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I. INTRODUCCION

Aspectos generales sobre la poliomielitis.

La poliomielitis es una enfermedad febril aguda que gene
ralmente se reconoce por el ataque al sistema mlsculo esque
1ético, caracterizada por debilidad muscular en extremida--
des de diversa severidad y extensién. Epidemiol6gicamente
se ha modificado el curso de la enfermedad por el uso de va
cunas, en general, la poliomielitis ha sido controlada en -
muchos paises, pero en regiones en vias de desarrollo aln -
representa un problema. En base a un estudio retrospectivo
de la década pasada, publicado por 1a Organizacién Mundial
de la Salud (1), dentro de los paises americanos, Canadd vy
Estados Unidos han reducido la incidencia de la enfermedad
a unos cuantos casos por afio debido a los programas conti--
nuos de vacunacién; un panorama similar se ha encontrado en
Chile, Costa Rica, Panami, Uruguay y Cuba. Sin embargo, en
algunos otros pafses del continente, tales como Brasil y Mé
xico se reportaron durante ese periodo un alto nlmero de ca
sos y con poca fluctuacibén entre cada afio, casos que corres
ponden principalmente a nifios no vacunados o vacunados en -
forma incompleta. Las epidemias de poliomielitis en pobla-
ciones sin vacunar son principalmente causadas por poliovi-
Tus tipo 1; en ciudades con programas de vacunaci6n bien es
tablecidos cicrtos casos de pardlisis se han asociado con
el uso de vacunas atenuadas, particularmente cuando se invo
lucran los poliovirus tipo 2 y 3 (2). Esto ha ocurrido en -
muy pocos casos, y proporcionalmente al nfimero de indivi--
duos inmunizados, su nGmero resulta insignificante.

La pardlisis es una complicacibén poco frecuente en una -
infecci6bn que dc otro modo serfa trivial. La enfermedad se
inicia con un foco infeccioso intestinal caractcrizada por
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malestar, fiebre, vémito y cefalalgia; en la mayorfa de los
casos la infeccibn.no se extiende mis alli del tracto gas--
trointestinal y se habla entonces de poliomielitis subclini
ca o asintomética. En ciertos casos se presentan sintomas
exacerbados sugestivos de inflamacién meningea que desapare
cen sin dejar secuelas, y a este cuadro se le llama polio--
mielitis abortiva. Aproximadamente en el 0.1% de los -casos
hay dolor muscular, rigidez y mds tarde parilisis flécida -
por dafio neuronal irreversible. Cuando el virus pasa de las
astas posteriores de la médula al bulbo raquideo se presen-
ta la forma "bulbar" que involucra los centros respirato--
rios y vasomotores y se presenta la muerte por falla respi-
ratoria o cardfaca.

Los factores que determinan la infeccién son tanto vira-
les como la condicibén inmunitaria del huésped, en cuyo caso
es muy importante la presencia o ausencia de anticuerpos -
neutralizantes en la sangre; dichos anticuerpos se pueden -
adquirir en forma pasiva (heredados de la madre o por inyec
cibn de gammaglobulina) o activa por infeccién natural o -
por la aplicacién de vacunas. Los anticuerpos transplacen-
tarios son eliminados paulatinamente a partir del nacimien-
to, por lo que después de varios meses (6-12) el nifio queda
desprotegido contra la infeccibén natural. La inmunidad ad--
quirida en forma natural o por medio de vacunacién oral cen
virus atenuados protege al individuo por el resto de su vi-
da; la vacuna inactivada produce unavrespuesta inmunolégica
temporal, por lo cual debe ser administrada periddicamente
(cada afio) para mantenerse protegido contra la infeccibn!

Siendo entéricos en su habitat, los poliovirus se propa-
gan por la via oro-fecal; después de la penetracién del po-
liovirus al organismo hospedero, se multiplica primero en -
la faringe y luego en el intestino delgado, estando involu-
crado el tejido linfoide (amigdalas y placas de Peyer), por
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via sangufnea, el virus puede llegar a la médula espinal y
a otras estructuras del sistema nervioso central causando
destruccién neuronal, lo que explica que las secuelas sean
irreversibles.

La manifestacién invariable de infeccién por poliovirus
en el hombre es la eliminaci6én del virus en las heces, que
generalmente se inicia una o dos semanas antes de que se -
presenten sintomas y puede prolongarse tres o cuatro sema-
nas mis. Gracias a ello es posible aislar el virus a par--
tir de la materia fecal durante toda la fase excretoria.




Generalidades sobre los poliovirus.

