la vía de transmisidn y el s! 

tia de replicación del virus, su modo de discminaci6n den­
tro del organismo, sus órganos blanco y en general los me-
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canismos por los que es capaz de dañar a su hué specl a 1 mu 1 

tiplicarse, 

Por otro lado, Salk y Sabin (29, 69, 70, 71) encabe-­
zan una segunda línea clc inv.estigaci6n también muy impor-­

tante, encaminada a la producci6n de una vacuno cuyo prop~ 

sito es mantener al padecimiento bajo control, y ele ser p~ 

sible, lograr la erradicaci6n del virus paralitogénico. 

A partir de 1952, Salk (72, 73, 74) inicia el desarr~ 

llo de una vacuna antipoliovirus, mediante un tratamiento 
químico con formol al D.41 durante 13 dfas a 37ºC logr6 -­

eliminar la infectividad de los virus propagados en culti­

vos de rift6n y de testículo de mono, sin destruir su poder 
antigénico. Las pruebas de campo para verificar la seguri 
dad de la vacuna se efectuaron en monos Cynomolgus; el en­

sayo en seres humanos se inici6 en 1954 y demostró su seg~ 

rielad así como su capacidad para conferir inmunidad, por -
lo que finalmente en 1955 se autoriz6 oficialmente su pro­

ducci6n y aplicaci6n en gran escala. La rápida dcclina--­

ci6n del ndmero de casos demostr6 su eficacia. 

Por otro lado Sabin, Koprowski y Cox (36, 62, 65, 66) 
desarrollan una vacuna con virus vivos atenuados. En la -

primera etapa se seleccionaron cepas altamente paralitogé­

nicas que después de algunos pases no produjeran parálisis 

por inyecci6n intratalámica, pero que por vio oral o intr~ 

muscular produjeran una infecci6n inmunogénica en monos 

Cynomolgus. Después de excesivas pruebas en animales y v~ 

luntarios de una penitenciaría federal <le Ohio, los labor~ 

torios Merck, Sharp une! Dohme comenzaron a producir la va­

cuna en gran escala con las cepas desarrolladas por Sahin, 

que se uti.l iz6 en ensayos <le campo en Estados Unidos, la -
URSS, México y otros, el éxito logrado provoc6 que c11 10hl 

se aceptara oficialmente por la OMS. Por su parte, los la 



borutorios Lederle desarrollaron la vacuna con las cepas -

de Koprowski y Cox, pero se demostró que estaban mucho mo­

nos atenuadas que las de Sabin por lo que no tuvieron la -

misma aceptación. Con lo administración de la vacuna oral 

a partir de 1962 se logró una reducción mayor en el ndmero 

de casos. 

No obstante, la poliomielitis sigue siendo un tema do 

actualidad, ya que una mala cobertura en Ja inmunización -

contra este padecimiento podría dar origen a unos cuantos 

casos, los que a su vez podrfan causar una epidemia (25, -

61) . 

Desde que se iniciaron las campañus de vacunación an­

tipoliomielítica se observó un descenso in~ortante en las 

tasas de morbi y mor ta litlad (71), Sin embargo, en algunos 

países del tercer mundo, con condiciones sociocul turait'S -

similares a las nuestras, se ha observado que la [recucn-­

cia de poliomielitis no ha disminuido en forma similar a -

lo que sucede en los países desarrollados (3, ó1 i. Es por 

ello necesario establecer el estado actua.l de la .inmurddad 

contra la poliomielitis en la Rep6blica Ncxlcana. 

Este trabajo es una contribución al mejor conocimien­

to de la situación actual de este problema en nuestro país. 



s 

G E N E R A L I D A D E S 

A) Poliovirus: 

En 1909 se descuhri6 que el agente causal de la poli~ 
mielitis es el poliovirus, ya que Landstainer y Popper (45, 

87) pudieron aislar el virus en monos a los que les habían 
provocado poliomiulitis al inocularles por vra intracere-­

bral, tejidos emulsificados del sistema nervioso central -
de un niilo <le nueve aiios muerto por poliomielitis paralít.!_ 
ca. 

En 1939, Armstrong prob6 la adaptaci6n de los poliov.!_ 
rus a la rata del algod6n y diez aiios más tarde, en 1949, 

Enders, Weller y Robbins (18) demostraron que el poliovi-­

rus era capaz de replicarse en cultivos de c6lulas no neu­
ronales humanas o de mono. Tal descubrimiento, que les v~ 
li6 el Premio Nobel, permi ti6 el estudio mt'.is profundo del 

virus y de la enfermedad que ocasiona. 

Clasificaci6n: 

Los virus están agrupados en familias con base a ca-­

racterlsticas generales como son su tamaiio, tipo de ácido 

nucleico y otras características medibles y comprobables. 
Dentro de cada familia la clasificaci6n en g6neros se hasa 

en propiedades más específicas, como podrían ser sus pro-­

piedades antig6nicas (44). 

Los poliovirus pertenecen a la familia Pi.cornaviridac; 

la palabra picornn proviene de la rafz en latín "pico" que 
significa pcquciio, y "RNA" indicando que su genoma contie­
ne ácido ribonucleico. En cuanto al g6nero se integran en 
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los enterovirus, ya que infectan invariablemente el tracto 

digestivo (56, 87), 

Morfología: 

Por microscopía electrónica se ha determinado que el 
tamafio del viri6n completo es de 27 a 28 nm. En g~neral, 
se dice que los poliovirus son partfculas esféricas de ri­
bonucleoprotefna. El core o ndcleo denso del viri6n, que 
contiene el genoma de ácido ribonucleico, mide 16 nm; estd 
cubierto por la cdpside, de simetrfa icosaédrica y consti­

tuída por 32 caps6meros de 6 nm de didmetro cada uno (8, -
9) . 

Composici6n química: 

El genoma del poliovirus tiene un peso molecular de -
2.5 x 106 Daltones y representa el 30\ del peso total del 

viri6n; está constituído por una sola molécula de RNA de -
cadena sencilla, infecciosa por sí misma y cuya composici6n 
cle bases es de 46 moles 1 de puanina v citosina (56). 

El 70\ restante del peso del viri6n estd dado por las 
proteínas. Los resultados de los estudios de las caracte­
rísticas electrofor6ticas de los poliovirus indican una es 
tructura proteínica compleja (35, 56). 

Por isoelectroenfoque y velocidad <le corrimiento con­

tra un gradiente de pH, se demostr6 que los poliovirus ti~ 
nen 2 puntos isoel6ctricos y que por ello pueden presentar 
dos estados conformacionales distintos; el estado A, cuyo 
pI es 7.1 y el estado B, cuyo pI es 4,5. Se demostr6 tam­
bién que ambos estados son intcrconvertibles dependiendo -
del pH; así, a pll mayor de 7 presentardn estado 11, a pll me 
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nor de 4 estado B, y a pH entre estos dos valores ambos es 
tados se encuentran en equilibrio. Es importante hacer no 
tar que el estado B es más estable y que la neutralización 
con los anticuerpos especificas lleva al poliovirus a tal 
estado (35). 

Por electroforesis en gel de poliacrilamida y utili-­
zando dodecil sulfonato de sodio como agente de disocia--­
ci6n, se ha podido determinar que las cápsides virales es­
tán compuestas de 4 polipfiptidos distintos nombrados como 
VP1, VP 2, VP3 y VP 4 (35). Diversos estudios han indicado 
que en el viri6n se encuentran 60 copias de cada uno de t~ 

les polipéptidos; sin embargo, por electroforesis en gel -
de dos dimensiones se ha observado que para el poliovirus 
tipo 1 ésto no se cumple (56). Además, en preparaciones vi 
rales con alto grado de pureza, se han encontrado pequefias 
cantidades de un quinto polipéptido llamado VP 0 ; se sabe -

que v~ 2 y VP 4 se obtienen por el desdoblamiento de este p~ 
lipéptido, pero no se sabe cual es su papel en el viri6n -
completo ( 56). 

Existe otra pequeña proteína llamada VPg que se encuen 
tra unida covalentemente a la terminal 5' del RNA del po-­
liovirus. Esta proteína se encuentra presente en casi to­
dos los RNA virales, incluyendo las formas replicativas in 
tracelulares y los intermediarios replicativos (57). 

Se cree que la adición de VPg ocurre en uno de los 
primeros pasos durante la síntesis de todo el RNA viral y 

se ha sugerido que la proteína funciona como un iniciador 
de la síntesis del RNA. Por electroenfoque se han descri­
to 2 especies de VP , aunque una de ellas es claramente do 

g -
minante e~ el viri6n completo (57). Se ha descrito tam---
bién la actividad de una RNA polimerasa codificada por el 

viri6n (5). 
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Es importante saber que por carecer de glicoproteínas, 
los poliovirus no presentan propiedades de hemaglutinación; 
además de que, por no tener envoltura lipídica, son mds es 
tables que otros virus (16). 

Características físicas: 

Los poliovirus son uno de los tipos virales más esta­
bles que se conocen; son capaces de mantener su infectivi­
dad durante períodos relativamente largos en drenajes, 
aguas clorinadas, leche y otros alimentos, y adn a temper~ 

turas tan bajas como -ZOºC. A nivel laboratorio, pueden -
conservarse-por lapsos hasta de 8 afias a -76°C en solucio­
nes de glicerol al 501 (24). 

Resisten pH considerablemente ácidos, a las enzimas -
proteolfticas y a la bilis del contenido intestinal, de -­
ahí que puedan infectar el tracto intestinal. Sus caracte 
rísticas morfológicas y antigénicas se conservan en un ran 
go amplio de pH, entre 3 y 9 (83). 

Su inactivaci6n puede lograrse someti6ndolos a tempe­
raturas de 60°C por 30 minutos; sin embargo, cuando se adi 
cionan de MgC1 2 1 M soportan este calentamiento, ya que la 
sal estabiliza las uniones intracapsom6ricas, aumentando -

su estabilidad térmica (81). 

Otros agentes inactivantes que no destruyen su antig! 
nicidad, a bajas concentraciones, son: formaldehfdo, algu­
nos agentes oxidantes, luz UV y el bombardeo con electro-­

nes. 

La masa de la partícula virica es de 1.1 x 10- 17g y -
el coeficiente de sedimentación es de 157-160 s20 . 
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Propiedades antigénicas: 

Se han identificado tres tipos de poliovirus inmunol6 
gicamente distintos, utilizando para ello pruebas tales co 
mola neutralizaci6n y la fijaci6n de complemento (31, 45). 

Por medio del fraccionamiento por ultracentrifugaci6n 
de concentrridos virales obtenidos de cultivos de rifi6n de 
mono, y por ensayos de infectividad y serol6gicos de tales 
fracciones, se determinó que en cada tipo de poliovirus -­
existen dos antígenos diferentes denominados D (o N) y C -
(o H) (31, 46, 58). 

Los poliovirus intactos exhiben antigenicidad D y su 
coeficiente de sedimcntaci6n es de 160 S; su desnaturaliz~ 
ci6n suave con calor; urea, álcalis o diversas combinacio­
nes de estos agentes causan la liberaci6n del RNA viral -­
así como de VP4, dando origen a partículas vacías quepo-­
seen antigenicidad C y cuyo coeficiente de sedimentaci6n -
es de 80 a 90 S (46, 58), Sin embargo, por estudios al mi 
croscopio clectr6nico, hay evidencia de que la conversi6n 
de la antigenicidad D a C puede no ser absolutamente de-­
pendiente de la liberaci6n del genoma viral (56). 

Se cree que las partículas vacías con antigenicidad C 
son precursoras de los viriones que no han sido aún acopl~ 
dos totalmente, dado que carecen de VP 2 y VP4, pero poseen 
el polipéptido VP0 que es el precursor de los dos anterio­
res (54, 56). 

Las reacciones de los poliovirus con anticuerpos neu­
tralizantes específicos o receptores celulares también cau 
san el cambio antigénico de Da C. (46). 

No ha sido posible asociar los determinantes antigéni 
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cos con polipéptidos específicos de la cápside. El hecho 
de que VP4 parece perderse cuantitativamente durante la -­
adhesión inicial a los receptores celulares, sugirió que -
este polipéptido debería ser el determinante antigénico D, 
hip6tesis apoyada por el hallazgo de Breindl (10) de que -
los anticuerpos anti-D reaccionaban con VP4 • 

. Lund y cols. (56) realizaron estudios sobre estos po­
lipéptidos como determinantes antigénicos. Prepararon un 
conjunto de anticuerpos contra los cuatro polipéptidos de 

la cápside viral y efectuaron pruebas de neutralización y 
fijación de complemento; encontraron que sólo anti-VP1 po­
seía actividad neutralizante. Los anticuerpos anti-VP 2 no 
eran neutralizantes, pero reaccionaban con el virión y és­
to se detectaba por fijaci6n de complemento. Los anticuer 
pos anti-VP3 y inti-VP4 reaccionaban con sus respectivos -
pol ipéptidos pero no con los viriones in tac tos, Por ésto 
concluyeron que, al parecer, Des un antígeno estructural, 
el cual está.determinado al menos en parte por VP1, y VP4 
puede requerirse para una conformación correcta de esta de 
terminante antigénica. 

