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OBJETIVOS

- Desarrollar un método inmunoenzimdtico para la cuantifi
cacién de anticuerpos del tipo IgG para poliovirus tipo
1.

- Comparar el método inmunoenzimftico con uno clésico pa-
ra la determinacién de anticuerpos virales, como lo es
l1a neutralizacién en cultivo celular,

- Determinar, en la poblacidn estudiada, el porcentaje de
seroconversidn en funcidn de las dosis recibidas de va-
cuna Sabin,



INTRODUCCION

©'8i bien es cierto que en algunos pafses la poliomicli
tis es un problema probablemente tan remoto como la muerte
negra, en otros, como el nuestro, el padecimiento paralftj
co atin florece, Por mucho tiempo ha sido una de las enfer
medades mds temidas por las secuelas que ocasiona debido -
al dafio irreversible de las neuronas motoras (29, 063).

Ya en la antigiedad se reconocia su efeccto devastador,
como lo muestran las estelas egipcias de la Dinastfa XVIII
(1580-1350 A.C.) donde se representan las deformaciones ca
racteristicas de las extremidades. No fué sino hasta cl -
siglo XIX cuando Heine, un ortopedista alemdn, describidé -
las manifestaciones clinicas del padecimiento; y cuando se
reconocid en forma epidémica por Medin, quicen en 1890 es--
quematizé la historia natural de la enfermedad (45, 87). -
Cuatro afios mis tarde Caverly (87) describe el primer bro-
te epidémico en Norteamérica, cspecificamente en Vermont
con un total de 132 casos.

Algunos afios después, en 1908, Landstainer y Popper -
(45, 87) demucstran que su etiologfa es viral y por ende -
su naturaleza infecciosa. Pero el descubrimiento mis im--
portante lo realizan Enders, Weller y Robbins en 1949, --
(18) al propagar cl virus in vitro en cultivos de c€lulas
de tejidos embrionarios humanos de origen no neuronal.

A partir de ese aflo se inicia la carrera para descri-
bir y explicar la patogénesis de la poliomielitis; investi
gadores como Sabin, Bodian, Melnick y otros (30) se cnfras
can en la tarca de dilucidar la via de transmisidn y el si
tio de replicacién del virus, su modo de diseminacion den-
tro del organismo, sus 6rganos blanco y cn general los me-
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canismos por los que es capaz de daflar a su huésped al mul
tiplicarse,

Por otro lado, Salk y Sabin (29, 69, 70, 71) encabe--
zan una segunda linea de investigacién también muy impor--
‘tante, encaminada a la produccién de una vacuna cuyo propd
sito es mantener al padecimiento bajo control, y de ser po
sible, lograr la erradicacidén del virus paralitogéhico.

A partir de 1952, Salk (72, 73, 74) inicia el desarro
lio de una vacuna antipoliovirus, mediante un tratamicnto
quimico con formol al 0,4% durante 13 dfas a 37°C logrd --
eliminar la infectividad de los virus propagados en culti-
vos de rifién y de testiculo de mono, sin destruir su poder
antigénico. Las pruebas de campo para verificar la seguri
dad de la vacuna se efectuaron en monos Cynomolgus; ¢l en-
sayo en seres humanos se inicié en 1954 y demostr6 su segu
ridad asi como su capacidad para conferir inmunidad, por -
lo que finalmente en 1955 se autorizé oficialmente su pro-
duccibn y aplicacién en gran escala. La rdpida declina---
cién del ndmero de casos demostr6 su eficacia.

Por otro lado Sabin, Koprowski y Cox (36, 62, 65, 60)
desarrollan una vacuna con virus vivos atenuados., En la -
primera etapa se seleccionaron ccpas altamente paralitogé-
nicas que después de algunos pases no produjeran pardlisis
por inyecci6n intrataldmica, pero que por via oral o intra
muscular produjeran una infeccién inmunogénica en monos -
Cynomolgus. Despufs de excesivas prucbas en animales y vo
luntarios de una penitenciaria federal de Ohio, los labora
torios Merck, Sharp and Dohme comenzaron a producir la va-
cuna en gran escala con las cepas desarrolladas por Sabin,
que se utilizé en cnsayos de campo en lstados Unidos, la -
URSS, México y otros, el éxito loprado provocd que e¢n 1901
se aceptara oficialmente por la OMS. Por su parte, los la
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boratorios Lederle desarrollaron la vacuna con las cepas -
de Koprowski y Cox, pero sc¢ demostré que estaban mucho me-
nos atenuadas que las de Sabin por lo que no tuvieron la -
misma aceptacién., Con la administracién de la vacuna oral
a partir de 1962 se¢ logrd una reduccién mayor en el nimero

de casos,

No obstante, la poliomielitis sigue siendo un tema de
actualidad, ya que una mala cobertura en la inmunizacién -
contra este padecimiento podria dar origen & unos cuantos
casos, los que a su vez podrian causar una cpidemia (25, -
61).

Desde que sc iniciaron las campafias de vacunacidén an-
tipoliomielitica se observ6 un descenso importantec en las
tasas de morbi y mortalidad (71)., Sin embargo, cn algunos
paises del tercer mundo, con condicionecs socioculturales -
similares a las nuestras, se ha observado que la frecuen--
cia de poliomielitis no ha disminuido en forma simitar a -
lo que sucede en los pafses desarroliados (3, 61}, Es por
ello necesario establecer el estado actual de la inmunidad
contra la poliomieclitis en la Repdblica Mexicana,

Este trabajo es una contribucién al mejor conocimien-
to de la situacidén actual de este problema en nuestro pafls,



GENERALIDADES

A} Poliovirus:

En 1909 se descubri6 que el agente causal de la polio
mielitis es el poliovirus, ya que Landstainer y Popper (45,
87) pudiercn aislar el virus cn monos a los que les habfan
provocado poliomiclitis al inocularles por via intracere--
bral, tejidos emulsificados del sistema nervioso central -
de un niho de nueve aios muerto por poliomiclitis paralfti

ca.

En 1939, Armstrong prob6 la adaptacidén de los poliovi
rus a la rata del algodén y diez afos mds tarde, en 1949,
Enders, Weller y Robbins (18) demostraron que el poliovi--
rus era capaz de replicarse en cultivos de células no neu-
ronales humanas o de mono. Tal descubrimiento, que les va
1i6 el Premio Nobel, permitié cl estudio mds profundo del

virus de la enfermedad que ocasiona,
b4

Clasificacidn:

Los virus estdn agrupados en familias con base a ca--
racterfsticas generales como son su tamafio, tipo de dcido
nucleico y otras caracteristicas medibles y comprobables,
Dentro de¢ cada familia la clasificaci6n en géneros se hasa
en propiedades mds especificas, como podrfan scr sus pro--
picdades antigénicas (44).

Los peliovirus pertenecen a la familia Picormaviridae;
la palabra picorna provienc de la rafz en latin "pico" que
significa pequefio, y "RNA" indicando que su genoma contic-

ne fcido ribonucleico. In cuanto al género sc integran en
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los enterovirus, ya que infectan invariablemente el tracto
digestivo (56, 87).

Morfologfa:

Por microscopia electrfnica se ha determinado que el
tamafio del viridén completo es de 27 a 28 nm. En géneral,
se dice que los poliovirus son partficulas esféricas de ri-
bonucleoprotefna. El core o micleo denso del virién, que
contiene el genoma de Acido ribonucleico, mide 16 nm; estd
cubierto por la cdpside, de simetrfa icosaédrica y consti-
tuida por 32 capsOmeros de 6 nm de didmetro cada uno (8, -
9).

Composici6én quimica:

El genoma del poliovirus tiene un peso molecular de -
2.5 x 100 Daltones y representa el 30% del peso total del
virién; estf constituido por una sola molécula de RNA de -
cadena sencilla, infecciosa por si misma y cuya composicién
de bascs es de 46 moles ¢ de vuanina v citosina (56).

El 70% restante del peso del viridén estd dado por las
proteinas. Los resultados de los estudios de las caracte-
risticas electroforéticas de los poliovirus indican una es

tructura proteinica compleja (35, 56).

Por isoelectroenfoque y velocidad de corrimiento con-
tra un gradicnte de pil, se demostr6 que los poliovirus tie
nen 2 puntos isoel@ctricos y que por ello pueden presentar
dos estados conformacionales distintos; el estado A, cuyo
pl es 7.1 y el estado B, cuyo pl es 4,5. Sc demostré tam-
bién que ambos estados son interconvertibles dependiendo -
del pH; asi, a pll mayor de 7 presentardn estado A, a pil me
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nor de 4 estado B, y a pH entre estos dos valores ambos cs
tados se encuentran en equilibrio. Es importante hacer no
tar que el estado B es méds estable y que la neutralizacién
con los anticuerpos especificos lleva al poliovirus a tal
estado (35).

Por electroforesis en gel de poliacrilamida y utili--
zando dodecil sulfonato de sodio como agente de disocia---
cidn, se ha podido determinar que las clpsides virales es-
tdn compuestas de 4 polipéptidos distintos nombrados como
VPI’ VPZ, VP3 y VP, (35). Diversos estudios han indicado
que en el virién se encuentran 60 copias de cada uno de ta
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). Ademds, en preparaciones vi
rales con alto grado de pureza, se han encontrado pequefias
‘cantidades de un quinto polipéptido llamado VPy; se sabe -

que VP, y VP, se obtienen por el desdoblamiento de este po
lipéptido, pero no se sabe cual es su papel en el virién -
completo (56).

Existe otra pequefia proteina llamada VP_ que se encuen
tra unida covalentemente a la terminal 5' del RNA del po--
liovirus, Esta protefna 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 adicién de VP_ ocurre en uno de los --
primeros pasos durante la sfntesis de todo el RNA viral y
se ha sugerido que la protefna funciona como un iniciador
de la sfintesis del RNA. Por electroenfoque se han descri-
to 2 especies de VP_, aunque una de ellas es claramente do
minante en el virién completo (57). Se ha descrito tam---
bién la actividad de una RNA polimerasa codificada por el
virién (5).
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Es importante saber que por carecer de glicoproteinas,
los poliovirus no presentan propiedades de hemaglutinacidn;
ademds de que, por no tener envoltura lipfdica, son mds es
tables que otros virus (16).

Caracteristicas ffisicas:

Los poliovirus son uno de los tipos virales mds esta-
bles que se conocen; son capaces de mantener su infectivi-
dad durante perfodos relativamente largos en drenajes, --
aguas clorinadas, leche y otros alimentos, y ain a tempera
turas tan bajas como -20°C. A nivel laboratorio, pueden -
conservarse-por lapsos hasta de 8 afios a -76°C cn solucio-
nes de glicerol al 50% (24).

Resisten pH considerablemente 4dcidos, a las enzimas -
proteolfticas y a la bilis del contenido intestinal, de --
ahi que puedan infectar el tracto intestinal. Sus caracte
risticas morfoldgicas y antigénicas se conservan cn un ran
go amplio de pH, entre 3 y 9 (83).

Su inactivaci6én puede lograrse sometiéndolos a tempe-
raturas de 60°C por 30 minutos; sin embarge, cuando se adi
cionan de MgCl, 1 M soportan este calentamiento, ya que la
sal estabiliza las unicnes intracapsoméricas, aumentando -
su estabilidad térmica (81).

Otros agentes inactivantes que no destruyen su antige
nicidad, a bajas concentraciones, son: formaldehido, algu-
nos agentes oxidantes, luz UV y el bombardeo con electro--
nes.

La masa de la particula virica es de 1.1 x 10_17g y -
el cocficiente de sedimentacién es de 157-160 S, .



Propiedadés'antigénicas:

Se han identificado tres tipos de poliovirus inmunolg
gicamente distintos, utilizando para ello pruebas tales co
mo la neutralizacién y la fijacién de complemento (31, 4S5).