Los agentes causales de la poliomielitis pertenecen al
grupo de los Picornavirus, que constituyen un grupo muy im
portante y numeroso de virus patégenos humanos; contienen
ARN y son los mis pequefios, de ahi su nombre "pico" (peque
fio). Este grupo comprende a los enterovirus (encontrados -
principalmente en el conducto entérico) y a los rinovirus
(enéontrados generalmente en la nariz); a su vez los ente-
rovirus comprenden los virus de la poliomielitis, los -
Coxsackie y los ECHO.

Existen tres serotipos de poliovirus conocidos desde ha
ce muchos afios y las cepas prototipo originales fueron de-
nominadas Brunhilde, Lansing y Leon que actualmente se de-
signan como tipos 1, 2 y 3 respectivamente.

Actualmente se considera que los Picornavirus tienen un
difmetro promedio de 20 nm, los poliovirus contienen un 20
a 25% de ARN de un solo filamento con un peso molecular de
2.6 millones de daltones, los estudios de difraccibn con -
rayos X indican la presencia de una cépside de simetria -
icosaédrica y 60 capsbmeros. Se han encontrado por lomenos
tres antigenos diferentes, se sabe desde hace algunos afios
que las partfculas virales infecciosas completas expresan
un determinante antigénico D, que sedimenta a 160 S, el an
tigeno C que se expresa en virus inactivados por calenta--
miento a 56°C, sedimenta a 80 S y se relaciona con particg
las carentes de ARN (3), y el antigeno H relacionado con -
particulas que contienen ARN infeccioso, sedimenta a 80 S
y se obtiene por tratamiento del virus a 50°C por 10 minu-
tos.

Otros autores han demostrado que la radiacibén con luz -
ultravioleta sobre el poliovirus intacto da lugar al_anti-



geno H. Usando centrifugacibn en gradiente de sacarosa pa-
ra caracterizar las partfculas subvirales generadas por el
tratamiento con luz ultravioleta, estos investigadores (4,
5) mostraron que el efecto de esta radiacién sobre el po--
liovirus fue la pérdida de la infectividad viral, ya que -
en el estado final la clpside se separa del ARN; en estudios
posteriores De Sena y Jarvis (6) encontraron que la irra--
diacién a pH alcalino (7.5-8.5) produce mayores modif icacio
nes en la clpside que la irradiacibn a pH neutro.

Durante los Gltimos afios, la sintesis de protefnas del
poliovirus ha sido objeto de mGitiples estudios; se ha de-
mostrado que después de la infeccibn, el ARN viral provoca
la sintesis de una proteina larga NCVPOO, y se ha sugerido
que dicha proteina contiene la mayor cantidad de la informa
ci6én traducible del virus, si no es que toda. Esta proteina
se fragmenta especificamente en precursores primarios de -
tres distinp@s clases de protefnas, los precursores prima--
rios son procesados proteoliticamente para producir todas
las protefinas "poliovirus-especificas", algunas de las cua-
les forman la cépside viral (VP4, VP2, VP3 y VP1, las cua--
les presentan este orden de mapeo) y otras mis son de fun-
cién afin no conocida (7). El conocimiento de la actividad
de estas proteasas puede abrir el camino para el desarrollo
de una quimioterapia en infecciones por poliovirus y otros
picornavirus mediante el uso de inhibidores especificos de
los procesos enziméticos. La determinacién de la secuencia
del genoma viral puede también contribuir al desarrollo de
vacunas con determinantes genéticos optimizados en su anti-
genicidad; un paso importante en esta direccién es la deter
minacién de la secuencia del genoma del virus atenuado de -
Sabin tipo 1 (2)..

Existe cierta evidencia (2) del papel que juegan las pro



tefnas de la cépside viral en la antigenicidad del poliovi
rus, ya que los polipéptidos VP1, VP2 y VP3 son capaces de
inducir 1a produccién de anticuerpos neutralizantes en ani
males, aunque en bajos niveles.

Las diferencias bioquimicas e inmunolégicas entre los -
serotipos de poliovirus parecen ser mayores en la porcién
del genoma que codifica para protefnas estructurales; sin
embargo se presenta una amplia reaccién cruzada demostrada
por inmunoprecipitacién y otros estudios inmunolébgicos de
proteinas virales (VP1, VP2 y VP3); también se ha demostra
do reaccibén cruzada de 1la proteina VP1 de poliovirus con -
suero especifico para otros Picornavirus, por ejemplo virus
ECHO 11 y ECHO 16 (2).

El descubrimiento de que los poliovirus pueden ser re-
plicados in-vitro, en tejido no nervioso de primates, abrib
una nueva fase en la investigacién sobre poliomielitis y en
general en la Virologfa; diversos tipos de cultivo celular
humano o de otros primates son satisfactorios para el aisla
miento; ya que los poliovirus son altamente citocidas, los
efectos citopéticos se desarrollan répidamente y la destruc-
cibén celular se completa en unos cuantos dfas, de tal forma
que las células afectadas se retraen, hay aumento en la re-
fringencia de la membrana, el citoplasma se hace granuloso,
hay picnosis y finalmente lisis.