En cuanto a la respuesta provocada por C y D, mien--­
tras que los anticuerpos anti-D son neutralizantes, los a~ 
ti-C no lo son y no reaccionan con los viriones intactos, 
pero tienen la capacidad de aglutinar específicamente a -­
las partículas vacías, ya sean producidas natural o artifi 
cialmente (45, 46). 

Replicación y efecto citopático: 

Los poliovirus se replican en el citoplasma de la cé­
lula huésped, independientemente del DNA celular. 

La presencia de receptores específicos en la membrana 
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de la célula es uno de los factores determinantes en la 
susceptibilidad a la infección; los receptores para los p~ 
liovirus son complejos de glicoproteinas y lipoproteínas 

( 28 ' 3 7) . 

Una vez que el virus se adhiere y penetra se efectúa 
la liberación del ácido nucleico infeccioso por sf mismo; 
el RNA del viri6n tiene polaridad positiva y por ello ac-­
túa como mensajero. Mediante una RNA-replicasa se forma -
el intermediario replicativo compuesto por una cadena com­
plementaria la que, a su vez, produce las cadenas de RNA -
vírico de la progenie con la intervenci6n de una RNA-poli­
merasa codificada por el virus (56). Las cadenas de RNA -
son liberadas y pueden funcionar subsecuentcmentc como te!!!_ 
piados de RNA (replicación), ocuparse en la síntesis de -­
proteínas (traducción) o bien, asociarse con las protefnas 
de la cápside y formar un viri6n completo. 

La sintesis de proteínas se realiza a partir de un p~ 
lipéptido gigante que al escindirse enzimáticamcnte da or~ 
gen a tres polipéptidos estructurales VP 0, VP 1 y VP3 ; VP 2 
y VP4 se producen por el desdoblamiento de VP 0 al final 
del proceso de replicaci6n, cuando el genoma finalmente es 

encapsidado para formar un viri6n (41, 56). 

La morfog6nesis del viri6n provoca la supresión irre­
versible de las funciones celulares que inevitablemente -­
lleva a la célula a la muerte (1). En cultivos celulares 
el dafto causado por el virus se conoce como efecto citopá­
tico, que se manifiesta inicialmente por cambios notables 
en la morfología celular y termina con la muerte de la cé­

lula por lisis (1, 17, 28). 
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Tipo de huésped: 

El virus de la poliomielitis afecta a un grupo de 
huéspedes mucho más limitado que el de otros virus, siendo 
el hombre su dnico huésped natural (34). 

Los monos Rhesus, Cynomolgus, Cercopithecus, Erythro­
cebus y otros pueden ser infectados por las vias iitraespl 
nal, intranasal o intracerebral; adn más, ciertas cepas de 
poliovirus pueden infectar monos por inyecci6n intradérmi­
ca o intramuscular, pero ninguno adquiere la infección na­
turalmente (37). 

En general, los roedores son resistentes a la infec-­

ci6n, pero por pases se ha logrado adaptar el virus a la -
rata del algodón y al rat6n lactante y adulto en los que 
causa parálisis flácida (28, 45). 

Patogénesis: 

La patogénesis de la poliomielitis está dada por: 
a) Entrada del virus en el tracto alimentario. 
b) La fuentey el significado de la viremia. 
c) El modo de invasi6n del Sistema Nervioso Central 

(SNC) 
d) Los factores que determinan la invasión y variaci~ 

nes en el grado en que se encuentre involucrado el 
SNC. 

Las hipótesis propuestas para explicar esta serie de -
hechos han· sido varias; la primera aseveraba que la polio-­

mielitis era una infección en la que el virus se multiplic~ 
ba en la narfz y nasofarínge, y de ahí se diseminaba al -­
SNC a través de la ruta olfatoria y de la barrera hematoen­
cefálica (33). Esta idea se rechaz6, ya que el bloqueo ol-
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fatorio fallaba para prevenir la enfermedad en seres huma­

nos. 

En 1944 Sabin propuso su hipótesis; el virus entro -­

por la boca, se localiza en varios niveles del tracto ali­
mentario e invade incidentalmente los nódulos linfáticos, 

sangre, vísceras y ocasionalmente el SNC a lo largo de las 
rutas neurales conectadas con los sitios periféricos de -­

multiplicaci6n viral (29, 30, 64). 

Poco después Bodian ( 7, 64) indicó que el virus pas~ 
ba de la sangre al SNC a través de zonas vasculares modifi 
cadas y precisó que a partir de ese punto se diseminaba - -
por rutas neurales específicas. Algunos autores sugieren 

que la viremia es el resultado de la continua absorción de 
los virus excretados a nivel de los linfáticos del tracto 
digestivo, pudiendo causar la invasión directa de la m6du­
la espinal (64); así mismo proponen que los anticuerpos - -

presentes en la sangre, adn en cantidades mfnimas, ejercen 

un efecto modificante sobre la infección previniendo la in 
vasi6n del SNC y la consecuente parálisis (21, 30). 

De acuerdo con lo anterior, el SNC podría ser invadi­
do algunas veces por rutas neurales y otras directamente a 

través de los vasos sanguíneos. 

Actualmente se acepta que la infección se inicia por 
la ingestión de material contaminado. El virus ingerido -
se implanta y replica en tejidos susceptibles de la furfn­

ge o del tubo digestivo distal. Aunque no se ha precisado 

si la replicación inicial se efectda en las células de la 
mucosa epitelial o en las células de la lámina propia, sí 

se ha establecido que la replicación mayor se realiza en -

el tejido linfoide, especialmente en las placas de Pcyer -
del íleon y en las amígdalas, detcctfindose 1 a 3 días des-



pués de la ingesti6n del virus (21, 29, 30, 83, 87). 

Cuando las d6sis infectivas ingeridas son mayores de 

106 DICT el individuo excreta el virus tanto en las se- -so 
creciones orofaringeas corno en las heces, mientras que con 
dosis menores de 10 5 DICT 50 s6lo se observa excreci6n fe-­

cal, M5s aan, la cantidad de virus recuperable de las 

amígdalas es mucho menor que la de las placas de Pcyer, - -
donde puede alcanzar de 10 7 a 108 urcr50 por gramo de teji 

do. La duraci6n máxima de la excreci6n viral es de 1 a 2 

semanas en la farínge y de 6 a 7 semanas 6 más por las he­
ces. Estas observaciones sugieren que los poliovirus se -
replican más eficientemente en el intestino delgado infe-­

rior, especialmente en la porci6n distal (64). 

El virus pasa despu6s a los ganglios linfáticos pro-- -
fundos (cervicales y mesentéricos) dando lugar a una "vire 
mia menor" transitoria, generalmente no detectable. El vi 
rus puede diseminarse por vía hemat6gena a tejidos extra-­

neurales susceptibles. En las infecciones subclínicas, -­

que son las más comunes, la replicaci6n cesa en este punto 
o es contenida por los mecanismos de defensa del hu6sped, 

Sin embargo, en un pequefio ndmero de personas infectadas, 

alrededor del 2\, el virus pasa a la sangre, con lo que se 

origina una "viremia mayor", que a diferencia de la prime­

ra es persistente y fácilmente detectable. Así el virus -
puede alcanzar el SNC, ya sea a trav6s de la barrera hema­

toencefálica, o a trav6s de la pared de los capilares; és­
ta se considera la via más importante de penetraci6n aun-­

que no se descarta la posibilidad de que el virus sea tras 

mitido a lo largo de las fibras nerviosas y a partir de -­

los ganglios periféricos. El grado en que se ve afectado 

el SNC dependerá tambi6n del estado inmune del huésped, de 

la presencia o ausencia de anticuerpos específicos (21, 29, 

30, 45, 83, 87). 
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Manifestaciones clínicas: 

Las manifestaciones clínicas de la infecci6n por pol~ 
virus son extremadamente variables, oscilando desde una in 

fección inaparente hasta la parálisis o la muerte. Los p~ 
liovirus causan cinco cuadros básicos de infección: infec­
ci6n inaparente, poliomielitis abortiva, poliomielitis no 

paralítica, poliomielitis paralítica espinal y poliomieli­
tis paralítica bulbar. 

a) Infección inaparente: 

Aproximadamente el 951 de las infecciones por poliov~ 

rus son subclfnicas, detectándose solamente por el aisla-­

miento del virus o bien, serológicamente por un título el~ 
vado de anticuerpos. Este tipo de infeccioneE reviste 

gran importancia desde el punto de vista epide11t.iol6gico, -
ya que representa una fuente no reconocida de diseminaci6n 

del virus, y puede conferir inmunidad (83, 87 J. 

b) Poliomielitis abortiva: 

Una pequefia proporci6n de casos, <lel 4 al si, se pre­

senta como una enfermedad menor tambi6n conocida como ·~r~ 

pe de verano"; sus sfntomas principales son infl amac i6n de 
la faringe, cefalea, fiebre, dolor abdominal, anorexia y -

ocasionalmente v6mito. Tal padecimiento dura menos de 48 

horas y no se distingue clínicamente de muchas otras infec 
clones virales, a menos que se trate de una epidemia en la 
que algunos <le los casos cursan hasta el síndrome clínico 

paralíUco (11, 87). 
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c) Poliomielitis no paralftica: 

Ocurre en aproximadamente el 1 i de todas las infeccio 
nes por poliovirus, caracterizándose por presentar signos 
de irritaci6n monfngea por lo que comGnmente se le llama -
meningitis aséptica. Su inicio es abrupto con cefalea, v~ 
mito, pirexia y rigidez del cuello y la espalda; clfnica-­
mente no puede diferenciarse de otros tipos de meriingitis 
causados por distintos enterovirus. Generalmente los sín­
tomas desaparecen en una semana y la recuperaci6n del en-­
fermo es total (87) . 

d) Poliomielitis paralítica espinal: 

En el 0.11 de las infecciones se presenta el cuadro -
paralítico cl6sico, que se desarrolla en gran medida de -­
acuerdo con la edad del paciente. 

En nifios se observa un proceso bif6sico caracterizado 
por una enfermedad menor y una enfermedad mayor; la prime­
ra coincide con la viremia y semeja una poliomielitis abo~ 
tiva, durando de 1 a 3 días. La enfermedad mayor se ini-­
cia abruptamente despu6s de 2 a S días en los que el pa--­
ciente parecfo estar recuperándose, sus síntomas principa­
les son meningitis con cefalea, fiebre, v6mito, elevación 

de la temperatura a 39"C, escalofríos y rigidez del cuello. 
Esta fase meningitica dura de 1 a 2 días antes del decai-­
miento franco e inicio de la parálisis. 

En los adultos se encuentra una sola fase con un pró­

dromo m~s prolongado antes del inicio gradual de la pardll 
sis y con dolores musculares espontáneos en la región lum­
bar, flancos, abdomen y extremidades. En esta etapa el v l 
rus ya está diseminado ampliamente en la neuraxis, por lo 
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que la parálisis ocurrirá en aquellas regiones cuyas fun-­
ciones esttin bajo control de las neuronas destruidas, La -

parálisis es flácida, afectando principalmente piernas y -
brazos; la rapidez con que se manifiesta es muy variable, 

mientras que en algunos casos requiere de pocas horas para 

pasar del decaimiento a la parálisis en otros, los más co­
munes, tarda de 2 a 3 días para manifestarse, En ambos ca 
sos su progresión se detiene cuando el paciente se torna -

afebril. 

e) Poliomielitis paralítica bulbar: 

Se caracteriza por la parálisis de los grupos muscul~ 

res inervados por los nervios craneales; su frecuencia va­

ría entre 5 y 3Si de los casos paralíticos, siendo más co­
mún en los adultos. 

Los nervios craneales noveno y d6cimo son los implic~ 

dos más frecuentemente, originando parálisis faríngea que 

provoca incapacidad para deglutir y respirar por la abun-­
dante secreci6n producida, y por los espasmos de la glotis. 

La complicaci6n del quinto nervio craneal se traduce en di 
ficultad en la masticación, sobre todo si se llega al tris 

mus. 

Aunque se pueden involucrar otros centros nerviosos, 

6sto rara vez representa una amenaza para la vida; asf ha 

podido observarse parálisis ocular y disturbios pupilares 
en el 11i de los casos, paresis de los nervios faciales en 

aproximadamente el SOi de los pacientes y sordera bilate-­

ral en algunos casos. 

La poliomielitis bulbar que involucra los centros re~ 
piratorios y vasomotores es poco común pero muy peligrosa. 

La complicaci6n vasomotora se manifiesta por colapso circu 
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latorio severo con disturbios del ritmo cardiaco como ta-­

quicardia, bradicardia, etc.; las lesiones del centro res­
piratorio producen irregularidades en el ritmo y la profu~ 
didad de la respiración; usualmente aumenta el pulso y la 
presión sanguínea lo que se asocia con hipoxia. Su pro gr~ 
sión lleva a confusión, delirio, coma y finalmente la muer 
te, por la parálisis de los mdsculos respiratorios. 

La mortal id ad total es del 7 al 10%, siendo más al to 
(20\) en los adultos j6venes, en quienes se han observado 
los casos más severos (87). 
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(De Davis et al,: Tratado de Microbiología, Za. Edición, -

Salvat pág. 1314). 
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(De Davis et al.: Tratado de Micribiologlu, 2a. Edición, -
Salvat pág. 1307). 
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Inmunidad: 

La infecci6n por poliovirus induce el desarrollo tan­
to de anticuerpos s6ricos de las clases IgG, IgM e IgA co­
mo de anticuerpos secretores del tipo IgA. 