Por medio del fraccionamiento por ultracentrifugacicn
de concentrados virales obtenidos de cultivos de riifién de
mono, y por ensayos de infectividad y seroldgicos de tales
fracciones, se determiné que en cada tipo de poliovirus --
existen dos antfgenos diferentes denominados D (o N) y C -
(o H) (31, 46, 58},

Los poliovirus intactos exhiben antigenicidad D y su
coeficiente de sedimentacidn es de 160 S; su desnaturaliza
ci6n suave con calor; urea, flcalis o diversas combinacio-
nes de estos agentes causan la liberacién del RNA viral --
- asf como de VPy, dando origen a partfculas vaclas que po--
seen antigenicidad C y cuyo coeficiente de sedimentacibn -
es de 80 a 90 S (46, 58). Sin embargo, por estudios al mi
croscopio electr6nico, hay evidencia de que la conversidn
de la antigenicidad D a C puede no ser absolutamente de--
pendiente de la liberacién del genoma viral (56).

Se cree que las particulas vacias con antigenicidad C
son precursoras de los viriones que no han sido atin acopla
dos totalmente, dado que carecen de VP2 y VP4, pero poseen
el polipéptido VPO que es el precursor de los dos anterio-
res (54, 56).

Las reacciones de los poliovirus con anticuerpos neu-
tralizantes especificos o receptores celulares también cau

san el cambio antigénico de D a C. (46).

No ha sido posible asociar los determinantes antigéni
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cos con polipéptidos especificos de la cdpside. E1 hecho
de que VP4 parece perderse cuantitativamente durante la --
adhesién inicial a los receptores celulares, sugirié que -
este polipéptido deberia ser el determinante antigénico D,
hip6tesis apoyada por el hallazgo de Breindl (10) de que -
los anticuerpos anti-D reaccionaban con VP4.

Lund y colsy (56) realizaron estudios sobre éstos po-
lipéptidos como determinantes antigénicos. Prepararon un
conjunto de anticuerpos contra los cuatro polipéptidos de
la cédpside viral y efectuaron pruebas de neutralizacién y
fijacién de complemento; encontraron que sélo anti-VP1 po-
sefa actividad neutralizante. Los anticuerpos anti-VP2 no
eran neutralizantes, pero reaccionaban con el virién y é&s-
to se detectaba por fijacién de complemento. Los anticuer
pos anti-VP; y anti-VP, reaccionaban con sus respectivos -
polipéptidos pero no con los viriones intactos, Por 6sto
concluyeron que, al parecer, D es un antfgeno estructural,
el cual estd determinado al menos en parte por VP1, y VP4

puede requerirse para una conformaci6n 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 an
ti-C no lo son y no reaccionan con los viriones intactos,
pero tienen la capacidad de aglutinar espec{ficamente a --
las particulas vacfas, ya sean producidas natural o artifi
cialmente (45, 46),

Replicaci6én y efecto citopdtico:

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

La presencia de receptores especificos en la membrana
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de la célula es uno de los factores determinantes en la --
susceptibilidad a la infecci6n; los receptores para los po
liovirus son complejos de glicoproteinas y lipoprotefnas
(28, 37).

Una vez que el virus se adhiere y penetra se efectda
la liberaci6én del dcido nucleico infeccioso por sf mismo;
el RNA del viridn tiene polaridad positiva y por ello ac--
tda 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 -
virico de la progenie con la intervencifn de una RNA-poli-
merasa codificada por el virus (56)., Las cadenas de RNA -
son liberadas y pueden funcionar subsecuentementc como tem
plados de RNA (replicacidén), ocuparse en la sintesis de --
proteinas (traducci6én) o bien, asociarse con las protefnas
de la cédpside y formar un viridén completo.

La sintesis de protefnas se tealiza a partir de un po
lipéptido gigante que al escindirse enzimdticamente da ori
gen a tres polipéptidos estructurales VPy, VPy y VPg5 VP,

y VP4 se producen por ¢l desdoblamiento de VPU al final ---
del proceso de replicacién, cuando el genoma finalmente es
encapsidado para formar un viridén (41, 50),

La morfogénesis del virién provoca la supresidn irre-
versible de las funciones celulares que inevitablemente --
lleva a la célula a la muerte (1). En cultives celulares
el dafio causado por el virus se conoce como efecto citopd-
tico, que se manifiesta inicialmente por cambios notables
en la morfologfa celular y termina con la muerte de la cé-
lula por lisis (1, 17, 28).



Tipo de huésped:

El virus de la poliomielitis afecta a un grupo de --
huéspedes mucho mds 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 idtraespl
nal, intranasal o intracerebral; avdn mds, ciertas cepas de
poliovirus pueden infectar monos por inyeccién intradérmi-
ca o intramuscular, pero ninguno adquicre la infeccidén na-
turalmente (37).

En general, los roedores son resistentes a la infec--
cibn, pero por pases se ha logrado adaptar el virus a la -
rata del algodén y al ratén lactante y adulto en los que
causa pardlisis flidcida (28, 45).

Patogénesis:

La patogénesis de la poliomielitis estd dada por:

a) Entrada del virus en el tracto alimentario,

b) La fuentey el significado de la viremia.

c) El modo de invasibn del Sistema Nervioso Central
(SNC)

d) Los factores que determinan la invasidn y variacio
nes en el grado en que se encuentre involucrado el
SNC.

Las hip6tesis propuestas para explicar csta scric de -
hechos han: side varias; la primera aseveraba que la polio--
mielitis era una infeccidén en la que el virus se multiplica
ba en la narfz vy nasofaringe, y de ahf se diseminaba al --
SNC a través de la ruta olfatoria y de la barrera hematoen-
cefdlica (33). Esta idea se rechaz6, ya que el bloquco ol-
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fatorio fallaba para prevenir la enfermedad en sceres huma-
nos.

En 1944 Sabin propuso su hipGtesis; el virus entra --
por la boca, se localiza en varios niveles del tracto ali-
mentario e invade incidentalmente los nédulos linf4ticos,
sangre, visceras y ocasionalmente el SNC a lo largo de las
rutas neurales conectadas con los sitios periféricos de --
multiplicacibn viral (29, 30, 64),

Poco después Bodian ( 7, 64) indicd que el virus pasa
ba de la sangre al SNC a través de zonas vasculares modifi
cadas y precisd que a partir de ese punto se diseminaba --
por rutas neurales especfficas, Algunos autores sugieren
que la viremia es el resultado de la continua absorcifn de
los virus excretados a nivel de los linfdticos del tracto
digestivo, pudiendo causar la invasién directa de la médu-
la espinal (64); asf mismo proponen que los anticuerpos --
presentes en la sangre, aiin en cantidades minimas, cjercen
un cfecto modificante sobre la infeccidn previniendo la in
vasién del SNC y la consecuente pardlisis (21, 30).

De acuerdo con lo anterior, el SNC podria ser invadi-
do algunas veces por rutas neurales y otras dircctamente a

través de los vasos sanguinecos.

Actualmente se acepta que la infeccidn se inicia por
la ingesti6én de material contaminado. El virus ingerido -
se implanta y replica en tejidos susceptibles de la farfn-
ge o del tubo digestivo distal. Aunque no se ha precisado
si la replicacién inicial se efectia en las células de la
mucosa epitelial o en las células de la ldmina propia, si
se ha establecido que la replicacién mayor sc realiza cn -
el tejido linfoide, especialmente en lus placas de Peyer -
del fleon y en las amfgdalas, detectiindose 1 a 3 dfas des-
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pués de la ingestién del virus (21, 29, 30, 83, 87).

Cuando las d¢sis infectivas ingeridas son mayores de
106 DICT50 el individuo excreta el virus tanto en las se--
creciones orofaringeas como en las heces, mientras que con
dosis menores de 105 DICTg, s6lo se observa excrecidén fe--
cal. Mis atin, la cantidad de virus recuperable de las --
amfgdalas es mucho menor que la de las placas de Peyer, --
donde puede alcanzar de 107 a 108 DICT50 por gramo de teji
do, La duraci6n mixima de la excrecién viral es de 1 a 2
semanas en la farfnge y de 6 a 7 semanas 6 mds por las he-
ces., Estas observaciones sugieren que los poliovirus sc -
replican més eficientemente en el intestino delgado infe--

rior, especialmente en la porcién distal (64).

El virus pasa después a los ganglios linfdticos pro---
fundos (cervicales y mesentéricos} dando lugar a una 'vire
mia menor' transitoria, gencralmente no detectable. El vi
rus puede diseminarse por via hematfgena a tejidos cxtra--
ncurales susceptibles. En las infecciones subclinicas, --
que son las mds comunes, la rcplicacifn cesa en este punto
o es contenida por los mecanismos de defensa del huésped.
Sin embargo, en un pequeno nlmero 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 fdcilmente detectable. Asf el virus -
puede alcanzar el SNC, ya sea a través de la barrera hema-
toencefdlica, o a través de la pared de los capilares; 6€s-
ta se considera la via m#s importante de penetracidn aun--
que no se descarta la posibilidad de que el virus sca 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 dependerd también del estado inmune del huésped, de
la presencia o ausencia de anticuecrpos especificos (21, 29,
30, 45, 83, 87),
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Manifestaciones clfinicas:

Las manifestaciones clfnicas de la infeccidn por poli
virus son extremadamente variables, oscilando desde una in
fecci6n inaparente hasta la pardlisis o la muerte. Los po
liovirus causan cinco cuadros bdsicos de infecci6n: infec-
cién inaparente, poliomielitis abortiva, poliomielitis no
paralitica, poliomielitis paralftica espinal y poliomieli-
tis paralfitica bulbar.

a) Infeccifn inaparente:

Aproximadamente el 95% de las infecciones por poliovi
rus son subclfnicas, detectdndose solamente por el aisla--
miento del virus o bien, serol6gicamente por un tftulo cle
vado de anticuerpos. [Este tipo de infecciones reviste --
gran importancia desde el punto de vista epidemioldgico, -
ya que representa una fuente no reconocida de diseminacién
del virus, y puede conferir inmunidad (83, 87).

b) Poliomielitis abortiva:

Una pequefia proporcién de casos, del 4 al 8%, sc pre-
senta como una enfermedad menor también conocida como '"gri
pe de verano'"; sus sintomas principales son inflamacién de
la farfnge, cecfalea, fiebrc, dolor abdominal, anorexia y -
ocasionalmente vémito. Tal padecimicnto dura menos de 48
horas y no se distingue clinicamentc de muchas otras infec
ciones virales, a menos que sc trate de una epidemia en 1a
que algunos de los casos cursan hasta el sfndrome clinico
paralitico (11, 87).
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¢) Poliomielitis no paralitica:

Ocurre en aproximadamente el 1% de todas las infeccio
nes por poliovirus, caracterizdndose por presentar signos
de irritacifn meningea por lo que comiinmente se le llama -
meningitis aséptica, Su inicio es abrupto con cefalea, v
mito, pirexia y rigidez del cueilo y la espalda; clinica--
mente no puedec diferenciarse de otros tipos de meningitis
causados por distintos enterovirus. Generalmente los sin-
tomas desaparecen en una semana y la recuperacidn del en--
fermo es total (87).

d) Poliomielitis paralitica espinal:

En el 0.1% de las infecciones se presenta el cuadro -
paralitico cldsico, que se desarrolla en gran medida de --
acuerdo con la edad del paciente.

En nifios se observa un proceso bifdsico caracterizado
por una enfermedad menor y una enfermedad mayor; la prime-
ra coincide con la viremia y semeja una poliomielitis abor
tiva, durando de 1 a 3 difas. La enfermedad mayor se ini--
cia abruptamente después de 2 a 5 dfas en los que el pa---
ciente parecfa estar recuperfindose, sus sfintomas principa-
les son meningitis con cefalea, fiebre, vémite, elevaci6n
de la temperatura a 39°C, escalofrios y rigidez del cuello.
Esta fase meningitica dura de 1 a 2 dias antes del decai--
miento franco e inicio de la pardlisis.