El predominante, y que proporciona inmunidad permane! 
te es de la clase IgG. La IgAs es producida por células -

plasmáticas del tejido linfoide en el intestino, principa~ 

mente de las placas de Peyer; una vez que las células pla~ 
máticas son estimuladas circulan por la sangre periférica 
antes de localizarse en la lámina propia de la mucosa. 

La IgAs está presente en todas las secreciones muco-­

sas, pero lo más importante es que se encuentra recubrien­
do la superficie mucosa de las c6lulas epiteliales, forma 
una capa que se adhiere firmemente a la célula y la prote­
ge de la penetraci6n viral. 

La protecci6n adquirida por la infecci6n natural nor­
malmente es homotfpica (21). 

Diagn6stico: 

Como en otras infecciones virales, el diagn6stico se 
realiza por el aislamiento e identificaci6n del virus en -

cultivos celulares, o bien, por estudios serol6gicos dura! 

te las fases aguda y convaleciente del padecimiento (45) . 

Los métodos más utilizados son la neutralización, fi­
jación de complemento, inmunofluorescencia y técnicas de -

inmunoperoxidasa, La más confiable en cuanto a los resul­
tados obtenidos es la neutralización, pero requiere de 
tiempo, 7 días como mínimo y es costosa; la fijaci6n de com 



22 

plemento es más rápida pero menos específica, y las dos dl 
timas requieren de juicios un tanto subjetivos para su in­
terpretación. De aquí se desprende la importancia del de­
sarrollo de t6cnicas rápidas y reproducibles como es el en 
sayo inmunocnzimático (27). 

Prevenci6n: 

Se cuenta con dos tipos de vacunas para prevenir la -
poliomielitis: la vacuna de virus vivos atenuados desarro­
llada por Sabin y la vacuna de virus inactivados creada -­
por Salk; ambas inducen inmunidad permanente y son efecti­

vas, pero sus mecanismos de acción son diferentes (29, 69, 
70, 71) . 

Vacuna tipo Salk: estimula la aparición de IgG, IgM e 
IgA en suero, pero no de IgAs en la faringe o en el intes­
tino delgado, por lo que es capaz de prevenir la enferme-­
dad pero no así la infección. Se administra por vía pare~ 
teral (21, 29). 

Vacuna tipo Sabin: induce la formación de anticuerpos 
humorales, y dado que el virus se replica en el intestino 
delgado provoca la aparición de anticuerpos del tipo IgAs, 
por lo que actda como si se tratara de una infección natu­
ral. Su transmisión oro-fecal puede conferir inmunidad a 

personas no vacunadas. Se administra por vía oral (21, -
29) • 

Por las ventajas que presenta, en México se utiliza -
la vacuna tipo Sabin en tres dosis: la primera dosis <le ti 

po trivalente se aplica a los tres meses de edad, las do-­
sis restantes son monovalentes y se aplican a los 3 y 6 a 
7 años de edad. 
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B) Importancia de la poliomielitis en México: 

En México la poliomielitis ha sido un problema de sa­
lud pdblica determinado por diversos factores geográficos, 
econ6micos, socioculturales, etc.; y los obstáculos que se 

han presentado en el esfuerzo por controlarlo son enormes. 

Para solucionar tales dificultades se requiere la compren­
si6n de la epidemiologfa y patogénesis de la infección y -
de los diferentes mecanismos por los que la vacuna emplea­

da induce pro tecci6n contra ella ( 20, 2 6, 4 9, 60) . 

Aunque se sabe bien que la información sobre poliomi~ 

litis paralítica varia en cada pafs de acuerdo con la cal~ 
dad de los servicios de salud con que cuenta, el impacto -

total de la enfermedad se mide mejor por su incidencia pr~ 
medio anual durante períodos de cinco afios. En el cuadro 
No, 1 se compara el número de casos de poliomielitis repo!:_ 

tados por algunos países americanos en el periodo de 1971 
a 197S. Cabe hacer notar que países como Chile, Uruguay, 

Puerto Rico y Cuba parecen tener ya al padecimiento bajo -
control, mientras que México se encuentra adn en el grupo 

problema (3, 67), 

De acuerdo con la Organizaci6n Mundial de la Salud 

(OMS) y su publicaci6n anual sobre la situación de la po-­
liomielitis en el mundo, en América se distinguen dos re-­

giones de acuerdo con la incidencia del padecimiento: La -
región I integrada por 27 países donde la poliomielitis º! 
tá bajo control y cuya incidencia global es de 0.02 casos/ 
100,000 hab.; y la regi6n II, formada por catorce naciones 
donde la enfermedad sigue siendo un problema de salud pd-­
blica, pues la tasa general es de 1,6, México forma parte 

de la regi6n Il aún cuando la tasa media amwl es de 1 .3 -
casos/100,000 hab. En el cuadro No. 2 se registran las ta 

sas de morbilidad y el número de casos reportados en el -­
pafs de 1968 a 1980 (3, SS, 84). 
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Es pertinente seftalar que en México, en 1979, se pre­
sent6 el 17.7i del total de casos reportados en América, -

ocupando el 2o. lugar en la tasa de incidencia después de 
Brasil en el que se present6 el 51 .5~ de los casos (55,84). 

La gráfica No. 1 muestra los índices de morbilidad de 
1968 a 1980 y los de mortalidad de 1968 a 1975. En ello -
se aprecia un pico sobresaliente en 1970 y dos mtís' en las 

epidemias de 1975 y 1977, la primera en Jalisco (24) y la 
segunda en Coahuila (48), en los altimos aftas se observa -

una tasa de morbilidad mfis o menos constante (60). 

La distribuci6n de los casos de poliomielitis en nues 
tro país no es uniforme, hay que tomar en cuenta que las -

32 entidades federativas que comparten una superficie de -

1,958,201 Km 2 poseen diferente densidad de poblaci6n, dis­

tinta conformaci6n geográfica y étnica además de distintos 

grados de evoluci6n social (55). En el cuadro No. 3 se -­
consignan los casos de poliomielitis notificados o la Di-­

recci6n General de Epidemiología de la SSA por entidades -
federativas de 1978 a 1980 (55), 
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Brasil 
Nicaragua 

Incidencia promedio anual por millón de 

población total hasta mediados de 
1975 en relación con la tasa 

de mortalidad infantil. 

Población Pol iorniel i tis 
millones No. /millón 

1 00 78 
2 34 

El Salvador 4 21 
Guatemala 6 20 
Colombia 26 15 
Ecuador 7 14 
Honduras 3 12 
Venezuela 12 1 o 
Perú 1 5 9 
M!íxico 59 7 

Argentina 25 4 

Chile 1 o 1. 5 
Uruguay 3 0.3 

Puerto Rico 3 0.3 

Cuba 1 o o. 1 

25 

Mortalidad 
infantil 
No./1000 

94 
123 

58 
79 
76 
78 

115 

so 
11 o 

61 

60 
71 
40 
24 
25 

Cuadro No. 1.- Casos de poliomielitis reportados por nlg~ 
nos países americanos, 1971-1975. Datos del Wl!O Wcekly 

Epidemilogical Record del 23 Dic. 1977. 
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FRECUENCIA EN LA REPlJBLICA MEXICANA 

AflOS No. de Casos Indice de morbilidad 
por 100,000 hab. 

1968 850 1. 9 

1 969 679 1.4 

197 o 1662 3.4 

1971 630 1. 2 

1972 309 0.6 

1 973 221 0.4 

1974 231 0.4 

197 5 931 1 • 5 

1976 292 o.s 
1977 907 1.4 

1978 707 1 . 1 

1979 827 1. 2 

198 o 735 1. 02 

Cuadro No. 2.- Casos notificados de poliomielitis e Indi­

ces de morbilidad en el país por afias. Datos de la OMS. 
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Gráfica No. 1.- Morbilidad y mortalidad por poliomielitis 

período 1968 a 1980, en la Repdblica Mexi 

cana. 



Entidad 1978 1979 198 o 
Casos Tasa Casos Tasa Casos Tasa 

Aguascalientes 4 o. 9. 0.2 0.2 

Baja California N. 17 1. 2 2 o .1 2 o. 1 

Baja California s. 2 1. o 1 0.5 2 1 .4 

Campeche 9 2 •. 5 4 1.1 25 6.3 

Coa huila 36 2.6· 17 1. 2 18 1. 2 

Colima 19 5,4 1 o 2.8 9 2.4 

Chiapas 43 2. 1 7 0.3 30 1.4 

Chihuahua 26 1. 2 12 0.6 3 o. 1 

Distrito Federal 49 o.s 13 o. 1 23 0.2 

Durango 26 2.2 2 0.2 18 1 .4 

Guanajua to 36 1. 2 129 4.2 85 2. 7 

Guerrero 39 1. 8 37 1. 7 23 1. o 
Hidalgo 5 0,3 2 1. 7 19 1 . 2 

Jalisco 37 0,8 230 5,0 35 0.7 

México 39 0.5 65 0.9 73 0.9 

Michoacán 26 0,9 79 2.6 36 1. 2 

More los 6 0.6 1 0.4 13 1.3 

Nayarit 18 2.4 6 0.8 1 o 1 . 2 

Nuevo Le6n 18 0.7 16 0.6 11 0,4 

Oaxaca 8 0.3 o.o 9 0.4 

Puebla 1 2 0.4 13 0.4 11 0.3 

Querétaro 0,2 9 1 . 2 

Quintana Roo 0.7 2 1.3 13 8. 2 

San Luis Potosí 26 1. 6 13 0.8 21 1 . 2 

Si na loa 57 3 .1 75 3. 9 47 2,3 

Sonora 13 0.9 20 1 '3 8 0.5 
Tabasco 28 2,4 28 2.3 1(1 1.3 

Tamaulipas 33 1.6 9 0.4 27 1 . 2 
Tlaxcala 
Veracruz 47 0.9 20 0.4 38 0,7 

Yuca tán 19 2.0 4 0.4 91 9.0 
Zaca tecas 8 0.7 4 0.4 8 0,7 

Total 7 07 1 .1 8 27 1. 2 735 1 . () 2 

Cuadro No. 3,- Casos de poliomielitis notificados en México 

(1978·1980). Datos de la Direcci6n General <le Epi<lcmiologfíl. 
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En el cuadro No. 4 se reunen los estados que han infor 

mudo el mayor ndmero de casos de 1976 a 1980 (SS), entre -

ellos se destaca Jalisco, donde la distribución de la po-­

liomiel itis paralítica es predominantemente urbana, inci-­

diendo en municipios densamente poblados, con zonas pobres 

y en malas condiciones higi6nicas, como ocurre en los su-­

burbios de Guadalajara, Zapopan y Tlaquepaque (24). 

Por otro lado, en el cuadro No. S se presentan los es 

todos con menor ndmero de casos reportados en el mismo la[ 

so (SS), en este grupo sobresale Tlaxcala que no presenta 

ningdn caso desde 1978. En algunos estados la tasa de mo~ 

bilidad es baja, pero no en forma consistente, lo que hace 

pensar que las variaciones no dependen tan s6lo de las va­

cunaciones realizadas, sino que la inmunidad por infección 

natural desempefta un papel tan importante como los progra­

mas de inmunización (SO). 

Entidad 1976 1977 1978 197 9 1 98 o 

Distrito Federal 17 30 49 13 23 

Guanajuato 18 7S 129 8S 2 

Jalisco 1 o 137 37 23 o 35 

México 24 63 39 6S 73 

Michoacán 6 74 26 79 36 

Sinaloa 29 45 57 75 47 

Tabasco 23 16 28 28 16 

Veracruz 17 14 47 20 38 

Yuca tán 18 1 o 19 4 91 

Coahuila 4 95 36 17 14 

Cuadro No. 4.- Los diez estados con mayor ndmero absoluto -
de casos de poliomielitis notificados a la D.G.E. 1976-1980. 
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Entidad 1976 1977 1978 1979 198 o 

Colima o 31 19 1 o 9 

Morelos o z 6 4 13 
Baja California Norte 1 9 17 2 2 

Baja California Sur 2 1 2 

Tlaxcala 2 
Hidalgo 2 1 5 '2 19 
Querétaro 2 9 
Quintana Roo 9 2 2 13 
Aguascalientes 3 6 4 

Durango 5 27 5 2 18 

Cuadro No. 5.--Los diez estados con menor numero absoluto -
de casos de poliomielitis notificados a la D.G.E. 1976-1980. 

Otro aspecto importante en la epidemiología de la po-­

liomielitis es su variaci6n estacional, se han señalado co­
mo favorecedores de su incidencia durante el período cálido 
de agosto a septiembre, diferentes factores de índole clim~ 
tico como son la temperatura, la presión atmosférica, la hu 
meclad y la evaporaci6n (22, 23, 24). Sin embargo, puede 
presentarse durante el resto del año~ como se muestra en el 
cuadro No. 6 (32). 