En los adultes se encuentra una sola fase con un pré-
dromo mis prolongado antes del inicio gradual de la pardli
sis y con dolores musculares espontdncos en la regién lum-
bar, flancos, abdomen y extremidades. En csta ctapa el vi
Tus ya estd diseminado ampliamente en la neuraxis, por lo
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que la pardlisis ocurrird en aquellas regiones cuyas fun--
ciones estdn bajo control de las neuronas destruidas. La -
parilisis es fldcida, 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 pardlisis en otros, los mds co-
munes, tarda de 2 a 3 dias para manifestarse. En ambos ca
sos su progresién se detiene cuando el pacicnte se torna -
afebril.

e) Poliomielitis paralitica bulbar:

Se caracteriza por la parfdlisis de los grupos muscula
res lnervados por los nervios craneales; su frecuencia va-
ria entre 5 y 35% de los casos paraliticos, siendo méds co-
min en los adultos,

Los nervios crancales noveno y décimo son los implica
dos mis frecuentemente, originando pardlisis faringca que
provoca incapacidad para deglutir y respirar por la abun--
dante secrecién producida, y por los cspasmos de la glotis.
La complicacitn del quinto nervio craneal se traduce cn di
ficultad en la masticacidén, sobre todo si se llega al tris

mus.

Aunque se pueden involucrar otros centros nerviosos,
ésto rara vez represcenta una amenaza para la vida; asf ha
podido observarse pardlisis ocular y disturbios pupilares
en el 11% de los casos, paresis dec los nervios faciales en
aproximadamente el 50% de los pacientes y sordera bilate--

ral en algunos casos.

La poliomielitis bulbar que involucra los centros rcs
piratorios y vasomotores es poco comin pero muy pcligrosa.
La complicacién 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 profun
didad de 1la respiracién; usualmente aumenta el pulso y la

presién sanguinea lo que se asocia con hipoxia. Su progre
sién lleva a confusidén, delirio, coma y finalmente la muer

te, por la pardlisis de los midsculos respiratorios.

La mortalidad total es del 7 al 10%, siendo mds alto
{20%) en los adultos j6venes, en quienes se han observado
los casos mis severos (87).
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Inmunidad:

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

E1 predominante, y que proporciona inmunidad permanen
te es de 1la clase IgG. La IgAs es producida por células -
plasmdticas del tejido linfoide en el intestino, principal
mente de las placas de Peyer; una vez que las c€lulas plas
méticas son estimuladas circulan por la sangre periférica
antes de localizarse en la l4mina propia de la mucosa.

La IgAs estd presente en todas las secreciones muco--
sas, pero lo mis importante es que se encucntra recubrien-
do la superficie mucosa de las c€lulas epiteliales, forma
una capa que se adhiere firmemente a la célula y la prote-
ge de- la penetracidn viral,

La proteccién adquirida por la infeccién natural nor-
malmente es homotipica {21).

Diagnéstico:

Como en otras infecciones virales, el diagn6stico se
realiza por el aislamiento e identificacién del virus en -
cultivos celulares, o bien, por estudios seroldégicos duran
te las fases aguda y convaleciente del padecimiento (45).

Los métodos mds utilizados son la neutralizacién, fi-
jacién de complemento, inmunofluorescencia y técnicas de -
inmunoperoxidasa, La mds confiable en cuanto a los resul-
tados obtenidos es la neutralizacién, pero requierc de --
tiempo, 7 dias como minimo y es costosa; la fijacién de com
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plemento c¢s més rdpida pero menos especifica, y las dos (il
timas requieren de juicios un tanto subjetivos para su in-
terpretacién. De aqui sc desprende la importancia del de-
sarrollo de técnicas rédpidas y reproducibles como es el en

sayo inmunocnzimdtico (27).

Prevencifbn:

Se cuenta con dos tipos de vacunas para prevenir la -
poliomielitis: la vacuna de virus vivos atenuados desarro-
1lada por Sabin y la vacuna de virus inactivados creada --
por Salk; ambas inducen inmunidad permanente y son efecti-
vas, pero sus mecanismos de accidn son diferentes (29, 69,
70, 71).

Vacuna tipo Salk: estimula la aparicién 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 asf la infecci6n. Se administra por via paren
teral (21, 29).

Vacuna tipo Sabin: induce 1la formacién de anticuerpos
humorales, y dado que el virus se replica en el intestino
delgado provoca la aparicidén de anticuerpos del tipo IgAs,
por lo que actda como si se¢ tratara de una infeccidn natu-
ral, Su transmisidn oro-fecal puede conferir inmunidad a
personas no vacunadas., Se administra por via oral (21, -
29).

Por las ventajas que presenta, en México sec utiliza -
la vacupa tipo Sabin en tres dosis: la primera dosis de 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 afios 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 geogrdficos,
econdmicos, socioculturales, etc,; y los obstdculos que se
han presentado en el esfuerzo por controlarlo son enormes.
Para solucionar tales dificultades sc requiere la compren-
si6n de la epidemiologfa y patogénesis de la infecci6n y -
de los diferentes mecanismos por los que la vacuna emplea-
da induce proteccidén contra ella (20, 26, 49, 60).

Aunque se sabe bien que la informacién sobre poliomie
litis paralfitica varfa en cada pafs de acuerdo con la cali
dad de los servicios de salud con que cuenta, el impacto -
total de la enfermedad se mide mejor por su incidencia pro
medio anual durante perfodos de cinco afios. En el cuadro
No. 1 se compara el nimero de casos de poliomiclitis repor
tados por algunos pafses americanos en el perfodo de 1971
a 1975, Cabe hacer notar que paises como Chile, Uruguay,
Puerto Rico y Cuba parccen tener ya al padecimiento bajo -
control, mientras que México se encuentra adn en ¢l grupo
problema (3, 67).

De acuerdo con la Organizaci6n Mundial de la Salud --
(OMS) y su publicacién anual sobre la situacidén de la po--
liomielitis en el mundo, en América se distinguen dos re--
giones de acuerdo con la incidencia del badecimiento: La -
regidén I integrada por 27 palses donde la poliomielitis es
td 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 sipue siendo un problema de salud pd--
blica, pues la tasa general es de 1.6, México forma parte
de la regi6n II ain cuando la tasa media anual es de 1.3 -
casos/100,000 hab. En el cuadro No. 2 se registran las ta
sas de morbilidad y el ndmero de casos rcportados en el --
pais de 1968 a 1980 (3, 55, 84).
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Es pertinente sefialar que en México, en 1979, se pre-
senté el 17.7% del total de casos reportados en América, -
ocupando el 2o0. lugar en la tasa de incidencia después de
Brasil en el que se present§ cl 51.5% de los casos (55,84).

La grafica No. 1 muestra los indices de morbilidad de
1968 a 1980 y los de mortalidad de 1968 a 1975. En ella -
se aprecia un pico sobresaliente en 1970 y dos mis en las
epidemias de 1975 y 1977, la primera en Jalisco (24) y la
segunda en Coahuila (48), cn los dltimos afios se observa -
una tasa de morbilidad mis o menos constante (60).

La distribucidén de los casos de poliomielitis en nues
tro pals no es uniforme, hay que tomar en cuenta que las -
32 entidades federativas que comparten una superficie de -
1,958,201 sz poseen diferente densidad de poblacidén, dis-
tinta conformacién geogrdfica y €tnica ademds de distintos
grados de evolucién social (55), En el cuadro No. 3 se --
consignan los casos de poliomielitis notificados 2 la Di--
reccién General de Lpidemiologfa de la SSA por cntidades -
federativas de 1978 a 1980 (55).



Incidencia promedio anual por mill6n de
poblaci6én total hasta mediados de
1975 en relaci6n con la tasa
de mortalidad infantil.

Pafs Poblacién Poliomielitis Mortalidad
- millones No./millén infantil

No./1000
Brasil 100 78 94
Nicaragua 2 34 123
El Salvador 4 21 58
Guatemala ' 6 20 79
Colombia 26 15 76
Ecuador 7 14 78
Honduras 3 12 115
* Venezuela : 12 10 50
PerG 18 9 110
México 59 7 61
Argentina 25 4 60
Chile 10 1.5 /A
Uruguay 3 0.3 40
Pucrto Rico 3 0.3 24
Cuba 10 0.1 25

Cuadro No. 1.- Casos de poliomielitis reportados por algu
nos pafses americanos, 1971-1975. Datos del WHO Weekly -
Epidemilogical Record del 23 Dic., 1977,



FRECUENCIA EN LA REPUBLICA MEXICANA

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

1968 850 1.9
1969 679 1.4
1970 1662 3.4
1971 630 1.2
1972 309 ' 0.6
1973 221 0.4
1974 231 0.4
1975 931 1.5
1976 292 , 0.5
1977 907 1.4
1978 707 1.1
1979 827 1.2
1980 735 1.02

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

ces de morbilidad en el pais por afios. Datos de la OMS.
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Entidad 1978 1979 1980
Casos Tasa »Casos Tasu Casos Tasa

Aguascalientes 4 0.9 -1, 0.2 1 0.2
Baja California N, 17 1,2 200 2 0.1
Baja California S, 2 1,00 -~ 1 0.5 2 1.4
Campeche 9 2.5 41 25 6.3
Coahuila 3672060 17 1.2 18 1.2
Colima 19 5.4 10 2.8 9 2.4
Chiapas 43 2.1 7 0.3 30 1.4
Chihuahua 260 1.2 12 0.6 3001
Distrito Federal 49 0.5 13 0.1 23 0.2
Durango 26 2.2 2 0.2 18 1.4
Guanajuato 36 1.2 129 4.2 85 2.7
Guerrero 39 1.8 37 1.7 23 1.0
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
Michoacdn 20 0.9 79 2,6 36 1.2
Morelos 6 0.6 1 0.4 13 1.3
Nayarit 18 2.4 6 0.8 10 1.2
Nuevo Le6n 18 0.7 16 0.6 11 0.4
Qaxaca 8 0.3 1 0.0 9 0.4
Puebla 12 0.4 13 0.4 0.3
Querétaro -- --- 1 0.2 9 1.2
Quintana Roo 1 0.7 2z 1.3 13 8.2
San Luis Potosi 26 1.6 13 0.8 21 1.2
Sinaloa 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 10 1.3
Tamaulipas 33 1.6 9 0.4 27 1.2
Tlaxcala -- --- -- .- - -a-
Veracruz 47 0.9 20 0.4 8 0.7
Yucatdn 19 2.0 4 0.4 91 9.0
Zacatecas 8 0.7 4 0.4 8§ 0.7
Total 707 1.1 827 1.2 735 1.02

Cuadro No, 3.- Casos de poliomielitis notificados cn México
{1978-1980). batos de 1la Direccifn General de Epidemiolopgin.



29

En el cuadro No. 4 se reunen los estados que han infor
mado el mayor nidmero de casos de 1976 a 1980 (55), entre -
ellos se destaca Jalisco, donde la distribucién de la po--
liomielitis paralftica es predominantemente urbana, inci--
diendo en municipios densamente poblados, con zonas pobres
y en malas condiciones higifnicas, como ocurre en los su--
burbios de Guadalajara, Zapopan y Tlaquepaque (24).

Por otro lado, en el cuadro No. 5 sc¢ presentan los es
tados con menor nimero de casos reportados en ¢l mismo lap
so (55), en este grupo sobresale Tlaxcala que no presenta
ningdn caso desde 1978. En algunos estados la tasa de mor
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 infeccidn
natural desempefia un papel tan importantc como los progra-

mas de inmunizacién (50).