Mes No. de casos Mes No. de casos 

Enero 92 Julio 58 

Febrero 63 Agosto 73 
Marzo 73 Septiembre 83 
Abril 52 Octubre 41 
Mayo 40 Noviembre 40 
Junio 45 Diciembre 47 

Cuadro No. 6.- Casos notificados de poliomielitis por meses 
durante 1978 en M6xico. Datos de la Dirección General de -

Epidemiologfa. 
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Aunque la poliomielitis es predominantemente un pade­
cimiento infantil, su incidencia depende de los niveles de 

higiene y de los mecanismos que permitan su transmisión -­
(vía orofecal). Hace algunos afias se presentaba una inci­

dencia mayor en nifi.os preescolares (11),actualmente ha ve­
nido a ser m6s frecuente en aquellos de 5 a"9 aftas de edad 

(20). En nuestro medio, sigue siendo más frecuente en ni­
fi.os cuyas edades fluctúan de 6 meses a 2 años (19). La -­

distribución de la morbilidad por grupos de edad en nues-­

tro país en 1978, se muestra en el cuadro No. 7 (32). 

Grupo de edad 

o - 5 meses 

6 - 11 meses 

1 afi.o 

2 afi.os 

3 afi.os 

4 años 
s - 9 afias 
1 u 12! años 

1 s 19 años 
20 y más años 

Casos 

29 
204 
261 

1 02 
41 
26 
27 

13 

3 
1 

Tasa específica 
(por 100,000 hab.) 

2. 5 

17 .6 
11.3 
4. 4 
1.8 

1 . 1 

0.3 

o. 1 

o. 04 

o.o 

De acuerdo con los resultados de sus estudios en Tol~ 

ca, Sabin y col. (68) indicaron que cuando los programas -
de vacunaci6n en ciudades subtropicales grandes s6lo inmu­
nizan a una pcquefi.a fracción de la población susceptible, 

la diseminaci6n del virus vacunal tiene poca o ninguna in­
fluencia (mecanismos ele interferencia) en la diseminación 
de las cepas silvestres <le poliovirus por lo que no evitan 

tales infecciones. Por otra parte, en esas poblaciones --
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son muy frecuentes las infecciones por otros enterov irus, 
lo cual constituye otro mecanismo de interferencia, cuyo -
consecuencin es que las cepas vacunules no se implantan en 
los tractos digestivos ya ocupados. 

En el cuadro No. 8 se presentan los casos de polio--­
mielitis, en relación a las dosis recibidas de vacuno So-­
hin durante 1978 (32). Cabe hacer notar que en ese afio -­
fueron administradas aproximadamente 7,000,000 de dosis ti 
po 1 a nifios menores de 6 afias, que es el serotipo mds frc 
cuente en la Repdblica Mexicana. 

Cuadro No. 8,- Cdsos de poliomielitis segdn dosis re 
cibidas de vacuna Sabin, por entidades federativas en 1978. 

Datos del programa Nacional de Vigilancia Epidcmiol6gica, 
D.G.E. 

Entidad Dosis recibidas Total 
Ninguna Se ignoro de 

2 3 y m1is Casos 

Aguascalientes 4 

Baja California N. 8 5 3 17 

Baja California s. 1 1 2 

Campeche 4 2 2 9 

Coa huila 13 9 5 6 . 3 36 
Colima 4 3 5 5 2 19 
Chiapas 24 8 3 3 s .¡3 

Chihuahua 4 7 2 5 8 26 
Distrito Federal 16 11 7 13 2 49 

Durango 9 5 3 3 6 26 

Guannjuato 13 8 7 4 36 

Guerrero 21 5 6 4 3 39 

llidalgo 3 1 1 5 

.Jalisco 14 3 4 6 1 o 37 
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México 19 8 1 6 5 39 
Michoacán 17 3 3 2 26 
Norelos 2 1 2 6 

Na y ar i t 3 4 5 5 1 18 

Nuevo Le6n 2 3 6 6 18 

Oaxaca 4 2 2 8 

Puebla 2 1 2 

Querétaro 
Quin ta na Roo 
San Luis Potosí 7 6 4 6 3 26 

Si na loa 27 11 5 7 7 57 

Sonora 2 5 2 3 1 13 

Tabasco 7 8 2 4 7 28 

Tamaulipas 9 8 7 6 3 33 

Tlaxcala 

Veracru z 16 1 o 5 5 11 47 

Yuca tán 6 1 4 8 19 

Zaca tecas 6 2 8 

Total 27 o 140 86 11 5 % 7 07 

La cuesti6n crítica que debe ser contestada acerca de 

los niños con bajos niveles <le anticuerpos y una historia -

de inmunizaci6n previa es si son o no susceptibles a una r~ 
infecci6n con poliovirus silvestre (50, 76). Es común pre­
decir que tal reinfecci6n podrfa provocar una rápida eleva­
ci6n de anticuerpos, una viremia limitada y una escasa pro­

babilidad de manifestaciones clfnicas, No obstante, estos 

niños pueden excretar el virus y llegar a ser un;1 fuente de 
infecci6n para otras personas susceptibles en su medio am-­

bicnte (13, 20, 25). 

Otro grupo de poblaci6n con gran riesgo de infección -

lo constituyen las mujeres embarazadas (12), aún cuando en 

México no existen reportes Je la frecuencia <le la poliomie-
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litis en este grupo, numerosas fuentes indican una inciden 
cia tres veces mayor que la observada en mujeres no embarQ_ 
zadas, Algunos autores sugieren que las hormonas estrogé­
nicas son las responsables del incremento en la susceptib! 
lidad y otros m5s aseguran que el embarazo actGa como Lm -

factor de stress similar a la fatiga o sobreexcitaci6n (12). 

Ahora bien, ¿cuál es el papel que la madre désempeña 
en el enfrentamiento del nifto con el poliovirus?, al res-­
pecto se sabe que: 

La poliomielitis clí.nicamente reconocida en recién 
nacidos de madres infectadas es poco comGn; sin embargo, -
algunos estudios sugieren que la infecci6n subclinica en -
estos niños es considerablemente frecuente (12). 

-- Aycock, Kramer y Svennerholm (12, 43, 75) han sug! 
rido la posible influencia de los anticuerpos maternos 
transferidos pasivamente sobre la resistencia del recién -
nacido frente al padecimiento, 

-- Brown y Smith indicaron que el nivel y duraci6n de 
anticuerpos pasivos en el infante durante los primeros dos 
a seis meses de vida van en funci6n directa del titulo de 

anticuerpos en la sangre de sus madres (12, 75). 

-- Se sabe también que la leche materna contiene IgA 
secretora y otros factores que pueden desarrollar cierta -
actividad antiviral, los que protegen a los pequeños con-­

tra infecciones con virus que causan padecimientos del 
tracto digestivo, o como en el caso de poliovirus, que ini 
cian su replicación a ese nivel (42, 43, 51, 75), 
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C) ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay): 

Historia: 

El desarrollo de los ensayos inmunoenzimáticos ha te­

nido mayor auge en la última d6cada; aunque ya en 1967 Na­

kane y Pierce habian indicado que un método directo in®1n~ 

enzimático, análogo a la inmunofluorcscencia indirecta,. -­

era factible. Tales m6todos <lependerlan de que se pudic-­

ran marcar antlgcnos o anticuerpos con enzimas de activi-­

dad altamente específica, y que los conjugados asf forma-­

dos mantuvieran tanto la actividad enzimática eomo la inmu 

nol6gica. 

Posteriormente, Sternberg, llardy y sus colaboradores 

realizaron la primera detecci6n cuantitativa de anticuer-­

pos empleando el ensayo directo, aún cuando los resultados 

los evaluaban visualmente con un microscopio ordinar lo. 

Entre 1969 y 1971, y ante la necesidad de crear una -

t6cnica más accesible que el radioinmunocnsayo (RIA), ~a­

rios grupos de investigadores se avocaron a desarrollar y 
perfeccionar los métodos inmunoenzimáticos. J\sf, 1\vrameél · 

en Francia, Engvull y Perlmann en Estados Unidos, y Van -

Weemeny Schurs en !~landa, finalmente dieron a conocer un 

nuevo método al que llamaron ELISJ\, 

El método de ELISA reúne las ventajas del RIA y de la 

inmunofluorescenc ia en cuanto a especificidad y scnsibil i -

dad, además de que no implica riesgos a la salud)~ que -­

los reactivos utilizados son inocuos; el ensayo es objeti­

vo y puede ser au toma ti zado resultando econ6mir.:o; puede - -

adaptarse a trabajos a gran escala como son los encuestas 

scrocpidemio16gicas (38, 78, 85, 86). 
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Fundamento: 

La t6cnica se basa en una reacción inmunológica en la 
que el antígeno ha sido adsorbido previamente a una fase -
s6lida, poni6ndolo de manifiesto con la adici6n de un con­

jugado enzima-anticuerpo y el substrato específico para la 

enzima. La hidrólisis de dicho substrato, medida espectr~ 
fotométricamente, será proporcional a la concentración del 

antígeno en la muestra (80, 86). 

Este tipo de ensayo inmunoenzimático ha sido amplia-­
mente utilizado para detectar tanto antígenos microbianos 

como diversos tipos de anticuerpos contra una gran vario-­
dad de agentes infecciosos, utilizando para ello diversos 

fluidos biol6gicos (86). 

Consideraciones generales: 

a) Fase s6lida: 

La adsorci6n del antígeno o del anticuerpo a la fase 
s6lida se lleva a cabo por interacciones hidrof6bicas, o -
bien por enlaces covalentes. 

Los soportes que se han utilizado como inmunoadsorben 
tes incluyen poliacrilamida, celulosa, tubos de polipropi­

leno, geles como Sefarosa y placas de microtitulaci6n. Se 

ha comprobado que las placas de microtitulación hechas de 
nylon, poliestireno, polivinilo 6 polipropileno son las -­

más adecuadas, ya que tales plásticos están cargados nega­

tivamente y favorecen el enlace electrostático con la may~ 

ría de las molriculas de los anticuerpos animales que están 

cargadas positivamente (79). 

La adsorci6n del antígeno al soporte se llama comGn-­

mente sensibilizaci6n y se realiza generalmente bajo las -
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siguientes condiciones: Concentraci6n de proteína de 1-10 

)<&lml en soluci6n amortiguadora de carbonatos-bicarbonatos 
con pH 9.6, temperatura de 4ºC 6 37ºC y tiempo variable de 
1 a 24 horas. 

Comfinmente las condiciones 6ptimas como pH, tiempo y 

temperatura se determinan por el método de ensayo y error, 
y la concentración de antígeno haciendo titulaciones en -­
forma de tablero de ajedrez contra un suero negativo y uno 
positivo. 

El grado de pureza del antígeno o del anticuerpo de-­

termina la especificidad del método (78; 85, 86). 

b) Conjugado: 

La sensibilidad del ELISA está determinada primorclia~ 
mente por la preparaci6n del conjugado enzima-anticuerpo 6 

enzima-antígeno y su capacidad de mantener alta actividad 
enzimática e inmunol6gica (4, 86). 

Para lograr el acoplamiento entre una enzima y una -­

proteína se requiere de un agente bifuncional que efectde 
un enlace cruzado con los grupos funcionales de las prote! 
nas y las enzimas; tal agente no debe eliminar la activi-­
dad biol6gica de ninguna de las dos. 

Los reactivos que se utilizan más frecuentemente para 

la preparación de conjugados son: 

Glutaraldehfdo. 
Benzoquinona. 

p,p-difluoro-m,m'-dinitrofenilsulfona. 
Cloruro de cian6geno. 

Diisocianato de tolueno. 
0-dianisi<lina tetraazotizacla, 



Carbodiimidas hidrosolubles. 

N,N'-o-fenilendimaleimida. 
n-periodato de sodio. 
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Se han descrito dos tipos de reacciones de conjuga--­
ción (4): 

1) Proc.cdimiento en un paso: se mezclan la enzima, -

el anticuerpo y el agente acoplante, se incuba la mezcla -
por un periodo corto y una vez efectuada la reacción de -­

acoplamiento se dializa. 

El método es sencillo y el conjugado obtenido propor­

ciona resultados reproducibles, pero ciado que en este pro­

cedimiento la reacci6n no puede controlarse, pueden forma!:_ 
se dímeros y polímeros que no son capaces de actuar como -
conjugados activos enzima-anticuerpos. Al obtenerse conj~ 
gados heterog6neos y emplear esos polímeros puede disminuir 

la.sensibilidad del ensayo. 

2) Procedimiento en dos pasos: primero se trata la -

enzima con el agente acoplante y despu6s se le adiciona el 
anticuerpo, o bien se trata la enzima con un exceso del 
reactivo; después ele la reacci6n y de haber eliminado ese 

exceso se adiciona el anticuerpo. 

Este método tiene la ventaja ele que la reacci6n es -­

equirnolecular obteni6ndose principalmente complejos enzim! 

proteína homogéneos, aumentando con ello su eficiencia ya 

que su actividad es diez veces mayor que la de los conjug! 

dos heterog6neos (86). 

c) Anti sueros: 

Se obtienen mejores resultados cuando las preparacio­
nes de anticuerpos para la conjugaci6n son derivadas de un 
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suero hiperinmu ne ya que, además de que permite utilizar -
el conjugado más diluído, contiene gran cantidad de anti-­
cuerpos de alta avidez que son los más adecuados para el -
marcaje con la enzima (79). 

d) Enzima y substrato: 

Dado que una sola molécula de enzima puede reaccionar 
con un gran ndmero de moléculas de substrato, el uso del -
conjugado amplía el grado de apreciaci6n de la reacci6n in 
munol6gica (SS, 86). 

Las enzimas deben ser seleccionadas de acuerdo con -­
los siguientes criterios: 

Que posea alta actividad específica. 
Que sea estable a temperatura ambiente. 
Que no presente pérdida substancial de la activi-­

dad después de la conjugación. 

Así mismo, los substratos deben reunir las siguientes 
características: 

- Ser accesibles y de bajo costo. 
--Ser seguros y fáciles de usar. 
- Ser soluble antes y después de la hidr6lisis. 

Los substratos son generalmente cromogénicos, inicia~ 
mente poco coloridos pero el producto de la hidrólisis en­
zimática es fuertemente colorido y nos indica el punto fi­
nal del ensayo. 

Las enzimas más utilizadas, su fuente de obtención y 

el substrato que utilizan se muestran en la siguiente ta­
bla (79, 86): 



Enzima 

-··Fosfatasa 
alcalina 

- Peroxidasa 

Fuente (s) 

E. coli 

Intestino de pollo 
Mucosa intestinal 

de bovino 

Rábano 
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Substrato (s) 

p-nitrofenilfosfato 

o -f enilendiafni na 
H2o2 + ac. 5-aminosali 

cílico 

- Bgalactosidasa E. coli nitrofenilgalactosa 

- Glucosa Aspergillus niger glucosa + ac. 5-amin~ 

oxidasa salicílico 

- Catalasa Hígado de bovino 

e) Muestra: 

glucosa + cloruro de 
p-ni troa zu 1 de -
tetrazolio 

glucosa + azul de tia 
zolio 

11 202 (medido espec- -
trofotom6tr ica - -
mente a 24 O nm) 

Las muestras más comúnmente empleadas son suero y - -­

plasma, aunque puede utilizarse cualquier fluido biológico 
como por ejemplo saliva, leche, líquido cefalorraquldeo, -
etc, 

Es esencial hacer diluciones de la muestra en una so­
luci6n amortiguadora (p.ej. PBS) que contenga un agente -­
tensoactivo (p.ej. Twecn) para evitar adsorciones incspec.!_ 
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ficas a la fase s6lida. En algunos casos es necesario in­
clufr una proteína adicional (p.ej. albúmina bovina) para 

reducir el desprendimiento inespecífico de los reactivos -

ya adsorbidos a la fase s6lida (78, 79). 

f) Lavados: 

Los ensayos inmunocnzimáticos consisten en una serie 
de incubaciones con diferentes reactivos, por ello es nece 
sario que se elimine el exceso de un reactivo antes de adi 
cionar otro. Los lavados tienen esa funci6n y se realizan 
con una soluci6n amortiguadora que contiene el agente ten­

soactivo. Se deja la soluci6n en contacto con la placa -­
por unos cuantos minutos y después se desecha sacudiéndola 
en6rgicamente; ésto se repite tres veces en cada paso, con 

lo cual se eliminan reacciones inespecíficas (79). 

g) Interpretaci6n de resultados: 

El resultado final puede ser evaluado visualmente o -

medido en un espcctrofot6metro. Los resultados positivos 
están indicados por un producto de reacción colorido cuya 

absorbancia debe estar entre 0.2 y 1.0 por razones de li-­
nealidad, y entre 400 y 500 nm porque los colores desarro­
llados por los substratos presentan absorbancias máximas -

en ese rango de longitud de onda. 

Los resultados podrán ser expresados como: 

- Positivo o negativo, determinando previamente el va 

lor umbral de absorbancia. Probando un gran número de 

muestras negativas se considerard tal valor como el máximo 

dado por ellas; así, todas las muestras que den lecturas -
mayores a ese valor se consideran positivas. 

- Valor de absorbancin, cuando se efectúa el ensayo -
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incluyendo muestras de referencia de absorbancia conocida. 

·"Título". La muestra se diluye en forma seriada y -

se ensaya, el título será la última diluci6n que presente 
un valor superior al proporcionado por las muestras negati 
vas. 

- En términos de mues tras de referencia, elaborando -
una curva estándar e interpolando en ella el valor obteni­
do con la muestra problema (85). 

Aspectos metodol6gicos: 

Existen tres variantes principales del método de ELI-

SA: 

1.- Método competitivo: para la detecci6n y cuantifi­
caci6n de antlgeno. Es semejante al RIA ya que el antíge­
no problema compite con el antígeno marcado para unirse al 
anticuerpo adsorbido al soporte; por ello, la cantidad de 
substrato hidrolizado es inversamente proporcional a la -­
concentraci6n del antígeno problema. 

2.- Método indirecto: especifico para la detccci6n y 

cuantificaci6n de anticuerpos, es el m&s utilizado. 

3.- Método del doble sandwich: para la dcterminaci6n 
y cuantificaci6n de antígeno; es el más empleado ya que, a 
diferencia del competitivo, no requiere del antígeno marca 
do. 

En las páginas siguientes se esquematizan cada uno de 
los métodos citados. (79), 
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Método competitivo. 

Adsorci6n del anticuerpo al soporte. 

Adici6n del antígeno 

marcado con enzima 

+ antígeno problema 

A 

Adici6n 

de 

substrato 

Adición del antígeno 

marcado con enzima 

E E E 

@E 

B 

La cantidad de substrato hidrolizado es directamente 

proporcional a la cantidad de antígeno marcado. 

La diferencia entre A y D es igual a la conccntraci6n 

del antígeno problcmn. 



Ml!todo indirecto. 

1. - Adsorción del antígeno a la 
placa. 

2.- Adición de la muestra probl! 
ma ( anticuerpo ), 

3.- Adición de antiglobulina 
marcada con enzima. 

4.- Adición del substrato, 
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La cantidad de substrato hidroli.zado es directamente 
proporcional a la cantidad de anticuerpo presente en la -­
muestra. 



M~todo del doble s•ndwich. 

1 .- Adsorción del anticuerpo 
al soporte. 

2. - Adición de la muestra pro­
blema (antígeno). 

3. - Adici6n de 1 anticuerpo es­
pecífico marcado con enzima, 

4.- Adición del substrato. 
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La cantidad de hidrólisis es directamente proporcio-­
nal a la cantidad de antígeno presente en ln muestra. 
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M A T E R I A L Y R E A C T 1 V O S 

Equipo: 

Agitador magnético "Corning". 
Celda para ultrafiltraci6n AMICON con membrana de exclu---

sión PM 10,000. 
Balanza analít1ca "Mettler". 
Balanza granataria "Ohaus". 
Cámara de Neubaucr. 
Campana de flujo laminar de seguridad biol6gica "YECO". 
Centrífuga refrigerada "Sorvall RC-5B". 
Espectrofotómetro "Gilford". 
Incubadora "National" a 37°C. 
Lavador manual de placas de microtitulación. 
Lector para placas de ELISA. 
Micropipeta manual de 1 O a 100}<1 "Eppendorf". 
Micropipeta manual de 1 00 a 1000.A1 "Eppendorf". 
Micropipeta manual multicanal de O a 250)<1 "Dynatech". 
Microscopio ele luz invertido "Seiwa Optical", 
Microscopio 6ptico "Carl Zeiss". 
Potenciómetro "Corning". 
Ultraccntrífuga "Beckman L50". 

Material de laboratorio: 

Barra magnética, 
Bolsas para diálisis. 
Celdas de cuarzo. 
Membranas filtrantes Millipore de O. 22 t<. m de poro. 
Frascos de cultivo celular de 25 y 75 ~m 2 ele poliestircno. 
Filtros tipo Swinex Millipore de 25 y 47 mm de diámetro. 
Puntas para micropipcta. 
Selladores de plástico. 



Tubos de nitrato de celulosa, 

Viales. 

Material de vidrio: 

Botellas Broadwny. 
Jeringa hipodérmica de SO ml. 
Matraces Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml. 
Matraces volum6tricos de SO, 100, 250, 1000 y 2000 ml. 
Pipetas Pasteur. 
Pipetas serol6gicas de 1, 5 y 10 ml. 
Probetas graduadas de 100 y 1000 ml. 
Tubos de ensayo de 13 x 100 mm. 

Material biol6gico: 

AlbGmina sérica bovina libre de gammaglobulinas, 
Anti - IgAs humana. 
Anti - IgG humana. 
C!ilulas HEp-2c. 
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Cepa vacunal de poliovirus tipo 1. (Sabin, LSc2ab). 
Conjugado de inmunoglobulinas de conejo - fosfatasa alcali 

na. 
Posfatasa alcalina, 
Gentamicina. 
IgAs humana. 
IgG humana. 
Suero fetal de bovino. 

Medio para cultivo celular: 

Eagle - Diploide. 



Reactivos: 

Glutaraldehído, 
Percoll, 

p-nitrofenilfosfato. 

Soluciones: 
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Soluci6n amortiguadora de carbonato-bicarbonato O.OS N, pH 

9.6. 
Solución amortiguadora de dietanolamina O.OS M, pH 9.6. 

Solución amorti~uadora de fosfatos-tween 20 O.OS M, pH 7,4. 

Soluci6n amortiguadora Tris-HCl 0.01 M, pH B.O y 7.4. 

Soluci6n de azul trip5n al O.OS' en soluci6n salina isot6-
nica, 

Solución 

Solución 
Solución 

Solución 

7. 4. 

de 

de 

de 
de 

EDTA al 0.03\ en solución salina isot6nica. 

NaOH 3 M. 
NaHC03 al 7.S%. 

sacarosa 2. S ~l en sol. amortiguadora Tris, pll 

Soluci6n salina al 0.85\, pl-1 7.4 y 6.8, 

Solución de tripsina en EDTA al 0.031, 1/40. 

~ .. 
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ME TODOS 

Población: En este estudio se incluyeron 25 niños re 
cii'Sn nacidos a través del centro de salud "Dr. Gustavo Ro­
virosa". De cada niño se obtuvieron en promedio 6 rnues--­
tras de sangre, la primera de cord6n umbilical y las si--­
guientes al ló., 3o. y 60. mes, al año y a los dos años de 

vida. 

Corno en todo estudio longitudinal se trató de tener -
el mayor control posible sobre los niños, efectuándose un 
control médico a través del centro de salud y de una trab~ 
jadora social que periódicamente visitaba a los niños en -

su casa. 

Cabe hacer ,notar que inicialmente eran 33 los niños -
elegidos, pero tuvieron que descartarse 8 debido a que no 
proporcionaron el número de muestras requeridas o bien, a 
que no se conocfa su esquema de vacunaci6n. 

A) Antígeno 

La cepa empleada de poliovirus tipo 1 fué cedida por 
el Dr. Baltasar Briseño de los Laboratorios Nacionales de 
Salud Pública, cuya DICT 50 /rnl era 107•95 . 

a) Propagaci6n del virus: 

Se cultivaron células HEp-Zc en botellas Broadway con 
medio Eagle-Diploide, con 0.21 de NaHC03 y suplementado -­
con 51 de Suero Fetal de-Bovino (SFB); incubándose a 37ºC 
hasta obtener una capa rnonocelular completa. El virus fué 

inoculado en las monocapas celulares a una multiplicidad -
de infecci6n de 0.2DICT50 /c61ula, incutiándose hasta obser-
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var efecto citopático completo. 

Para cosechar el virus, los restos celulares se rom-­

pieron por congelaci6n y descongclaci6n brusca, en REVCO a 
-70°C y en la estufa a 37°C. El volumen total cosechado -
de las botellas fué centrifugado para eliminar detritus ce 
lulares a 2000 rpm durante 1 O minutos en una centrífuga re 

frigerada, c6lcctando el sobrcna<lante y ajustando su pH a 
7.4. Previa titulación del virus se conscrv6 finalmente a 
-20°C para posterior purificaci6n. 

b) Purificaci6n: 

La purificaci6n comprende dos etapas: ultrafiltraci6n 
y ultracentrifugaci6n. 

Ultrafiltraci6n: 

El sobrenadante de la cosecha se pasó a través de un 
equipo AMICON con una membrana de exclusi6n PM 10,000, man 
teniendo la temperatura del sistema a 4°C. El concentrado 

obtenido, aproximadamente 40 ml, fué esterilizado por fil­
tración en un swinex con membrana Millipore de poro de 

O. 22J(m. 

Ultracentrifugaci6n: 

En tubos de nitrato de celulosa se colocaron 11 ml de 

la soluci6n de percoll pH 7.2 (ver anexo) y aproximada-­
mente 2 ml del concentrado viral. Se ultracentrifug6 a 
30,000 rpm durante dos horas a SºC en una ultracentrífuga 
Beckman LSO, utilizando un rotor de fingulo fijo tipo 40ti, 

logrando así un gradiente de percoll "in situ" (53). Reco 
lect5ndose por separado las distintas bandas obtenidas, -­
las cuales fueron probadas en cultivos celulares para de-­
terminar cual banda correspondía al poliovirus purificado, 
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Las fracciones virales de posteriores centrifugaciones se 
concentraron en un total. de 6 ml, para finalmente tomar -­
alícuotas y conservarlas a -70°C hasta su uso. 

c) Ti tulaci6n: 

La titulaci6n fué realizada por la técnica de la mi-­
croplaca con células HEp-2c; las suspensiones virales pro-­
hadas fueron el sobrenadante de la cosecha y la mezcla ob­
tenida de la purificación, realizándose diluciones seria-­
das en medio Eagle-Diploide sin SFB, desde 10- l hasta 10-l O. 