Entidad 1976 1977 1978 1979 1980
Distrito Federal 17 30 49 13 23
Guanajuato 18 75 129 85 2
Jalisco 10 137 37 230 35
México 24 63 39 65 73
Michoacdn 6 74 26 79 36
Sinaloa 29 45 57 75 47
Tabasco 23 16 28 28 16
Veracruz 17 14 47 20 38
Yucatin 18 10 19 4 91
Coahuila 4 95 30 17 14

Cuadro No, 4.- Los diez estados con mayor nimeroc absoluto -
~de casos de poliomielitis notificados a la D.G.E. 1976-1980,
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Entidad 1976 1977 1978 1979 1980
Colima 0 31 1910
Morelos o 2 6 4 13
Baja California Norte i -9 17 2
Baja California Sur 1 - 2 1 2
Tlaxcala 1 2 - - -
liidalgo 2 1 5 2 19
Querétaro 2 - - 1 9
Quintana Roo 9 1 2 13
Aguascalientes 3 6 4 1 1
Durango 5 27 5 2 18

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

Otro aspecto importante en la epidemiologia de la po--
liomielitis es su variacidén estacional, se han sefialado co-
mo favorecedores de su incidencia durante el perfodo cdlido
de agosto a septicembre, diferentes factores de fndole climd
tico como son la temperatura, la presién atmosférica, la hu
medad y la evaporaci6n (22, 23, 24). Sin embargo, puede --
presentarse durante el resto del afio; como se muestra en el
cuadro Ne. 6 (32).

Mes No. de casos Mes No. de casos
Enero 92 Julio 58
Febrero 03 Agosto 73
Marzo 73 Septiembre 83
Abril 52 Octubre 41
Mayo 40 Noviembre 40
Junio 45 Diciembre 47

Cuadro No, 6.- Casos notificades de poliomiclitis por meses
durante 1978 en México. Datos de la Direccién General de -
Epidemiologfa,
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Aunque la poliomiclitis c¢s predominantemente un pade-
cimiento infantil, su incidencia depende de los niveles de
higiene y de los mecanismos que permitan su transmisién --
(via orofecal). Hace algunos afios se presentaba una inci-
dencia mayor en nifios preescolares (11),actualmente ha ve-
nido a ser mds frecuente en aquellos de 5 a°‘9 afios de cdad
(20). En nuestro medio, siguc sicndo mds frecuente en ni-
fios cuyas edades fluctdan de 6 meses a 2 afios (19), La --
distribucidén de la morbilidad por grupos de edad en nues--
tro pais en 1978, se muestra cn el cuadro No. 7 (32).

Grupo de edad Casos Tasa especifica:
(por 100,000 hab.)

0 - 5 meses 29 2.5
6 - 11 meses 204 17,06
1 afio 261 11.3
2 afios 102 4.4
3 afios 41 1.8
4 afios 26 1.1
5 - 9 afos 27 0.3
10 - 1% afios 13 0.1
15 --19 afios 3 0.04
20 y mids aiios 1 0.0

De acuerdo con los resultados de sus estudios en Tolu
ca, Sabin y col. (068) indicaron que cuando los programas -
de vacunacién en ciudades subtropicales grandes s6lo inmu-
nizan a una pequefla fraccién de la poblaci6n susceptible,
la diseminacién del virus vacunal tienc poca o ninguna in-
fluencia (mecanismos de interferencia) en la diseminacién
de las cepas silvestres de 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 entérovirus,
lo cual constituye otro mecanismo de interferencia, cuya -
consccuencia es gue las cepas vacunales no se implantan en
los tractos digestivos ya ocupados.

En el cuadro No. 8 se presentan los casos de polio---
mielitis, en relacién a las dosis recibidas de vacuna Sa--
bin durante 1978 (32), Cabe hacer notar que en ese afo --
fueron administradas aproximadamente 7,000,000 de dosis ti
po | a niflos menores de 6 afios, que es el serotipo mds fre
cuente en la Repiblica Mexicana,

Cuadro No. 8.- Cdsos de poliomielitis segln dosis re
cibidas de vacuna Sabin, por entidades federativas en 1978,
Datos del programa Nacional de Vigilancia Epidemiolégica,
D.G.E,

Entidad Dosis recibidas Total
Ninguna Se ignora de
1 2 3y mis Casos
Aguascalientes -- 1 1 1 1 4
Baja California N, 8 5 1 3 - 17
Baja California S. 1 1 - - - 2
Campeche 2 - 1 2 9
Coahuila 13 9 5. 6 3 36
Colima 3 5 5 2 19
Chiapas 24 8 3 3 5 43
Chihuahua 4 7 2 5 8 26
Distrito Federal 16 11 7 13 2 49
Durango 9 5 3 3 6 26
Guanajuato 13 8 4 7 4 36
Guerrero 21 5 6 4 39
flidalgo 3 1 - - 1 5
Jalisco 14 3 4 6 10 37



México 19 8 1 6 5 39
Michoacdn 17 3 3 1 2 20
Morelos 2 1 - 1 2 6
Nayarit 3 45 5 1 18
Nuevo Ledn 2 .36 6 1 18
Qaxaca 4 2 - - 2 8
Puebla . PR - 2 12
Querétaro - - - “ - -
Quintana Roo - 1 - - - i
San Luis Potesi 7 6 4 6 3 26
Sinaloa 27 11 s 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 - - - - - -
Veracruz 16 10 5 5 11 47
Yucatdn 6 1 4 8 - 19
lacatecas 6 - - - 2 8
Total 270 140 86 115 96 707

La cuestifn crfitica que debe ser contestada acerca de
los nifios con bajos niveles de anticuerpos y una historjia -
de inmunizacién previa es si son o no susceptibles a una rc
infeccién con poliovirus silvestre (50, 76), Es comin pre-
decir que tal reinfeccidn podrfa provocar una ripida eleva-
cifn de anticuerpos, una vircmia limitada y una cscasa pro-
babilidad de manifestaciones clinicas, No obstante, c¢stos
nifios pueden excretar el virus y llegar a ser una fuente de
infeccidn para otras personas susceptibles en su medio am--
biente (13, 20, 25).

Otro grupo de poblacidn con gran riesgo de infeccidn -
lo constituycen las mujeres embarazadas (12), adn cuando en
México no existen reportes de la frecuencia de la poliomie-



34
litis en este grupo, numerosas fuentes indican una inciden
cia tres veces mayor que la observada en mujeres no embara
zadas, Algunos autores sugieren que las hormonas estrogé-
nicas son las responsables del incremento en la susceptibi
lidad y otros més aseguran que cl embarazo acta como un -

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

Ahora bien, ¢cudl es el papel que la madre desempeia
en el enfrentamiento del nijio con el poliovirus?, al res--

pecto se sabe que:

-- La poliomielitis clinicamente reconocida en recién
nacidos de madres infectadas es poco com@in; sin embargo, -
algunos estudios sugieren que la infeccidn subclinica en -
estos nifios es considerablemente frecuente (12).

-= Aycock, Kramer y Svennerholm (12, 43, 75) han suge
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 duracidn de
anticuerpos pasivos en el infante durante los primeros dos
a seis meses de vida van en funcidn directa del titule 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 quec protegen a los pequefios con--
tra infecciones con virus que causan padecimientos del --
tracto digestivo, o como en el caso de poliovirus, que ini
cian su replicacidn a ese nivel (42, 43, 51, 75).
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C) ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay):
Historia:

El desarrollo de los ensayos inmunoenzimdticos ha te-
nido mayor auge en la dltima década; aunque ya en 1967 Na-
kane y Piercc habfan indicado que un método directo inmung
enzimdtico, anflogo a la inmunofluorescencia indirecta,s --
era factible. Tales métodos dependerfan de que se pudie--
ran marcar antigenos o anticuerpos con enzimas de activi--
dad altamente especifica, y que los conjugados asf forma--
dos mantuvieran tanto la actividad enzimdtica como la inmu

noldgica,

Posteriormente, Sternberg, Hardy y sus colaboradores
realizaron la primera deteccifn cuantitativa de anticuer--
pos empleando el ensayo directo, adn cuando los resultados

los evaluaban visualmente con un microscopio ordinario.

Entre 1969 y 1971, y ante la necesidad de crear una -
técnica mids accesible que el radioinmunoensayo (RIA), va-
rios grupos de investigadores se avocaron a desarrollar y
perfeccionar los métodos inmunoecnzimdticos., Asf, Avramea-
en Francia, Engvall y Perlmann en Estados Unidos, y Van -
Weemeny Schurs en Holanda, finalmente dieron a conocer un
nuevo método al que llamaron ELISA,

El método de ELISA retine las ventajas del RIA y de la
inmunofluorescencia en cuanto a cspecificidad y sensibili-
dad, ademis de que no implica riesgos a la salud ya que --
los reactivos utilizados son inecuos; el ensayo es objeti-
vo y puede ser automatizado resultando econbmico; puecde --
adaptarse a trabajos a gran escala como son las encuestas

serocpidemiolépicas (38, 78, 85, 86).
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Fundamento;

La técnica se basa en una reaccidn inmunolSgica cn la
que el antigeno ha sido adsorbido previamente a una fase -
s6lida, poniéndolo de manifiesto con la adicién de un con-
jugado enzima-anticuerpo y el substrato especifico para la
enzima, La hidr6lisis de dicho substrato, medida espectro
fotométricamente, scrd proporcional a la concentracién del

antigeno en la muestra (80, 86).

Este tipo de ensayo inmunoenzimftico ha sido amplia--
mente utilizado para detectar tanto antigenos microbianos
como diversos tipos de anticuerpos contra una gran varie--
dad de agentes infecciosos, utilizando para ello diversos
flufdos biol6gicos (86).

Consideraciones generales:
a) Fase s6lida:

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

Los soportes que se han utilizado como inmuncadsorben
tes incluyen poliacrilamida, celulosa, tubos de polipropi-
leno, geles como Sefarosa y placas de microtitulacién. Se
ha comprobado que las placas de microtitulacién hechas de
nylon, poliestireno, polivinilo 6 polipropileno son las --
mds adecuadas, ya que tales plasticos estdn cargados nega-
tivamente y favorecen el enlace electrostdtico con la mayo
ria de 1as moléculas de los anticuerpos animales que estdn

cargadas positivamente (79).

La adsorcién del antfgeno al soporte se llama comin--
mente sensibilizacién y se realiza generalmente bajo las -
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siguientes condiciones: Concentracibn de protefna de 1-10
/4g/m1 en solucidn amortiguadora de carbonatos-bicarbonatos
con pH 9.6, temperatura de 4°C 6 37°C y tiempo variable de
1 a 24 horas.

Comiinmente las condiciones 6ptimas como pH, tiempo y
temperatura sc determinan por el método de cnsayo y error,
y la concentracién de antfgeno haciendo titulaciones en --
forma de tablero de ajedrez contra un suero negativo y uno
positivo.

El grado de pureza del antigeno o del anticuerpo de--
termina la especificidad del método (78, 85, 86).

b) Conjugado:

La sensibilidad del ELISA estd determinada primordial
mente por la preparacién del conjugado enzima-anticuerpo 6
enzima-antigene y su capacidad de mantener alta actividad
enzimdtica e immunolégica (4, 86).

Para lograr el acoplamiente entre una enzima y una --
proteina se requiere de un agente bifuncional que cfectie
un enlace cruzado con los grupos funcionales de las protef
nas y las enzimas; tal agente no debe eliminar la activi--

dad bioldgica de ninguna de las dos,

Los reactivos que se utilizan mids frecuentemente para
la preparacién de conjugados son:

- Glutaraldehfdo.

- Benzoquinona.

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

- Diisocianato de tolucno.

- O-dianisidina tetraazotizada,
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- Carbodiimidas hidrosolubles.
- N,N'-o-fenilendimaleimida,
- n-periodato de sodio.

Se han descrito dos tipos de reacciones de conjuga---
cién (4):

1) Procedimicnto en un paso: se mezclan la enzima, -
el anticuerpo y el agente acoplante, se incuba la mezcla -
por un perfodo corto y una vez efectuada la reaccién de --

acoplamiento se dializa,

El método es sencillo y el conjugado obtenido propor-
ciona resultados reproducibles, pero dado que cn ecste pro-
cedimiento la reaccién no puede controlarse, pueden formar
se dimeros y polimeros que no son capaces de actuar como -
conjugados activos enzima-anticuerpos. Al obtenerse conju
‘gados heterogéneos y emplear esos polimeros puede disminuir

1a sensibilidad del ensayo.