Suspensi6n celular: 

La suspensión celular se obtuvo de un cultivo en con­
diciones óptimas de desarrollo, ajustándola a una concen-­
tración de 250,000 células viables por ml. Las células se 
desprendieron por tripsinizaci6n con una soluci6n 1 :40 de 
tripsina en EDTA al O.D3i y resuspendiéndose en un ml de -
medio Eagle-Diploidc con 1 .si de SFB. Para determinar la 
viabilidad celular empleamos azul tripán al o.si en solu-­
ci6n salina isotónica, contándose en la cámara de Neubauer 
las células no tefiidos de los cuadrantes externos. La f6r 
mula aplicada fué: 

Diluci6n 

No. de célu­
las vivas 

No. de 
Cuadrantes 

Factor de 
X dil. (10) X 

Factor de conver 
si6n de la cáma:" 

ra (10,000) 

No. de células deseadas por ml. 

Llenado de la placa de microtitulaci6n: 

Empleamos placas de microtitulaci6n de fondo plano -­
con 96 pozos, en los que se colocaron SO)l 1 de la suspcn--
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ción celular; posteriormente se adicionaron las diluciones 

virales, 5 pozos por dilución con 10D
1
u 1 cada uno •. Los p~ 

zos controles contenían 50,,t<.l de suspensión celular )' 100 

pl de medio de cultivo sin SFB. 

Interpretación del ensayo: 

Las placas se incubaron de 5 a 7 días como máximo, o~ 

servándose en este tiempo el efecto citopático que se ini­

cia por arredondamiento celular y finaliza con la lisis de 

la celula, utilizando para ello un microscopio óptico in-­

vertido. Se registró el ndmero de pozos con efecto citop! 

tico por cada dilución viral y se calculó el título median 
te el metodo de Karber. 

B) Neutralización: 

En la neutralización no se utilizó virus purificado 

por lo que el antígeno fue el sobrenadante de la cosecha -

viral. 

Al mismo tiempo que se realizó el ensayo de neutrali­

zación, titulamos el virus para comprobar que se estaba em 

pleando la concentración correcta. 

La suspensión viral tenía una concentración de 100 

DICT50 por ml; si el título del virus era 10- 7 · 3 quiere de 

cir que: 

l DICTso 100 DICT 50 

De cada suero por probar se hicieron ocho diluciones 

seriadas, desde 1/2 hasta 1/256¡ a cada una de ellas se le 

adicionó un volumen igual de la dilución virnl. 
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La mezcla de reacción virus-suero se incubó a 37°C du 

rante una hora, con agitación suave cada 10 minutos para -
permitir que se llevara a cabo la reacción antígeno-anti-­

cuerpo. 

Llenado de la placa de microtitulación: 

En cada· pozo se colocaron so¡ 1 de la suspensión cel~ 

lar, cuya concentración tambien se ajustó a 250,000 celu-­

las viables por ml. Se probaron dos sueros por placa como 

se indica: 

1 /4 

1 /8 

. 1 /16 

1/32 

1 /64 

1/128 

1 /256 

1/512 

2 

Suero 

3 4 s 6 

c 
o 
n 
t 
r 
o 
1 

E 
c 
p 

( -) 

Suero 2 

7 8 9 11) 11 12 

c 
o 
n 
t 
r 
o 
1 

E 
c 
p 

(+) 

Control de células.- Efecto citopático negativo, sólo 

se adicionó medio de cultivo a los pozos, con suspensión -

celular. 

Control de virus,- Efecto citopático positivo, se adi 
cionó a cada pozo 10~1 de la dilución viral (lo-

5· 3). -
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Interpretación del ensayo: 

Al igual que las placas de titulación, las de neutra­
lización se incubaron de S a 7 días, considerando un rcsu.!_ 
tado positivo cuando las células conservaban su morfología 
normal, es decir, que no presentaran efecto citopdtico. 
El titulo de anticuerpos se determinó por el método de Kar 
ber, contando el nGmero de pozos que no presentaron'ECP -­
por cada dilución. 

C) E.L.I.S.A. 

Para la realización del ensayo inmunoenzim6tico se re 
quirió la preparación de: 

a) Suero hiperinmune antipoliovirus tipo 1: 

Inmunizamos conejos jóvenes raza Nueva Zelanda de 1.5 
Kg de peso aproximadamente. 

El esquema de inmunización constó de 6 inoculaciones 
aplicadas con intervalos de una semana; la primera de ellas 
fué por vía intraperitoneal así como por vía intramuscular 
con adyuvante completo de Freund, las cinco restantes sólo 
por vía intraperitoneal. En cada ocasión se administraron 
1 OS ' 7 DI CT SO • 

Despu6s de transcurrido un mes del Gltimo estímulo an 
tig6nico el conejo fu6 sangrado a blanco. El suero ohteni 
do fué probado por neutralización en cultivo celular reve­
lando un titulo de 1: 2000. 

b) Conjugado: 

El conjugado se preparó por el método en dos pasos 
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con glutaraldehido, utilizando fosfatasa alcalina de intes 
tino de ternera y antigammaglobulina humana del tipo IgG -
d~.fuente.comercial. 

La antiigG se reconstituy6 en soluci6n salina al o.ssi 
y pH 6.8, dializ6ndosc a 4°C durante toda la noche y final 
mente se le determin6 concentraci6n de proteinas por el m6 
todo Bio-Rad (6). 

La enzima, mientras tanto, se homogeni:6 y centrifug6 
a 8,000 rpm durante 20 minutos a 4°C, disolvi6ndose en so­
luci6n salina y dializándose en las mismas condiciones. 

La relaci6n de conjugaci6n es de 1 m~ de proteina por 
3 mg de enzima, por lo que para 10 mg de enzima se requi-­
rieron 3.3 mg de antiigG. 

En un tubo protegido de la luz se coloc6 la enzima, 
adicionándose 20 j<.l de glutaraldehído al 25%, y se dcj6 re 
posar por dos horas a temperatura ambiente. Una ve: acti­
vada la enzima se a<licion6 la antiinmunoglobulina y se in­
cub6 durante dos horas mfis, agitando levemente cada 15 mi­
nutos. Finalizada la reacci6n dializamos en contra de so­
luci6n amortiguadora Tris base O.OS M pll 8.0, <lurnntc tocia 
la noche a 4°C. Al dializado se le adicion6 un volumen -­
igual de la soluci6n amortiguadora Tris base con NaN 3 al -
0.02\ y alb6mina bovina libre de gammaglobulinas al 1\ pa­

ra neut~alizar los sitios activos que no reaccionaron. 

La conformación del conjugado así obtenido es: 

H H ll 11 
/ " I 

\N-Enz -N + C-( Cll 2 ) • -C + Prot 
)1 // .) ~ / 

o o 11 

-- Enz -N N- Prot 
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La actividad del conjugado fué valorada mediante el -
método de ELISA directo, de la siguiente manera: 

Se sensibiliz6 una placa con IgG humana normal, con -
100 ng/ml en soluci6n amortiguadora de carbonato-bicarbon! 
to y colocando 200,A.l por pozo, incubándose a 37°C durante 
18 horas en c5mara hdmeda, 

Las placas se lavaron con PDS/Tween, colocándose por 
duplicado las diluciones seriadas del conjugado, desde 
1/500 hasta 1/16,000, incubándose durante dos horas a 37°C. 

Previo lavado de las placas adicionamos el sustrato, 
p-nitrofenilfosfato, incubando nuevamente a 37°C durante -
30 minutos. La reacci6n enzimática se detuvo con soluci6n 
de NaOH 3 M y se ley6 la absorbancia a 405 nm. 

La dilución 6ptima fué aquella que proporcion6 una -­
lectura de 1.5 de absorbancia. Figura No. 1. 

Estandarizaci6n de la técnica: 

El ensayo inmunoenzimfttico directo fué estandarizado 
con el suero hiperinmune de conejo mediante el método de -
tablero de ajedrez. 

- Sensibilización de la placa: 

Depositamos 100)'\.l por pozo de las diluciones seria-­
das del poliovirus purificado en solución amortiguadora de 
carbonato-bicarbonato desde 10" 1 hasta 10· 6. La adsorción 

se efectu6 a 37°C o bien, a 4ºC durante 18 horas. 

- Muestras: 
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Del suero hiperinmune diluido desde J/50 hasta 1/2000, 

depositamos por duplicado 1 OOf(l por pozo. Las placas se 

sellaron con tiras plásticas e incubaron a 37ºC durante -­
dos horas. 

Conjugado: 

Adicionamos 100Al por pozo del conjugado antiinmuno­
globulinas de conejo - fosfatasa alcalina dilufdo 1/500 -
en PBS-Tween, incubándose a 37°C por dos horas. 

- Sustrato: 

El sistema se reveló con p-nitrofenilfosfato en solu­
ción amortiguadora de dietanolamina Omg/ml), se incubó a -

37°C durante 30 minutos. La reacción enzimática se paró -
con soluci6n de NaOH 3 M. 

- Absorbancia: 

Se ley6 la absorbencia a 410 nm, considerando como re 
sultado positivo una lectura mayor o igual de 0.2, en un -
rango de O a 1.0. 

Cuando la placa se sensibiliz6 a 4°C por 18 horas, -­

con u~a concentración de 10 4 DICT 50 /ml, los resultados fu~ 
ron óptimos, determinándose así el punto medio del tablero 

de ajedrez. Por lo que el m6todo empleado fue: 

- Sensibilizar la placa con una dilución 1/10,000 del 

virus purificado en soluci6n amortiguadora de carbonato-bi 

carbonato, con 100_,«l por pozo. 

-Incubar la placa sellada a 4°C durante 18 horas. 
-Lavar tres veces con solución PBS-Tween, dejfindola -

en contacto con la placa tres minutos cada vez. 
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-Despufis de socor perfectamente colocar los muestras 

en forma seriada y por duplicJdo, Sollar e incubar a 37°C 
durante dos horas. 

-Lavar nuevamente con PBS-fween tres veces. Secar. 

-Adicionar el conjugado, 1 OOµ_l por pozo de la d ilu - -
ci6n 6ptima. Sellar e incubar a 37°C por dos horas. 

-Lavar tres veces mis. Secar. 

-Adicionar el sustrato cuya concentración es de 1 mg/ 
ml de p-nitrofenilfosfato en soluci6n amortiguadora de die 
tanolamina; lOOf<..l por pozo. Incubar a 37°C por 30 minu-­
tos. 

-Detener la roacci6n con NaOH 3 M, 50,fa.l por pozo. 
-Leer obsorbancia a 410 nm. 

Para corroborar las condiciones establecidas se tom6 

sangre de un grupo de voluntarios adultos, los sueros se -
probaron por duplicado a una dilución 6nica (1/200) obte-­

nifindose los siguientes resultados: 

Voluntario 

GPR 
AOR 
LGR 
RA 
RMM 
SCG 
JTL 
FHR 
FM 

NTH 

ALR 
EZD 

ALQ 

0,353 

0.294 
o. 23 5 

o. 232 
0.593 
0,223 

o. 64 2 

o. 14 o 
0.356 
0.266 
0.427 
o .406 
1. 027 

0.340 
o. 243 
o. 211 
0.223 
0.608 
o. 164 
o. 736 

o. 18 7 

0.433 
0.237 
0.476 
0,431 

o. 994 

Amedia 

o. 346 
0.268 
0.223 
0.227 

0.600 
o. 193 
0.689 

o. 163 
0.394 
0.251 
o. 4 51 
o .418 

1. 01 o 

Resultado 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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RMO o .169 0.168 o. 168 5 
EBR 0.286 o. 302 o. 294 + 

se o. 114 o. 115 o. 114 5 

ERB o. 3 04 o. 303 o. 3 03 5 + 

YLV 0.468 0.400 0.434 + 

LEC 0.202 0.202 0.202 + 

LCM o. 267 o. 243 0.255 + 

Por lo que para ensayos posteriores el suero de ALQ fué 

el control positivo, y el de se el control negativo. 

El control negativo se utiliz6 en la dilución ya proba-·· 

da de 1 :200, obteniéndose una lectura promedio de absorba~ 

cia de 0.115,- Por otro lado, del suero control positivo -

se hicieron tres diluciones más, 1 :400, 1 :800 y 1 :1600, -­

probándose nuevamente; se eligió la dilución 1 :800 que nos 

proporcionó una lectura promedio de absorbancia de 0.450. 

La inclusión de controles en cada ensayo nos aseguró la 

reproducibilidad de los resultados. 

Inicialmente todos los sueros de los niftos se probaron 

a una diluci6n dnica de 1/50; todos aquellos que dieron -­

una lectura de absorbencia mayor de 0.2 y que por ende fue 

ron positivos,se diluyeron en forma seriada desde 1/50 has 

ta 1/400 y se procesaron nuevamente para llevar a cabo la 

titulaci6n a punto final. 
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R E S U L T A D O S 

La purificación del virus la realizamos con base a -­
dos de sus propiedades físicas: 

- Su peso molecular mayor de 10,000 Daltons; que per­
miti6 retenerlo en el proceso de ultrafiltración, logrando 
así una mayor concentración al reducir el volumen de medio. 