2) Procedimiento en dos pasos; primero se trata la -
enzima con el agente acoplante y despu@s se¢ le adiciona el
anticuerpo, o bien se trata la enzima con un exceso del --
reactivo; después de la reaccidn y de haber eliminado ese

exceso se adiciona el anticuerpo.

Este método tiene la ventaja de que la reaccidn es --
equimolecular obteniéndose principalmente complejos enzima
proteina homogéneos, aumentando con ello su eficiencia ya
que su actividad es diez veces mayor que la de los conjuga
dos heterogéneos (86).

¢} Antisueros:

Sc¢ obtienen mejores resultados cuando las preparacio-
nes de anticucrpos para la conjugacién son derivadas de un
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suero hiperinmune ya que, ademis de que permite utilizar -
el conjugado mds diluido, contiene gran cantidad de anti--
cuerpos de alta avidez que son los mds 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 amplia el grado de apreciacién de la reacci6én in
munolégica (85, 86).

Las enzimas deben ser seleccionadas de acuerdo con --

los siguientes criterios:

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

dad después de la conjugacidn,

Asi mismo, los substratos deben reunir las siguientes

caracteristicas:

- Ser accesibles y de bajo costo,
--8er seguros y fdciles de usar.
- Ser soluble antes y después de la hidr6lisis,

Los substratos son generalmente cromogénicos, inicial
mente poco coloridos pero el producto de la hidr6lisis en-
zimdtica es fuertemente colorido y nos indica el punto fi-

nal del ensayo.

Las enzimas mds utilizadas, su fuente de obtencidn vy
el substrato que utilizan se muestran en la sipuiente ta-
bla (79, 86):



Enzima

--Fosfatasa
alcalina

Peroxidasa

- Bgalactosidasa

- Glucosa
oxidasa

- Catalasa

e) Muestra:

Fuente (s}
E. coli
Intestino de pollo
Mucosa intestinal

de bovino

Ribano

E. coli

Aspergillus niger

Higado de bovino

40
Substrato (s)

p-nitroféhilfosfato

o-fenilendiamina
H202 + ac. S-aminosuli
cilico

nitrofenilgalactosa

glucosa + ac, S-amino
salicilico

glucosa + cloruro de
p-nitroazul de -
tetrazolio

glucosa + azul de tia
zolio

H,0, (medido espec--
trofotométrica--
mente a 240 nm)

Las muestras mids cominmente empleadas son suero y ---

plasma, aunque puede utilizarse cualquier fluide biol6gico

como por ejemplo saliva, leche, liquido cefalorraquideo, -

etc,

Es esencial hacer diluciones de la muestra en una so-

lucién amortiguadora (p.cj. PBS) que contenga un agente --

tensoactivo (p.ej. Tween} para evitar adsorciones inespecf

g
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ficas a la fase sélida. En algunos casos es necesario in-
clufr una protefna adicional (p.ej. albimina bovina) para
reducir el desprendimiento inespecifico de los reactivos -
ya adsorbidos a la fase s6lida (78, 79).

f) Lavados:

Los ensayos inmunoenzimiticos consisten en una serie
de incubaciones con diferentes reactivos, por ello es nece
sario que se climine el exceso de un reactivo antes de adi
cionar otro. Los lavados tienen csa funci6n y se realizan
con una solucifn amortiguadora que contiene el agente ten-
soactivo, Se deja la solucién en contacto con la placa --
por unos cuantos minutos y después se desecha sacudiéndola
enérgicamente; 6sto se repite tres veces en cada paso, con
lo cual se eliminan reacciones inespecificas (79).

g) Interpretacién de resultados:

El resultado final puede ser evaluado visualmente o -
medido en un espectrofotémetro. Los resultados positivos
estdn indicados por un producto de reaccién 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 midximas -
en e¢se rango de longitud de onda,

Los resultados podrin ser expresados como:

- Positivo o negativo, determinando previamente cl va
lor umbral de absorbancia. Probando un gran ndmero de --
muestras negativas se considerard tal valor como el mdximo
dado por ellas; asf, todas las muestras que den lecturas -

mayores a ese valor se consideran positivas.

- Valor de absorbancia, cuando sc efectia el ensayo -
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incluyendo muestras de referencia de absorbancia conocida,

-UTitulo".  La muestra se diluye en forma seriada y -
se ensaya, el titulo serd la dltima dilucién que presente
un valor superior al proporcionado por las muestras negati

vas,

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

Aspectos metodolfgicos:

N

Existen tres variantes principales del método de ELI-
SA:

1.- Método competitivo: para la detecci6n y cuantifi-
cacién de antigeno. Es semejante al RIA ya que el antfige-
no problema compite con el antigeno marcado para unirse al
anticuerpo adsorbido al soporte; por ello, la cantidad dc
substrato hidrolizado e¢s inversamente proporcional a la --

concentracién del antigeno problema,

2.- Método indirecto: especifico para la deteccibn y
cuantificacién de anticuerpos, es el mis utilizado,

3.- Método del doble sandwich: para la determinacidn
y cuantificaci6én de antfgeno; es el mis emplcado ya que, a
diferencia del competitivo, no requiere del antigeno marca
do.

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

Adsorcifn del anticuerpo al soporte.

! |

Adicién del antigeno Adicién del antigeno
marcado con enzima marcado con enzima
+ antigeno problema

Adicién
de
substrato

La cantidad de substrato hidrolizado es directamente
proporcional a la cantidad de antigeno marcado,

La diferencia entre A y B es igual a Ia concentracién
del antfgeno problema.



Método indirecto.

1.- Adsorcion del antigeno a la
placa. ' o

NN

2.~ Adicién de la muestra proble
ma ( anticuerpo ).

D

[}

3.- Adici6n de antiglobulina EL_}E
marcada con enzima.

NN

0 .E: ..U

0 = 8, o
] E-
i

)

La cantidad de substrato hidrolizado es directamente

4,- Adicién del substrato,

proporcional a la cantidad de anticuerpo prescnte en la --

nuestra,
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Método del doble sandwich..

1.- Adsorcifn del anticuerpo
al soporte.
w
] [
2.- Adicién de la muestra pro-
blema ( antfgeno ).
— —

3.- Adicién del anticuerpo es- E

E
pecifico marcado con enzima, %

4,- Adicién del substrato. %

La cantidad de hidr6lisis es directamente proporcio--
nal a la cantidad de antigeno presentec en la muestra,
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MATERTIAL Y REACTIVOS

Equipo:

Agitador magnético "Corning".

Celda para ultrafiltracién AMICON con membrana de exclu---
sién PM 10,000.

Balanza analitica "Mettler".

Balanza granataria "Ohaus",

Cimara de Neubauer,

Campana de flujo laminar de seguridad biolégica '"VECO".

Centrifuga refrigerada "Sorvall RC-5B".

Espectrofotdmetro "Gilford".

Incubadora "National™ a 37°C,

Lavador manual de placas de microtitulacidn,

Lector para placas de ELISA.

Micropipeta manual de 10 a 100 41 "Eppendorf".

Micropipeta manual de 100 a 1000 41 "Eppendorf".

Micropipeta manual multicanal de 0 a 25041 "Dynatech".

Microscopio de luz invertido "Seiwa Optical",

Microscopio 6ptico "Carl Zeiss'".

Potenciémetro "Corning",

Ultracentrifuga "Beckman L50",

Material de laboratorio:

Barra magnética,

Bolsas para didlisis,

Celdas de cuar:zo.

Membranas filtrantes Millipore de 0.22um de poro.

Frascos de cultive celular de 25 vy 7S'Em2 de poliestireno.
Filtros tipo Swinex Millipore de 25 y 47 mm de didmetro.
Puntas para micropipeta.

Selladores de plidstico.
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Tubos de nitrato de celulosa.
Viales.

Material de vidrio:

Botellas Broadway.

Jeringa hipodérmica de 50 ml.

Matraces Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml.

Matraces volumétricos de 50, 100, 250, 1000 y 2000 ml.
Pipetas Pasteur.

Pipetas seroldgicas de 1, Sy 10 ml,

Probetas graduadas de 100 y 1000 ml.

Tubos de ensayo de 13 X 100 mm.

Material biolbgico:

AlbOmina sérica bovina libre de gammaglobulinas,

Anti - IgAs humana,

Anti - IgG humana.

Células HEp-2c.

Cepa vacunal de poliovirus tipo 1. (Sabin, LSc2ab).

Conjugado de inmunoglobulinas de conejo - fosfatasa alcali
na,

Fosfatasa alcalinas

Gentamicina.

IgAs humana.

IgG humana.

Suero fetal de bovino.

Medio para cultivo celular:

Eagle - Diploide.
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Reactivos:

Glutaraldehido,

Percoll:

p-nitrofenilfosfato.

Soluciones:

Solucién
9.6.
Solucién
Solucién
Solucidn
Solucidn
nica.
Solucibn
Solucidn
Solucidn
Solucién
7.4,
Solucién
Solucidn

amortiguadora de carbonato-bicarbonato 0.05 M, pH

amortiguadora de dietanolamina 0.05 M, pH 9.6,
amortiguadora de fosfatos-tween 20 0.05 M, pH 7,4.
amortiguadora Tris-HC1 0.01 M, pH 8.0 y 7.4,

de azul tripdn al 0.05% en solucibdn salina isot6-

de EDTA al 0.03% en solucifn salina isot6nica,
de NaOH 3 M,

de NaHCO3 al 7.5%.

de sacarosa 2,5 M en sol., amortiguadora Tris, pl

salina al 0.85%, pH 7.4 y 6.8,
de tripsina en EDTA al 0.03%, 1/40,
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METODOS

Poblacibn: En este estudio se¢ incluyeron 25 nifios re
cién nacidos a través del centro de salud "Dr., Gustavo Ro-
virosa'. De cada nifio se obtuvieron en promedio 6 mues---
tras de sangre, la primera de corddén umbilical y las si---
guientes al id., 30. y 60. mes, al afio y & los dos afios de
vida.

Como en todo estudio longitudinal se trat6d de tener -
el mayor control posible sobre los ninos, efectuindose un
control médico a través del centro de salud y de una traba
jadora social que periddicamente visitaba a los nifios en -

su casa.

Cabe hacer notar que inicialmente eran 33 los nifios -
elegidos, pero tuvieron que descartarse 8 debido a que no
proporcionaron ¢l niimero de muestras requeridas o bien, a
que no se conocia su esquema de vacunacién,

A) Antigeno

La cepa empleada de poliovirus tipo 1 fué cedida por
el Dr. Baltasar Brisefio de los Laboratorios Nacionales de
Salud Pdblica, cuya DICTSO/ml era 107'95.

a) Propagacién del virus:

Se cultivaron células HEp-2c en botellas Broadway con
medio Eagle-Diploide, con 0.2% de NalCO; y suplementado --
con 5% de Suero Fetal de-Bovino (SFB); incubdndose a 37°C
hasta obtener una capa monocclular completa. El virus fué
inoculado en las monocapas celulares a una multiplicidad -
de infeccién de O.ZDICTSO/célula, incubdndose hasta obser-
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var efecto citopitico completo.

Para cosechar el virus, los restos celulares sc rom--
pieron por congelacién y descongelacidn 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 cc
lulares a 2000 rpm durantc 10 minutos en una centrifuga re
frigerada, colectando el sobrenadante y ajustando su pH a
7.4. Previa titulacidn del virus se conservf finalmente a
-20°C para posterior purificacién,

b) Purificacidn:

La purificacibn comprende dos etapas: ultrafiltracién
y ultracentrifugacién,

Ultrafiltraciodn:

El sobrenadante de la cosecha se pasdé a través dec un
equipo AMICON con una membrana de exclusién PM 10,000, man
teniendo la temperatura del sistema a 4°C, El concentrado
obtenido, aproximadamente 40 ml, fu@ esterilizado por fil-
traci6n en un swinex con membrana Millipore de poro de --
0.22 ym,

Ultracentrifugacion:

En tubos de nitrato de célulosa se colocaron 11 ml de
la solucidn de percoll pH 7.2 ( ver anexo ) y aproximada--
mente 2 ml del concentrado viral, Se ultracentrifugb a -
30,000 rpm durante dos horas a 8°C en una ultracentrifuga
Beckman L50, utilizando un rotor de fingulo fijo tipo 40ti,
logrando asi un gradiente de percoll "in situ" (53). Reco
lectiindose por separado las distintas bandas obtenidas, --
las cuales fueron probadas en cultivos celulares para de--

terminar cual banda correspondia al poliovirus purificado,
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Las fracciones virales de posteriores centrifugaciones se
concentraron en un total de 6 ml, para finalmente tomar --
alfcuotas y conservarlas a -70°C hasta su uso.

c¢) Titulacidn:

La titulaci6n fué realizada por la técnica de la mi--
croplaca concélulas HEp-2c; las suspensiones virales pro--
badas fueron el sobrenadante de la cosecha y la mezcla ob-
tenida de la purificaci6n, realizdndose diluciones seria--
das en medio Eagle-Diploide sin SFB, desde 10'1 hasta 10-]q
Suspensién celular:

La suspensioén celular se obtuvo de un cultivo en con-
diciones 6ptimas de desarrollo, ajustdndola a una concen--
tracién de 250,000 células viables por'ml. Las células se
desprendieron por tripsinizacidn con una soluci6én 1:40 de
tripsina en EDTA al 0.03% y resuspendiéndose en un ml de -
medio Eagle-Diploide con 1,5% de SFB. Para determinar la
viabilidad celular empleamos azul tripdn al 0,5% en solu--
cién salina isot6nica, contlindose en la cémara de Neubauer
las células no teiiidas de los cuadrantes externos, La for
mula aplicada fué:

No, de célu- )
las vivas Factor de F@ctog de conver

T No. de ¥ dil. (10) X 51qn de la cdma-
Cuadrantes ra (10,000)

Dilucién =
No. de cé&lulas deseadas por ml.

Llenado de la placa de microtitulacifn:

Empleamos placas de microtitulacién de fondo plano --
con 96 pozos, cn los que se colocaron SQ/{I de la suspen--
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cidn celular; posteriormente se adicionaron las diluciones
virales, 5 pozos por dilucifn con 10041 cada uno.h_LQs po
zos controles contenian SO/LI de suspensibn celular y 100

/al de medio de cultivo sin SFB, '

Interpretacidn del ensayo:

Las placas se incubaron de 5 a 7 dfas como miximo, ob
servindose en este tiempo ¢l efecto citopiitico que se ini-
cia por arredondamiente celular y finaliza con la lisis de
la célula, utilizando para ello un microscopio Sptico in--
vertido, Se registré el némero de pozos con efecto citopi
tico por cada dilucidén viral y se calculb el titulo median
te el método de Karber.

B) Neutralizacidn:

En la neutralizacién no se utilizé virus purificado -
por lo que cl antigeno fué el sobrenadante de la cosecha -
viral.

Al mismo tiempo que se realizd el ensayo de neutrali-
zacibn, titulamos el virus para comprobar que se estaba em
pleando la concentracidén correcta,

La suspensibn viral tenia una concentracibn de 100 --

DICTg, por ml; si el titulo del virus era 10773 quiere de

cir que:

"3 o0 pret., = 10703

I DICT = 10 50

50

De cada suero por probar se hicieron ocho diluciones
seriadas, desde 1/2 hasta 1/256; a cada una de ellas se¢ le
adiciond un volumen igual de la dilucibn viral.
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La mezcla de reaccidn virus-suero se incubd a 37°C du
rante una hora, con agitacidn suave cada 10 minutos para -
permitir que se llevara a cabo la reaccibn antigeno-anti--

cuerpo,
Llenado de la placa de microtitulacibn:

En cada pozo se colocaron 50y 1 de la suspensidn celu
lar, cuya concentracién también se ajusté a 250,000 célu--
las viables por ml. Se probaron dos sueros por placa como

se indica:

Suero 1 Suero 2

1/4 C C
0 0
1/8 n n
¢ t
"1/16 r T
0 0
1/32 1 1
1/64
1/128 B .
C C
1/256 b 5
1/512 (-] (+)

Control de células.- Efecto citopdtico negativo, sélo
se adicioné medio de cultivo a los pozos, con suspensidn -

celular.

Control de virus,- Efecto citopdtico positivo, se adi

ciond a cada pozo IOQ}41 de la dilucién viral (10'5'°).
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Interpretacidn del ensayo:

Al igual que las placas de titulacién, las de neutra-
lizacifn se incubaron de 5 a 7 dias, considerando un resul
tado positivo cuando las c&lulas conservaban su morfologia
normal, es decir, que no presentaran efecto citopitico. -
El tftulo de anticuerpos se determind por el método de Kar
ber, contando el nlmero de pozos que no presentaron ‘ECP --
por cada dilucién,

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

Para la realizacibn del ensayo inmunoenzimitico se re
quirid la preparacifn de:

a) Suero hiperinmune antipoliovirus tipo 1:

Inmunizamos conejos jOvenes raza Nueva Zelanda de 1.5

Kg de peso aproximadamente.

El esquema de inmunizacién const6 de 6 inoculaciones
aplicadas con intervalos de una semana; la primera de ellas
fué por via intraperitoneal as{ como por via intramuscular
con adyuvante completo de Freund, las cinco rcstantes sélo
por via intraperitoneal. En cada ocasibn se administraron

5.7
10 DICTSO'

Después de transcurrido un mes del Gltimo estimulo an
tigénico el conejo fué sangrado a blanco, El suero obteni
do fué probado por neutralizacidn en cultivo celular reve-

lando un titulo de 1:2000.
b) Conjugado:

E1l conjugado sec prepardé por el método cn dos pasos --
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con glutaraldehido, utilizando fosfatasa alcalina de intes

tino de ternera y antigammaglobulina humana del tipo IgG -
de, fuente, comercial,

L.a antilIgl se reconstituyd en solucién salina al 0.85%
y pH 6.8, dializdndose a 4°C durante toda la noche y final
mente se le determind concentracidn de proteinas por el mé
todo Bio-Rad (06).

La enzima, mientras tanto, sc homogenizd y centrifugd
a 8,000 rpm durante 20 minutos a 4°C, disolviéndose en so-
lucibén salina v dializédndose en las mismas condiciones.

La relacidn de conjugacidn es de 1 mg de proteina por
3 mg de enzima, por lo que para 10 mg de enzima sc requi--
rieron 3.3 mg de antilgG.

En un tubp protegido de la luz se colocd la enzima, --
adiciondndose 20 yl de glutaraldehido al 25%, y se dejé re
posar por dos horas a temperatura ambiente. Una vez acti-
vada la enzima sc adiciond la antiinmunoglobulina y sc in-
cubbd durante dos horas mis, agitando levemente cada 15 mi-
nutos. Finalizada la reaccidn dializamos e¢n contra de so-
lucidn amortiguadora Tris base 0.05 M pil 8.0, durante toda
la noche a 4°C. Al dializado se le adiciond un volumen --
igual de la solucibn amortiguadora Tris base con NaNg al -
0.02% y albGmina bovina libre de gammaglobulinas al 1% pa-

ra neutralizar los sitios activos que no reaccionaron.

La conformacifn del conjugado asi obtenido es:

H H i H
E N/ + \C Ci, ) C/ + \N Prot
ing — \\ P, —( REIEN N- Yo
1 0 0 i

— Enz =N = CH~—( CH2 );—CH = N~Prot

3
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La actividad del conjugado fué valorada mediante el -
método de ELISA directo, de la siguiente manera:

Se sensibiliz6é una placa con IgG humana normal, con -
100 ng/ml en solucidn amortiguadora de carbonate-bicarbona
to y colocando 20041 por pozo, incubindose a 37°C durante
18 horas en camara himeda,

Las placas se lavaron con PBS/Tween, colocindose por
duplicado las diluciones seriadas del conjugado, desde --
1/500 hasta 1/16,000, incubindose 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 reaccibn enzimitica se detuvo con solucibn
de NaOH 3 M y se leyd la absorbancia a 405 nm.

La dilucién 6ptima fué aquella que proporciond una --
lectura de 1.5 de absorbancia. Figura No., 1.

Estandarizacidn de la tEcnica:

El ensayo inmunoenzimfitico directo fué estandarizado
con el suero hiperinmune de concjo mediante el método de -
tablero de ajedrez,

- Sensibilizacidén de la placa:

Depositamos 10Q/&1 por pozo de las diluciones seria--
das del poliovirus purificado en solucidn amortiguadora de
carbonato-bicarbonato desde 107 hasta 107°, La adsorcién

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

- Muestras: .
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Del suero hiperinmune diluido desde 1/50 hasta 1/2000,
depositamos por duplicado 10041 por pozo. Las placas se

sellaron con tiras plésticas e incubaron a 37°C durante --
dos horas.

- Conjugado:

Adicionamos 10041 por pczo del conjugado antiinmuno-
globulinas de conejo — fosfatasa alcalina dilufdo 1/500 -
en PBS~-Tween, incubdndose a 37°C por dos horas.

- Sustrato:

El sistema se reveld con p-nitrofenilfosfato en solu-
ci6n amortiguadora de dietanolamina (mg/ml), se incubd a -
37°C durante 30 minutos. La reaccién enzimitica se pard -
con solucibn de NaOH 3 M.

- Absorbancia:

Se ley6 la absorbancia a 410 nm, considerando como re
sultado positivo una lectura mayor o igual de 0.2, en un -
rango de 0 a 1,0,

Cuando la placa se sensibilizé a 4°C por 18 horas, --
con una concentracién de 10 DICTgy/ml, los resultados fuc
ron dptimos, determinindose asi el punto medio del tablero
de ajedrez. Por lo que el método emplcado fué:

- Sensibilizar la placa con una dilucién 1/10,000 del
virus purificado en solucifn amortiguadora de carbonato-bi
carbonato, con 100 41 por pozo.

-Incubar la placa sellada a 4°C durante 18 horas.,
-Lavar tres veces con solucién PBS-~Tween, dejindola -
en contacto con la placa tres minutes cada vez.
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-Después de secar perfectamente colocar las muestras
en forma seriada y por duplicado, Sellar e incubar a 37°C
durante dos horas.

-Lavar nuevamente con PBS—Iween tres veces. Secar.

-Adicionar el conjugado, 10041 por pozo de la dilu--
cidn 6ptima. Sellar e incubar a 37°C por dos horas,

-Lavar tres veces mds. Secar,

-Adicionar el sustrato cuya concentracién es de 1 mg/
ml de p-nitrofenilfosfato en solucién amortiguadora de die
tanolamina; 10Q}L1 por pozo, Incubar a 37°C por 30 minu--
tos,

-Detener la reacci6n con NaOH 3 M, 50 41 por pozo.
-Leer absorbancia a 410 nm,

Para corroborar las condiciones establecidas se tomé
sangre de un grupo de voluntarios adultos, los sueros s¢ -
probaron por duplicado a una dilucidn dnica (1/200) obte--
niéndose los siguientes resultados:

Voluntario A] A2 Amedia Resultado
GPR 0.353 0.340 0.346 +
AOR 0.294 0.243 0.268 +
LGR 0.235 0,211 0.223 +
RA 0.232 0.223 0.227 +
RMM 0.593 0.608 0.600 +
SCG 0,223 0.164 0,193 -
JTL 0,642 0.736 0.689 +
FHR 0.140 0.187 0.163 -
M 0.356 0.433 0.394 +
NTH 0,266 0.237 0.251 +
ALR 0.427 0.476 0.451 +
EZD 0.400 0.431 0.418 +

+

ALQ 1.027 0.994 1.010



RMO 0.169 0.168

EBR 0.286 0.302
SC 0.114 0.115
ERB 0.304 0.303
YLV 0.408 0.400
LEC 0.202 0.202
LCM 0.267 0.243

59

0.1685 -
0.294 +
0.1145 -
0.3035 +
0.434 +
0.202 +
0.255 +

Por lo que para ensayos posteriores el suero de ALQ fué

el control positivo, y el de SC el control nepativo.