- Su densidad de flotación, que permiti6 separarlo en 
un gradiente de densidad formado "in situ", observándose -

como una banda bien definida. 

Los títulos obtenidos para las dos suspensiones vira­
les,antes y después de la purificaci6n fueron: 

- Sobrenadante de la cosecha: 107·3 nrcr50/ml. 

- Concentrado de las bandas: 108 ·3 DICTsolml. 

De los 25 nifios inclufdos en el estudio se obtuvieron 

137 muestras, a las que se les determinó su título de anti 
cuerpos tanto por ELISA como por neutralizaci6n. En el -­
cuadro de resultados se marca, para cada niño, el número -
de suero y su fecha de obtención, así como las fechas en -

que recibi6 las diferentes dosis de vacuna Sabin. 

Con tales resultados se procedi6 a determinar el gra­
do de correlaci6n entre los dos métodos, mediante procesos 
estadísticos de correlación y regresión (77). 
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MUESTRAS FECHA EL ISA NEUTRALIZACION 

Niño s mayo 80 1: so 1 :39 

2 1 o julio 8 O <1 :SO 1 • 17 

28 ·julio 8 O la. dosis 

3 6 agosto 80 1: 1 00 1: 78 

1 O oct. 80 2a. dosis 

4 7 nov. 80 1 : 1 00 1 : 8 9 

S dic. 80 3a. dosis 

s 18 nov. 81 1 : 200 1 : 13S 

Niño 2 6 16 abril 80 <?:1 :SO 1 : 26 

7 21 mayo 80 <1 :50 1 :39 

16 junio 80 1 a. dosis 

8 14 julio 80 <1 :SO 1 : 2 2 

16 julio 8 O Za. dosis 

9 20 oct. 80 <1 :SO 1 : 23 

1 o nov. 80 3a. dosis 

1 o 6 feb. 81 <1 :50 1 : 34 

11 19 oct. 81 <1 :SO 1: 39 

Niño 3 12 22 oc t. 80 <1 :SO 1 : 22 

24 nov. 80 la. dosis 

13 28 nov. 80 <1 :SO 1 : 23 

24 die. 80 Za. dosis 

14 26 enero 81 <1 :SO 1 : 26 

3 feb. 81 3a. dosis 

1 s 19 mayo 81 1: 1 00 1 : 78 

16 9 oct. 81 1 : 1 00 1 :86 

Niño 4 17 6 oct. 80 1 : 100 1 : 78 

6 nov. 80 1 a. dosis 

18 11 nov. 80 1 : 1 00 1 : 13S 

9 dic. 80 2a. dos.is 

19 13 enero 81 1: so 1 : S9 
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19 junio 81 3a. dosis 

20 19 nov. 81 >1 :400 1 :359 

Niño 5 2·1 1 2 mayo 80 <1 :50 1 : 13 

11 julio 80 la. dosis 

22 22 agosto 80 <1 :SO 1 : 1 7 

6 oct. 80 Za, dosis 

23 14 nov. 80 <1 :SO 1 : Z9 

1 6 marzo 81 3a. dosis 

24 19 mayo 81 <1 :SO 1 :34 

25 Z7 oct. 81 1: 400 1 : 203 

Niño 6 26 zs junio 80 <1: 50 1 :39 

27 28 julio 80 1: 100 1 : 59 

28 28 agosto 80 1: 100 1 : 58 

29 zs sept. 80 1: 100 1 : 13 5 

8 oct. 80 la. dosis 

30 9 enero 81 1: 100 1 :78 

31 6 feb. 81 1: 100 1 : 69 

32 13 fcb. 81 1: 1 00 1 : 78 

33 2 marzo 81 >1 :400 1 :3 55 

34 19 marzo 81 >1 :400 1 :4 68 

13 abril 81 Za. dosis 

35 2 julio 81 1 :400 1 :4 os 

Niño 7 36 9 oct. 80 1 : so 1 :34 

37 7 nov. 80 1: 50 1 : z 5 

3 O die. 80 la. dosis 

38 Zl enero 81 1 : 50 1 : 28 

3 marzo 81 Za, dosis 

39 23 abril 81 1 : 50 1 :39 

23 julio 81 3a. dosis 

40 16 oct. 81 1 : 200 1 : 117 

Niño 8 41 13 oct. 80 1 : 50 1 : 19 

4Z 15 die. 80 1: 100 1: 68 
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1 s dic. 80 1 a. dosis 
43 19 enero Sl <1: so 1 : 51 

26 feb. Sl 2a. dosis 
44 20 mayo S1 1: 200 1 : 117 

27 mayo S1 3a, dosis 
45 24 nov. 81 >1 :400 1 : 269 

Niño 9 46 2 julio 80 1 :4 00 1 : 11 2 
47 1 agosto 80 <1: so 1 : 17 
48 2 sept. 80 1: 100 1 : 7 9 

s sept. 80 la. dosis 
49 3 oct. 80 1 : 1 00 1 : 11 2 

7 nov. so Za. dosis 
so s enero Sl <1 :SO 1 : 4 s 

13 enero S1 3a, dosis 
Sl z julio Sl 1 : zoo 1 : 11 7 

Niño 1 o sz 16 julio so <1 :400 1 : S 1 
S3 1 o oct. so <1: so 1 : 1 s 

14 nov. so la. dosis 
S4 1 S enero S 1 <1: so 1 : 1 s 

9 feb. S1 Za. dosis 
S5 Z marzo S 1 <1 :SO 1 : 1 s 

24 abril Sl 3a. dosis 
56 1 s sept. S 1 <1: so 1: 17 
S7 1S enero SZ <1: so 1: 19 

Niño 11 SS 21 nov. so 1 : zoo 1 : 117 
S9 29 enero Sl 1 : zoo 1 : 13 5 

4 feb. 81 1 a. dosis 
60 11 mayo 81 <1: so 1 : S 1 

7 abril 81 Za. dosis 
61 8 junio 81 <1: so 1 : 4 2 

11 junio 81 3a. dosis 
62 julio 81 1 : 100 1: 59 
63 24 nov. 81 1: so 1: 68 
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64 26 mayo 82 1: 100 1 : 78 

Niño 12 6S 30 sept. 80 <1 :SO 1: 2 2 
1 oct. 80 la. dosis 

66 30 oct. 80 <1 :SO 1 : 2 2 
67 27 oct. 80 1 : 100 1 : 26 

9 enero 81 Za. dosis 
68 28 enero 81 <1 :SO 1 : 2 2 

27 feb. 81 3a. dosis 
69 11 agosto 81 <1 :SO 1 : 26 
70 1 9 nov. 81 <1 :SO 1 : 2 s 

Niño 13 71 4 sept. so 1 : 100 1 : 11 7 
72 26 sept. 80 1 : 200 1 : 78 

73 3 oct. 80 1 : so 1 : 78 

1 9 nov. 80 1 a. dosis 

74 20 enero 81 <1 :SO 1 :8 9 

9 fcb. 81 Za. dosis 

75 6 marzo 81 <::1 :SO 1 : 68 

11 junio 81 3a. dosis 

76 3 sept. 81 1 :4 00 1 : 234 
77 4 dic. 81 1 : so 1 : 1 S6 
78 17 marzo 82 1 : 100 1 : 13 s 
79 6 sept. 82 1 : 200 1 : 178 

Niño 14 80 26 agosto 80 <1: so 1 :34 

81 27 oct, 80 <1: so 1 : 39 

28 nov. 80 1 a. dosis 

3 feb. 81 2n. dosis 

82 6 marzo 81 1 : so 1 : 4 5 
7 abril 81 3a, dosis 

83 17 julio 8 1 >1 :400 1 : 311 

84 17 marzo 82 1 : 1 00 1 : 11 s 

Niño 1 s SS 12 agosto 80 <1 :SO 1 : 34 

28 oc t' 8 o la, dosis 
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86 14 nov. 80 <1 :SO 1 : 22 

29 die. 80 2a. dosis 

87 6 feb. 81 1: 400 1 : SS 

30 mayo 81 3a. dosis 

88 3 agosto 81 1: 400 1: 203 

Niño 16 89 11 mayo 81 < 1: so 1 : 28 

8 junio 81 la. dosis 

90 19 junio 81 >1 :400 1 : 3 S8 

Niño 17 91 junio 81 <1 :SO 1 : 1 o 
92 30 junio 81 <1 :SO 1: 1 S 

26 agosto 81 la. dos.is 

93 4 sept. 81 1 : 1 00 1 :7 8 

4 nov. 81 Za, dosis 

2 marzo 82 3a. dosis 

94 1 O abril 82 1: 4 DO 1 : 13 5 

Niño 18 9S 12 junio 81 <1 :SO 1 : 13 

96 11 agosto 81 <1: so 1 : 15 

11 agosto 81 1 a. dosis 

97 22 sept. 81 <1: 50 1: 13 

7 die. 81 Za. dosis 

23 marzo 82 3a. dosis 

98 11 julio 82 1: 200 1 : 17 8 

99 2 sept. 82 1: 200 1 : 2 01 

Niño 19 100 1 julio 81 <1 :50 1 :3 9 

1 01 3 agosto 81 <1: 50 1 :33 

29 sept. 81 1 n. dosis 

102 5 oet. 81 1 : so 1: 59 

3 die. 81 Za. dosis 

103 7 enero 82 1 : 200 1 : 155 

12 feb. 82 3a. dosis 

104 21 abril 82 1 :4 DO 1: 269 
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Niño 20 105 24 julio 81 1: 100 1 : 57 

106 18 sept. 81 <1 :SO 1 : 25 

29 sept. 81 1 a. .dosis 

107 27 oct •. 81 <1 :SO 1 : 26 

3 die. 81 Za. dosis 

108 7 enero 82 1:200 1 : 13 s 
109 2 feb. 8Z 1: 200 1 : 178 

1 2 feb. 8Z 3a. dosis 

11 o 26 mayo 8Z 1: 200 1 : Z30 

111 Z4 junio 82 1 :400 1 :3 SS 

Niño 21 11 2 23 sept. 81 <1 :SO 1 :1 o 
113 6 nov. 81 1: so 1 : 13 

114 1 5 nov. 81 1: so 1 : 1 s 
13 enero 8Z Za. dosis 

11 s Z6 enero 8Z 1: 200 1 : 11 s 
116 1 2 marzo 82 1 :400 1 : 127 

12 marzo 8Z 3a. dosis 

117 4 junio 8Z >1 :400 1 :311 

Niño 22 118 16 abril 8Z <1 :SO 1 : 28 

119 18 mayo 82 1 : 50 1 :34 

14 junio 8 Z la. dosis 

1ZO 1 7 junio 8Z 1: 1 00 1 : 68 

1Z1 17 agosto 82 1 : 1 00 1 : S9 

Z6 agosto 82 Za. dosis 

12Z 6 sept. 8Z 1 : so 1 : 5 2 

123 zo sept. 82 1 : 100 1 : 7 6 

Niño 23 1 Z4 20 abril 82 <1: 50 1 : 15 

125 Zl mayo 82 <1: so 1 : 18 

Z5 mayo 82 la. dosis 

126 Zl junio 82 <1 :50 1 : 17 

127 6 julio BZ <1: 50 1 : 25 

ZO agosto 82 Za. dosis 

1 Z8 Z3 agosto 82 1: 100 1 : 7 8 
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Niño 24 129 19 abril 82 <1 :SO 1:45 

130 16mayo82 <1 :SO 1 :39 

131 26 mayo 82 <1 :SO 1 :34 

17 junio 82 la. dosis 

132 1 S julio 82 >1 :400 1 :304 

Niño 25 133 24 junio 82 <1 :SO · 1 : 22 
23 sept. 82 la. dosis 

134 4 oct. 82 1: 100 1 :S9 
13S 14 oct. 82 <1 :SO 1 : 26 

136 11 nov. 82 <1 :SO 1 : 29 

137 22 nov. 82 <1 :SO 1:39 

Determinaci6n del grado <le correlaci6n entre los dos méto­

dos. 

a) Diagrama de dispersi6n: 

En la figura No. 2 se muestra el diagrama de dis­
persi6n de los títulos obtenidos, marcando los determina-­
dos por ELISA en el eje de las abscisas y los determinados 
por neutralizaci6n en el eje de las ordenadas. 

b) Cálculo del coeficiente de correlaci6n "r": 

EL ISA NEUTRALI ZAC ION 

X y 

n = 137 11 = 137 

~ X = 1957 s ~y 12201 

X 14 2. 88 y 89~05 

~ x2 8316875 ~ y2 2249809 

(~ x) 2 2796938,8 (~y) 2 1086601 .4 
n 

_n ___ 
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< - 2 <.. (x-x) = ~ (y-y)2 = 
<: 2 2 "'-x - C§x) = 5519936.2 ~y 2 - (~y) 2 = 1163207.6 

n 

~ xy = 4 23317 5 

(~ X) (~ y) = 17 4 3 31 8 • O 6 6 

137 

n 

:(Cx-x)(y-y) = :€_xy - (~x)(:(y) 2489856.93 
n 

r = <: (x -x) (y-y) 

./ ~(x-x) 2 ~(y-y) 2 

r = 
2489856.93 

2533936.01 
0.982 

2489856.93 

(1163207. 6 X 551 9936, 2 \ 

J r = o. 98 z I 
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FIG. 2 Diagrama de Dispersi6n 

• 

4 00 
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c) Cálculo del error est5ndar (t de student). 

t = r ~ = 0, 98 2 X ~-,:;r 
137. 2 

1-co.9sz)
2 60.4 

p .e:::: o. 001 

d) Planteamiento de la ecuaci6n de regresi6n. 

y a + bx 

Cx-x) (y-y) 
b 

ex -x) 2 a = y bx 

2489856.93 
b o. 451 

5519936.2 

a= 89.05 - 0.451(142.88) = 24.60 

y = 24.6 + O .451x 

Esta es la ecuaci6n de la recta de correlaci6n entre 
los dos métodos, por lo que: 

Sí X = so, y 47.15 

X = 200, y 114. 8 

X = 8 DO, y 38 5 .4 

Uniendo estos puntos se obtiene la línea de regrcsi6n 
de y sobre x, que se muestra en la figura No. 3. 

Seroconversi6n: 

De acuerdo con los datos recabados, el 1001 de los ni 
fios recibi6 la primera dosis de la vacuna; el 88\ rccibi6 
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la segunda y el 76% la tercera. 

a) Por ELISA: 

Hubo un 121 de seroconversi6n con la primera dosis, -

con una media geométrica de los títulos de 1 .69 ± 0.44; -­

con la segunda dosis seroconvirti6 el 36\, con una medio -
geométrica de 1 .86 ± 0.43 y con la tercera dosis la sero-­
conversi6n fué <le 68\ con una media geom6trica de los tltu 

los de 2.26 ± 0.539. Figura No. 4 

b) Por neutralizaci6n: 

Con la primera dosis la seroconversi6n observada fué 

del 121 con una media aritmética de los tftulos de 68.08 + 

85.9; la segunda dosis reportó un 32% de seroconversi6n con 

una media uri tmética de 88. 6 .±. 86, 5; y con la tercera dosis 
la seroconversi6n fué de 68% con una media aritmética do -

164 ± 108.8. Figura No. 5. 

S E R O C O N V E R S I O N 

Método 1 a. 

No. ( % ) * 

ELISA 
Neutralizaci6n 

* por ciento acumulativo, 

3 ( 1 2) 

3 (1 2) 

Vacunaci6n 

2a. 

No. ( % ) 

6 (36) 

5 ( 3 2) 

3a. 

No. (i) 

8 ( 68) 
9 ( 68) 
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D I S C U S I O N 

Con el método de purificaci6n fue posible aumentar en 
un logaritmo la concentraci6n de la suspensión viral, de -
107 ·3 DICT50 a 108 · 3orct50 /ml. Es bien sabido que mien--­
tras más puro sea un antígeno, su capacidad de adsorci6n a 
las placas de microtitulación es mayor, lo que red~ndn en 
una mejor sensibilidad y especificidad del método de ELISA; 
de ahí su importancia. 

Existen otros métodos de purificaci6n con los que se 
alcanza un mayor grado de pureza, como los descritos por 
Marongiu y colaboradores (41) y por Phillips y Summers (54), 
pero que por ser demasiado sofisticados son poco aplica--­
bles; pana nuestros fines prácticos el método de purifica­

ci6n empleado fué 6ptimo. 

En general, se pudo observar que para una misma mues­
tra el título de anticuerpos determinado por ELISA es ma-­
yor que el determinado por neutralización; posiblemente d! 
bido a que en el primero se detectan anticuerpos que no n! 
cesariamente son neutralizantes. No obstante, la correla­
ci6n entre los dos métodos es casi completa, ya que el va­
lor obtenido para el coeficiente de correlación r = 0.982 
es cercano a la unidad que representa el valor de correla­
ci6n total, además de que es estadísticamente significati­
vo ( p<0.001 ). Es importante hacer notar que de acuerdo 
con la recta de regresi6n, la correlaci6n existente entre 
los dos métodos es positiva. 

Ahora bien, existen también grandes diferencias entre 
ambos a nivel práctico; la principal es el tiempo en que -
se obtienen resultados, mientras que por ELISA es posible 
determinar el título de anticuerpos el mismo día en que se 
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prueba la muestra, por neutralización es necesario esperar 
de S a 7 días. 

Para poder realizar la neutrDlización rutinariamente -
se requiere mantener en el laboratorio una línea celular, -
mientras que para ELISA basta obtener la cantidad suficien­
te del antígeno purificado y mantenerlo en congelnci.ón a - -
- 7 O ºC • 

Si nos referimos al aspecto económico, el m6todo de -
ELISA resulta más accesible que el de neutralización, ya -­
que en el primero no se requieren medios de cultivo y supl~ 
mentas que resultan por demás caros, los reactivos emplea-­
dos se utilizan en pequeftos volQmenes conservándose perfec­
tamente en refrigeración por períodos relativamente largos; 
además de que por el método inmunoenzimático se pueden co-­
rrer en un mismo día mayor número de placas, y por ello ma­
yor número de sueros que por neutralización. 

Sin embargo, la neutralización presenta la ventaja más 
importante al asegurarnos que los anticuerpos que estamos -
determinando son neutralizantes, y,por ende,protectores. 

En cuanto a la población en estudio encontramos que un 
porcentaje muy bajo de niftos seroconvirtió con la primera y 
aún con la segunda dosis de vacuna Sabin, aumentado notnbl~ 
mente con la tercera dosis, entendiendo por seroconversión 
el aumento en dos títulos de la concentración inicial Je an 
ticuerpos. 

Se observó una pequefta diferencia en el porcentaje de 
seroconvers i6n de terminado por cada método para 1 a segunda 
dosis 32\ para neutralización y 36\ por ELISA, debido posi­
blemente a que por ELISA se cuantifico mayor número de anti 
cuerpos como ya se habfa mencionado; no obstante, el parce~ 
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taje final de seroconvcrsi6n es el mismo, 

Las tasas de seroconversi6n señaladas como deseables 
después de aplicar 1 , 2 6 3 vacunas orales antipoliomiel! 
ticas, cualquiera que sea su composici6n, es del 68 al 85\ 
(13,76), lo que quiere decir que la tasa presentada en 
nuestra población apenas alcanza el nivel inferior acepta­
ble. En estudios realizados en M6xico, por Gonzdlez Cor-­

tés (26) en los estados de Guanajua to, Hidalgo, Puebla y -

Nayarit, y por Sabin y col. (68) en Toluca, Edo. de M6xico, 
se ha observado una respuesta similar y adn mds baja como 

en el caso de Gonzdlez Cortés que report6 un 471 de sero-­

conversi6n para poliovirus tipo 1. 

Se pueden dar varias explicaciones al respecto: que -
exista un fen6meno de interferencia viral debido a otros -

virus entéricos que estdn diseminados ampliamente en nues­
tro pafs, o bien, que algunos de los lotes del biol6gico -
aplicado hayan sufrido una significativa reducci6n en su -

nivel de potencia probablemente por una mala conservaci6n 
de la vacuna durante las etapas de distribución o almaceno 

miento (34, 48). 

Un aspecto muy importante que hay que tomar en cuenta 
es que ninguno de los niños era seronegativo antes de la -
aplicaci6n de la vacuna, posiblemente debido a la presen-­

cia de anticuerpos maternos transferidos pasivamente los -
que, en cierta medida, podrían evitar la implantación del 
virus vacuna! en el tracto digestivo y con ello el éxito -

de la vacuna. 

También se tiene que tomar en cuenta la inmunizaci6n 

natural, como es el caso de los niños 5 y 6, cuya serocon­

versi6n no correspondió a la administraci6n de la vacuna. 
Este tipo de inmunizaci6n, muchas veces causada por la di­
seminaci6n de la cepa vacuna! reviste gran importancia en 
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la protección de infantes susceptibles no vacunados; sobre 
todo en poblaciones de alto riesgo, donde debido a las pr~ 
carias condiciones de higiene que prevalecen es mayor la -
posibilidad de que el niño sea infectado por algún tipo de 
poliovirus silvestre. 
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e o N e L u s I o N E s 

- La combinación de técnicas tales como ultrafiltra­
ci6n y formación de gradientes de densidad por ultracen-­
trifugaci6n, dió como resultado un método de purificación 
6ptimo para nuestros propósitos, 

- Se estandariz6 un ensayo inmunoenzimático que re-­

sul tó rápido, confiable y de fácil ejecuci6n; mostrando -
un grado de correlaci6n ·enorme ( r = 0.982 ) con el proc~ 
so clásico para cuantificaci6n de anticuerpos virales co­

mo es la neutralizaci6n. 

- Las ventajas que presenta el método de ELISA en -­

cuanto a tiempo de realización, obtenci6n de resultados y 

bajo costo relativo, nos permite proponerlo como ensayo -

de escrutinio en laboratorios de diagn6stico, siendo la -
neutralización el método de confirmación. 

- Puede proponerse tambi6n como el método id6nco pa­

ra la valoraci6n de la eficacia de los programas de inmu­
nizaci6n con fines de salud pública, y en general en en-­

cuestas de tipo seroepidemiol6gico. 

- El valor total de seroconversi6n a anticuerpos pa­

ra poliovirus tipo 1 en los 25 niftos estudiados fué del -
6Bi, tasa relativamente aceptable. 

- La tasa de seroconversi6n creci6 en relación direc 

ta con el número de vacunas recibidas. 
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A N E X O 

- Soluci6n amortiguadora de carbonato-bicarbonato O.OS M, 
pH 9,6, 

Carbonato de sodio (Na 2co3 ) 

Bicarbonato de sodio (NaHC03) 

Azida de sodio (NaN3 ) 

Agua destilada cbp 

1. 59 g 

2.93 g 

0.2 g 

500 ml 

- Solución amortiguadora do dietanolamina O.OS M, pH D.6. 

Dietanolamina [(cH3cH 2) 2 N~~ 
Azida de sodio (NaN3) 

Cloruro de magnesio (MgC1 2 .6H 20) 
Agua destilada 

97 ml 

0.2 g 

o .1 g 

800 ml 

Disolver las sales y después adicionar la dietanolamina. 
Ajustar el pll a 9, 6 con HCl 1 M, aforar a 1 litro y gua!:_ 

dar a 4 ºC. 

-·Solución amortiguadora de fosfatos-Tween 20 O.OS M, pll 

7. 4. 

Cloruro de sodio (NaCl) 
Fosfato de potasio monobásico (KH 2Po4) 

Fosfato de sodio dibásico (Na 211ro4) 

Cloruro de potasio (KCl) 
Azida de sodio (NaN3) 
Tween 20 (polioxietilensorbitol monolau 

rato) 
Agua desionizada cbp 

16 g 
5. 8 g 

0.4 g 
o .4 g 
0.4 g 

ml 
2 L 

- Soluci6n amortiguadora Tris-HCl 0.01 M, pll·8.0 y 7.4. 



Tris-HCl ~ris-Clorhidrato (hidroxi-
metil) aminometano] 

Cloruro de sodio (NaCll 

Agua destilada cbp 

Ajustar pH a B.O y 7.4 

- Soluci6n de Azul tripán al O.D5t en SSI. 

Azul tripán 
Soluci6n salina 0.85% 

- Soluci6n de EDTA al 0.03t en SSI. 

EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) 

Soluci6n salina 0.85% 

31 . 6 g 

116.8 g 

2 L 

0,025 g 

50 ml 

0,03 g 

1 DO ml 
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- Soluci6n de sacarosa 2,5 M, en sol. amortiguadora Tris­

HCl. 

Sacarosa @12 (11 20) 1] 

Soluci6n amortiguadora Tris-HCl, pH 7 .4 
cbp 

- Soluci6n de tripsina en EDTA, 1 /40, 

Tripsina en PBS al 1% 
EDTA al 0.03% en SSI 

Soluci6n de trabajo de Percoll. 

85. 5 g 

1 DO ml 

1 ml 
39 ml 

Se prepar6 una soluci6n de Percoll con sacarosa 2.5 M, -­
con densidad de 1.149 g/ml, Tomando en cuenta que la de~ 

sidad del Percoll sin diluir es de 1 .130 g/ml y que la de 
la sacarosa 2.5 Mes de 1.316 g/1111, se aplic6 la f6rmula: 



VOL Vol ( j - j P ) = 1 o ( 1 • 149 -
t\ Jsac-.fp \ 1.316 -

1.13~= 1.02 
1.130) 

así que por cada nueve partes de Percoll se adicionó una 
parte de la solución de sacarosa. 

--Medios de cultivo para células, 

Medio Eagle-Diploide 
Suero fetal de bovino 
Solución comercial de gentamicina 

(1 O mg/ml) 

95 ml 
5 ml 

O .1 ml 
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1111 

Ajustar pH a 7.4 con solución al 7.51 de NaHC03 . Este­
rilizar por filtración en swinex Millipore con membrana 
de 0.22j(m de poro. 

- Todos los medios de cultivo empleados se preparan de m~ 
·nera semejante al anterior, s6lo variando la concentra­
ción de suero fetal de bovino. 
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