El control negativo se utilizé en la dilucién ya proba--
da de 1:200, obteniéndose una lectura promedio de absorban
cia de 0,115,- Por otro lado, del suero control positivo -

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

probindose nuevamente; se eligié la
proporcioné una lectura promedio de

dilucién 1:800 que nos
absorbancia de 0,450,

La inclusién de controles en cada ensayo nos ascgurd la

reproducibilidad de los resultados.

Inicialmente todos los sueros de
a una dilucién dnica de 1/50; todos
una lectura de absorbancia mayor de
ron positivos,se diluyeron en forma
ta 1/400 y se procesaron nuevamente

titulacién a punto final,

los niflos se probaron
aquellos que dieron --
0.2 y que por ende fue
seriada desde 1/50 has
para llevar a cabo la



ABSORBANCIA

>2

FIG. 1 Determinacioén de la diluci6n 6ptima del conjugado.
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RESULTADOS

La purificacién del virus la realizamos con base a --
dos de sus propiedades fisicas:

- Su peso molecular mayor de 10,000 Daltons; que per-
mitié retenerlo en el proceso de ultrafiltracién, logrando
asf una mayor concentraci6n al reducir el volumen de medio.

- Su densidad de flotacidén, que permitid separarlo en
un gradiente de densidad formado "in situ", observdndose -
como una banda bien definida.

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

7

- Sobrenadante de la cosecha: 10 -3 DICTSO/ml.

- Concentrado de las bandas: 108‘3 DICTSO/ml'

De los 25 nifios incluidos en el estudio se obtuvieron
137 muestras, a las que se les determiné su titulo de anti
cuerpos tanto por ELISA como por neutralizacidén. En el --
cuadro de resultados se marca, para cada nifio, el ndmero -
de suero y su fecha de obtencién, asf como las fechas en -
que recibi6 las diferentes dosis de vacuna Sabin.

Con tales resultados se procedid a determinar el gra-
do de correlacién entre los dos métodos, mediante procesos
estadisticos de correlacién y regresién (77).
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MUESTRAS ‘ EECHA ELISA NEUTRALIZACION
Nifio 1 1 5 mayo 80 1:50 1:39
2 10 julio 80 <1:50 1,17
28 "julio 80 1a. dosis
3 6 agosto 80 1:100 1:78
10 oct. 80 2a. dosis
4 7 nov. 80 1:100 1:89
‘ 5 dic. 80 3a. dosis
5 18 nov, 81 1:200 1:135
Nifie 2 6 16 abril 80 <<1:50 1:26
21 mayo 80 <1:50 1:39
16 junio 80 la, dosis
8 14 julio 80 <<1:50 1:22
16 julio 8¢ . 2a, dosis
9 20 oct., 80 <<1:50 1:23
10 nov. 80 3a, dosis
10 6 feb. 81 <<1:50 1:34
i1 19 oct. 81 <<1:50 1:39
Nifio 3 12 22 oct, 80 <1:50 1:22
24 nov, 80 la, dosis
13 28 nov. 80 <<1:50 1:23
24 dic. 80 Za. dosis
14 26 enero 81 <<1:50 1:26
3 feb, 81 3a, dosis
15 19 mayo 81 1:100 1:78
16 9 oct. 81 1:100 1:86
Nifo 4 17 6 oct. 80 1:100 1:78
6 nov. 80 la. dosis
18 11 nov. 80 1:100 1:135
9 dic. 80 2a. dosis

19 13 enero 81 1:50 1:59



19 junio 81 Ja, dosis
20 19 nov. 81 >1:400 ‘ 1:359
Nifio S5 21 12 mayo 80 <1:50 1:13
11 julio 80 1a, dosis
22 22 agosto 80 <1:50 1317
. 6 oct. 80 2a, dosis
23 14 nov. 80 <1:50 1:29
16 marzo 81 3a. dosis
24 19 mayo 81 <1:50 1:34
25 27 oct, 81 1:400 1:203
Nifio 6 26 25 junio 80 <1:50 1:39
27 28 julio 80 1:100 1:59
28 28 agosto 80 1:100 1:58
29 25 sept. 80 1:100 1:135
8 oct. 80 la. dosis
30 -9 enero 81 1:100 1:78
31 6 feb, 81 1:100 1:69
32 13 feb. 81 1:100 1.78
33 2 marzo 81 >1:400 1:355
34 19 marzo 81 >1:400 1:408
13 abril 81 2a, dosis
35 2 julio 81 1:400 1:405
Nifio 7 36 9 oct. 80 1:50 1:34
37 7 nov, 80 1:50 1:25
30 dic. 80 la. dosis
38 21 enero 81 1:50 1:28
3 marzo 81 2a, dosis
39 23 abril 81 1:50 1:39
23 julio 81 3a, dosis
40 16 oct. 81 1:200 1:117
Nifio 8 41 13 oct. 80 1:50 1:19
42 15 dic., 80 1:100 1:08
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‘ 15 dic, 80 la, dosis
43 19 enero 81 <1:50 :51
26 feb. 81 2a. dosis
44 20 mayo 81 1:200 (117
27 mayo 81 3a, dosis
45 24 nov. 81 >1:400 1269
Nifio 9 46 2 julio 80 1:400 112
47 1 agosto 80 <1:50 117
48 2 sept. 80 1:100 179
5 sept. 80 la, dosis
49 3 oct, 80 1:100 1112
7 nov. 80 2a. dosis
50 5 enero 81 <1:50 :45
13 enero 81 3a, dosis
51 2 julio 81 1:200 117
Nifio 10 52 16 julio 80 <1:400 +51
53 10 oct. 80 <1:50 115
14 nov. 80 la, dosis
54 18 enero 81 <1:50 115
9 feb, 81 2a, dosis
55 2 marzo 81 <1:50 115
24 abril 81 3a. dosis
56 15 sept, 81 <1:50 117
57 18 enero 82 <1:50 119
Nifio 11 58 21 nov, 80 1:200 117
59 29 cnero 81 1:200 :138
4 feb., 81 la. dosis
60 11 mayo 81 <1:50 :51
7 abril 81 2a. dosis
61 8 junio 81 <1:50 142
11 junio 81 3a. dosis
62 1 julio 81 1:100 :59
63 24 nov. 81 1:50 168
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64 26 mayo 82 1:100 1:78
Nifio 12 65 30 sept. 80 <1:50 1:22
1 oct, 80 la. dosis
66 30 oct., 80 <1:50 1:22
67 27 oct, 80 1:100 1:26
9 enero 81 2a. dosis
68 28 enero 81 <1:50 1:22
27 feb. 81 3a. dosis
69 11 agosto 81 <<1:50 1:26
70 19 nov. 81 <1:50 1:25
Nifie 13 71 4 sept. 80 1:100 1:117
72 26 sept, 80 11200 1:78
73 3 oct, 80 1:50 1:78
19 nov. 80 la. dosis
74 20 enero 81 <<1:50 1:89
9 feb, 81 2a. dosis
75 6 marzo 81 <1:50 1:68
11 junio 81 3a. dosis
76 53 sept. 81 1:400 1:234
77 4 dic, 81 1:50 1:156
78 17 marzo 82 1:100 1:135
79 6 sept. 82 1:200 1:178
Nifio 14 80 26 agosto 80 <1:50 1:34
81 27 oct., 80 <T1:50 1:39
28 nov. 80 la. dosis
3 feb. 81 2a, dosis
82 6 marzo 81 1:50 1:45
7 abril 81 Ja, dosis
83 17 julio 81 >1:400 1:317
84 17 marzo 82 1:100 1:115
Nifio 15 85 12 agosto 80 <1:50 1:34
28 oct, 80 la, dosis
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86 14 nov. 80 <1:50 1122
29 dic. 80 2a, dosis
87 6 feb. 81 1:400 1:55
30 mayo 81 3a. dosis
88 3 agosto 81 1:400 1:203
Nifio 16 89 11 mayo 81 < 1:50 1:28
8 junio 81 1a, dosis
90 19 junio 81 >1:400 1:358
Nifio 17 91 1 junio 81 <1:50 1:10
92 30 junio 81 <1:50 1:15
26 agosto 81 la, dosis
93 4 sept. 81 1:100 1:78
4 nov. 81 2a. dosis
2 marzo 82 3a. dosis
94 10 abril 82 1:400 1:135
Nifio 18 95 12 junio 81 <1:50 1:13
96 11 agosto 81 <1:50 1:15
11 agosto 81 la, dosis
97 22 sept. 81 <1:50 1:13
7 dic. 81 2a, dosis
23 marzo 82 3a, dosis
98 11 julio 82 1:200 1:178
99 2 sept, 82 1:200 1:200
Nifie 19 100 1 julio 81 <1:50 1:39
101 3 agosto 81 <1:50 1:33
29 sept. 81 la. dosis
102 5 oct. 81 1:50 1:59
3 dic. 81 2a. dosis
103 7 enero 82 1:200 1:155
12 feb. 82 3a. dosis
104 21 abril 82 1:400 1:269




julio 81
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Nifio 20 105 24 1:100 1:57
106 18 sept. 81 <1:50 1:25
29 sept. 81 ta. dosis
107 27 oct. .81 <1:50 - 1:26
3 dic. 81 2a, dosis
108 7 enero 82 11200 ©1:135
109 2 feb. 82 1:200 1:178
12 feb. 82 3a. dosis
110 26 mayo 82 1:200 1:230
111 24 junio 82 1:400 1:355
Nifio 21 112 23 sept. 81 <<1:50 1:10
113 6 nov. 81 1:50 1:13
114 15 nov. 81 1:50 1:15
13 enero 82 2a. dosis
115 26 enero 82 1:200 1115
116 12 marzo 82 1:400 1:127
12 marzo 82 3a. dosis
117 4 junio 82 >1:400 1:311
Nifio 22 118, 16 abril 82 <1:50 1:28
118 18 mayo 82 1:50 1:34
14 junio 82 la, dosis
120 17 junio 82 1:100 1:68
121 17 agosto 82 1:100 1:59
26 agosto 82 2a. dosis
122 6 sept. 82 1:50 1:52
123 20 sept. 82 1:100 1:76
Nifio 23 124 20 abril 82 <<1:50 1:15
125 21 mayo 82 <1:50 1:18
25 mayo 82 ta. dosis
126 21 junio 82 <1:50 1:17
127 6 julio 82 <1:50 1:25
20 agosto 82 2a. dosis
128 23 agosto 82 1:100 1:78
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Nifio 24 129 19 abril 82 <1:50 1:45

- 130 16 mayo 82 <1:50 1:39

131 26 mayo 82 <1:50 1:34
17 junio 82 la. dosis

132 15 julio 82 >1:400 1:304

Nifio 25 133 24 junio 82 <1:50 *1:22
23 sept. 82 la. dosis

134 4 oct. 82 1:100 1:59

135 14 oct. 82 <1:50 1:26

136 11 nov. 82 <1:50 1:29

137 22 nov. 82 <1:50 1:39

Determinacién del grado de correlacién entre los dos méto-

dos.

a) Diagrama de dispersién:

En la figura No. 2 se muestra el diagrama de dis-

persidén de los titulos obtenidos, marcando los determina--

dos por ELISA en el eje de las abscisas y los determinados

por neutralizacién en el eje de las ordenadas.

b) CAlculo del coeficiente de correlacién "r'":

ELISA
X
n o= 137
< x = 19575
X = 142,88
S x% = 8316875
(£ x)% = 2796938.8

NEUTRALIZACION

137
12207
89,05
2249809

1086601

A
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S xR - S y-nt -
Tx? - (5x)% = 5519936.2 Sy? - =y)? - 1163207.6
n

n
= xy = 4233175

(S.x)(€y) = 1743318.066
137

< (xR (y-P) = Sy - EXEY) - 2480856.93
1

r e 2EX0-D - 248985693
, L/E(x-Y)Z ‘é(y-YJZ / 1163207.6 x 5519936.2"
2489856.93

T ® 3533936.01 = 0.982 r = 0.982
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c) Cdlculo del error estdndar (t de student).

n-2 137.2
t =7 -—TT;E— = 0,982 x "?t?z;jggzgf‘ = 60.4

p < 0.001
d) Planteamiento de la ecuacifn de regresién.

y =a + bx
(x-X) (y-¥)
(x-%)*

(=
1
=]
I

~<
u
g

2489856,93
b = —m— = 0,451
5519936.2

89.05 - 0.,451(142.88) = 24,60

=
[}

y = 24,6 + 0.451x

Esta es la ecuacifn de la recta de correlacién entre
los dos métodos, por lo que:

Sf x =50, y = 47.15
x = 200, y = 114.8
x = 800, y = 385.4

Uniendo estos puntos se obtiene la lfnea de regresidn

de vy sobre x, que se¢ muestra en la figura No. 3.

Seroconversion:

De acuerdo con los datos recabados, el 1007 de los ni

fios recibi6 la primera dosis de la vacuna; el 88% recibid
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la segunda y el 76% la tercera.
a) Por ELISA:

Hubo un 12% de seroconversifn con la primera dosis, -
con una media geom€étrica de los titulos de 1.69 * 0.44; --
con la segunda dosis scroconvirti6 el 36%, con una media -
geométrica de 1.86 + 0.43 y con la tercera dosis la sero--
conversi6n fué de 68% con una media geométrica de los tftu
los de 2,26 £ 0,539, Figura No, 4

b) Por neutralizacidn:

Con la primera dosis la seroconversidén observada fué
del 12% con una media aritmética de los titulos de 68.08 +
85.93 la segunda dosis report6 un 32% de seroconversién con
una media aritmética de 88.6 + 86.5; y con la tercera dosis
la seroconversi6n fué de 68% con una media aritmética de -
164 + 108.8. Figura No. 5.

SEROCONVERSTION

Vacunacién
Método la. 2a, 3a.
No. (%)* No. (%) No. (%)
ELISA 300 6 (36) 8 (68)
Neutralizacidn 3012 5 (32) 9 (68)

* por ciento acumulativo,
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FIG. 4 Titulo de anticuerpos por ELISA
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DISCUSION

Con el método de purificacién fue posible aumentar en
un logaritmo la concentracién de la suspensi6n viral, de -
1073 pict o 10°+3DICT (/ml. Es bien sabido que mien---
tras mids puro sea un antigeno, su capacidad de adsorcidén a
las placas de microtitulacién es mayor, lo que redunda en
una mejor sensibilidad y especificidad del método de ELISA;
de ahi su importancia.

Existen otros métodos de purificacién con los que sc
alcanza un mayor grado de pureza, comc 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 précticos el método de purifica-

cidén empleado fué 6ptimo.

En general, se pudc observar que para una misma mues-
tra el tftulo de anticuerpos determinado por ELISA cs ma--
yor que el determinado por neutralizacifn; posiblemente de
bido a que en el primero se detectan anticuerpos que no ng
cesariamente son neutralizantes, No obstante, la correla-
cién entre los dos métodos es casi completa, ya que ¢l va-
lor obtenido para el coeficiente de correlacién r = (1,982
es cercano a la unidad que represcnta el valor de correla-
cién total, ademds de que es estadisticamente significati-
vo ( p<0,001 )., Es importante hacer notar que de acuerdo
con la recta de regresidn, la correlacifén existente entre
los dos métodos es positiva,

Ahora bien, existen también grandes diferencias entre
ambos a nivel prdctico; la principal es el tiempo en que -
se obtienen resultados, mientras que por ELISA es posible

determinar el titulo de anticuerpos el mismo dfa en que se
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prueba la muestra, por neutralizacifn es necesario esperar
de 5 a 7 dias.

Para poder realizar la neutrclizacién rutinariamente -
se requiere mantener en el laboratorio una 1inea celular, -
mientras que para ELISA basta obtener la cantidad suficien-
te del antigeno purificado y mantenerlo en congelaci6n a --
-70°C.

Si nos referimos al aspecto econémico, el método de -
ELISA resulta mds accesible que el de neutralizacién, ya --
que en el primero no se requiecren medios de cultivo y suple
mentos que resultan por demis caros, los reactivos emplea--
dos se utilizan en pequefios vollimenes conservéndose perfec-
tamente en refrigeracién por periodos relativamente largos;
ademis de que por el método inmunoenzimitico se pueden co--
rrer en un mismo dfa mayor nimero de placas, y por ello ma-
yor nimerc de sueros que por neutralizacién,

Sin embargo, la neutralizaci6n presenta la ventaja més
importante al asegurarnos que los anticuerpos que estamos -
determinando son neutralizantes, y,por ende,protectores,

En cuanto a la poblacifn en estudio encontramos que un
porcentaje muy bajo de nifios seroconvirtié con la primera y
ain con la segunda dosis de vacuna Sabin, aumentado notable
mente con la tercera dosis, entendiendo por seroconversién
el aumento en dos titulos de la concentracidn inicial de an

ticuerpos.

Se observ6 una pequefia diferencia en el porcentajc de
seroconversidén determinado por cada método para la scgunda
dosis 32% para neutralizacién y 36% por ELISA, debido posi-
blemente a que por ELISA se cuantifica mayor ndmero de anti
cuerpos como ya sc¢ habfa mencionade; no obstante, cl porcen
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taje final de seroconversidn es el mismo,

Las tasas de seroconversién sefialadas como deseables
después de aplicar 1, 2 6 3 vacunas orales antipoliomiclf
ticas, cualquiera que sea su composicidn, es del 68 al 859
(13,76}, lo que quiere decir que la tasa presentada en --
nuestra poblacién apenas alcanza el nivel inferior acepta-
ble. En estudios realizados en México, por Gonzdlez Cor--
tés (26) en los estados de Guanajuato, Hidalgo, Pucbla y -
Nayarit, y por Sabin y col. (68) en Toluca, Edo. de México,
se ha observado una respuesta similar y adn mds baja como
en el caso de Gonzdlez Cortés que reporté un 47% de sero--

conversifén para poliovirus tipo 1.

Se pueden dar varias explicaciones al respecto: que -
exista un fenfmeno 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 reduccién cn su -
nivel de potencia probablemente por una mala conservacioén
de la vacuna durante las ectapas de distribucidén o almacena
miento (34, 48).

Un aspecto muy importante que hay que tomar cn cuenta
es que ninguno de los nifios era seroncgativo antes de la -
aplicaci6n de la vacuna, posiblemente debido a la presen--
cia de anticuerpos maternos transferidos pasivamente los -
que, en cierta medida, podrfan evitar la implantacidn del
virus vacunal en el tracto digestive y con ello el éxito -

de la vacuna,.

También se tiene que tomar ¢n cuenta la inmunizacién
natural, como es el caso de los nifios 5 y 6, cuya serocon-
versifn no corrcspondié a la administracién de la vacuna,
Este tipo de inmunizacién, muchas veces causada por la di-
seminacién de la cecpa vacunal reviste gran importancia en
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la proteccién de infantes susceptibles no vacunados; sobre
todo en poblaciones de alto riesgo, donde debido a las pre
carias condiciones de higiene que prevalecen es mayor la -
posibilidad de que el nifio sea infectado por algin tipo de

poliovirus silvestre,
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- La combinaci6n de técnicas tales como ultrafiltra-
cidén y formacidén de gradientes de densidad por ultracen--
trifugacidén, di6é como resultado un método de purificacién
6ptimo para nuestros propdsitos,

- Se estandarizé un ensayo inmunoenzimdtico que re--
sulté ripido, confiable y de ficil ejecucifn; mostrando -
un grado de correlacidn -enorme { r = 0.982 ) con el procec
so clidsico para cuantificacidn de anticuerpos virales co-

mo es la neutralizacién.

- Las ventajas que presenta el método de ELISA en --
cuanto a tiempo de realizacidn, obtencidén de resultados y
bajo costo relativo, nos permite proponerlo como ensayo -
de escrutinio en laboratorios de diagnéstico, siendo la -
neutralizacidn el método de confirmacidn.

- Puede proponerse también como el método idéneo pa-
ra la valoracién de la eficacia de los programas de inmu-
nizaci6én con fines de salud pdblica, y en general en en--
cuestas de tipo seroepidemiolégico.

- El1 valor total de seroconversifén a anticuerpos pa-
ra poliovirus tipo 1 en los 25 nifios estudiados fué del -
68%, tasa relativamente aceptable,

- La tasa de seroconversi6én crecid en relacidn direc
ta con el ndmero de vacunas recibidas.
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- Soluci6n amortiguadora de carbonato-bicarbonato 0.05 M,
pH 9.6.

Carbonato de sodio (NaZCOS) 1.59‘g
Bicarbonato de sodio (NaHCOS) 2,93 g
Azida de sodio (NaN;) 0.2 g
Agua destilada cbp 500 ml

- Soluci6n amortiguadora de dietanolamina 0.05 M, pH 9.6.

Dietanolamina [ (CHyCH,) ,NH] 97 ml
Azida de sodio (NaN;) 0.2 g
Cloruro de magnesio (MgC12.6H20) 0.1 ¢g
Agua destilada 800 ml

Disolver las sales y después adicionar la dietanolamina.
Ajustar el pH a 9,6 con HC1 1 M, aforar a 1 litro y guar
dar a 4°C.

--Soluci6n amortiguadora de fosfatos~Tween 20 0,05 M, pH
7.4,

Cloruro de sodio (NaCl) 16 g
Fosfato de potasio monobdsico (KH2P04) 5.8 ¢
Fosfato de sodio dibésico (NaZHPO4) 0.4 g
Cloruro de potasio (KC1) 0.4 g
Azida de sodio (NaN3) 0.4 g
Tween 20 (polioxietilensorbitol monolau

rato) 1 ml
Agua desionizada cbp ) 2 L

- Solucién amortiguadora Tris-HC1 0.01 M, pH 8.0 y 7.4,
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Tris-HC1 [rris-cmhidrato (hidroxi-

metil) aminometano] 31.6 g
Cloruro de sodio (NaCl) 116.8 g
Agua destilada cbp 2L

Ajustar pH a 8.0 y 7.4
- Soluci6n de Azul trip4n al 0.05% en SSI.

Azul tripdn 0.025 g
Solucién salina 0.85% 50 ml

- Solucién de EDTA al 0.03% en SSI,

EDTA (4cido etilendiaminotetraacé&tico) 0.03 g
Soluci6n salina 0.85% 100 ml

- Soluci6n de sacarosa 2.5 M, en sol. amortiguadora Tris-
HC1.

Sacarosa [?12 (HZO)TJ 85.5 ¢
Solucidn amortiguadora Tris-HCl, pH 7.4
cbp 100 mi

- Solucién de tripsina en EDTA, 1/40,

Tripsina en PBS al 1% 1 ml
EDTA al 0.03% en SSI 39 ml

Solucién de trabajo de Percoll.

Se prepard una solucién de Percoll con sacarosa 2.5 M, --
con densidad de 1.149 g/ml. Tomando en cuenta que la den
sidad del Percoll sin diluir es de 1.130 g/ml y que la de
la sacarosa 2.5 M es de 1.316 g/ml, se aplicé la férmula:
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VOL = Vo, £ - Jp = qpf .49 - "’3°\= 1.02 ml
sac—,Pp 1.316 --1.,130

asf que por cada nueve partes de Percoll se adiciond una
parte de la solucién de sacarosa.

--Medios de cultivo para células.

Medio Eagle-Diploide 95 ml
Suero fetal de bovino 5 ml
Solucién comercial de gentamicina -

(10 mg/ml) 0.1 ml

Ajustar pH a 7.4 con solucibn al 7.5% de NaHCO,. Este-
rilizar por filtracién en swinex Millipore con membrana
de 0.2Z4m de poro.

- Todos los medios de cultivo empleados se preparan de ma
‘nera semejante al anterior, s6lo variando la concentra-
cidn de suero fetal de bovino,
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