Gracias a los métodos de inmunofluorescencia, muchos in-
vestigadores han estudiado la dinémica del désarrollo y dis
tribucién de antfgenos virales; estos avances, sumados al
desarrollo de las técnicas de cultivo de tejidos iniciadas
por Robbins, Enders y Weller (8) para la propagacién de vi
rus de poliomielitis, han hecho posible un mayor conocimien-
to de estos importantes agentes patbgenos. Por inmunofluo--
rescencia y autoradiografia han sido seguidos los procesos
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de multiplicacién de virus poliomieliticos "in vitro", ob-
servindose una intensa sintesis de ARN en la célula segui-
da por un decremento en la sfintesis de proteina celular; -
30 minutos después de estos sucesos el antfgeno se encuen-
tra en el citoplasma y 3 a 3.5 horas después de la infec-
cién aparece ya en el nGcleo (9). S6lo el antfgeno Hy el
antigeno C (termoestable) pueden ser demostrados por inmu-
nofluorescencia, el antigeno D se pierde en el curso de la
fijaci6n. -

Recientemente se han empleado diversos métodos para es-
tablecer diferencias y relaciones entre los serotipos de -
poliovirus, tales como mapeo de ARN viral con ribonucleasa
T1¥oligonuc1e6tido, mapeo de ADN celular transcrito a par-
tir de ARN viral, electroforesis en gel de poliacrilamida
de polipéptidos virales, y métodos inmunolégicos usando an
ticuerpos monoclonales; el desarrollo en este campo contri
buiré a un mayor conocimiento de la estructura viral.

El diagnéstico de laboratorio se basa en el aislamiento
del virus y en la demostracién de un aumento en el titulo
de los anticuerpos durante el curso de la enfermedad.

Las pruebas que.se utilizan habitualmente para el diag-
néstico serolégico son la prueba de neutralizacién y la de
fijacién de complemento. Los anticuerpos neutralizantes -
aparecen a las tres semanas del inicio de la enfermedad vy
persisten durante toda la vida; tftulos de 1:512 o mayores
se presentan en un 70% de los pacientes en los primeros -
tres meses después del inicio de la enfermedad. Los anti--
cuerpos fijadores de complemento tienen un corto perfodo
de duracibn, por 1o que encontrar un titulo significativo
es un indicio de infeccién reciente.

Durante la fase aguda el virus se presenta en la gargan



ta, pero una vez que la parflisis se manifiesta es mis segu
ro aislarlo de las heces; el aislamiento y la identificaci6n
de enterovirus en especfmenes clinicos por métodos rutina--
rios generalmente requiere una semana, y la técnica de anti
cuerpos fluorescentes ofrece la posibilidad de una identifi
cacién més répida.

La inmunofluorescencia ha sido empleada en el diagndsti-
co de poliomielitis en el hombre, bien sea por identifica--
cién de anticuerpos circulantes en suero o por deteccién de
virus eliminados en materia fecal; Hatch y col. (10) publi-
caron una técnica de anticuerpos fluorescentes para la iden
tificacibén de los tres serotipos de poliovirus, con la cual
determinaron el serotipo en un 50% de los casos dentro de -
las primeras 72 horas después de la inoculacibn. El resto -
de los casos requirié un segundo pase en cultivo de células
para su posterior identificacién; ademis de la rapidez, el
método tiene la ventaja de requerir menos material biolégi-
co, particularmente en cuanto a cultivo celular se refiere,
y si el método es indirecto sblo es necesario un anticuerpo
marcado. Por otra parte, comparando esta metodologia con -
los procedimientos utilizados de rutina como la titulacién
por neutralizacibn, es bastante simple ya que no se emplean
tantos tubos de cultivo y consecuentemente el trabajo se -
simplifica; sin embargo, se requierc cierta experiencia en -
el manejo adecuado de la técnica, sin dejar de considerar -
el costo del equipo.



II METODOLOGIA

Fundamento.

Los anticuerpos se unen por un enlace quimico estable a
compuestos fluorescentes sin sufrir ninguna disminucién -
significativa en sus propiedades inmunolégicas especificas;
el anticuerpo asi marcado se llama conjugado, el cual pue-
de reaccionar posteriormente con el correspondiente antige
no. Si en una preparacién estd presente un antigeno dado,
por ejemplo una seccién de tejido, y se cubre con una capa
del conjugado correspondiente, ocurre el enlace de las mo-
léculas del anticuerpo fluorescente con dicho antfgeno; el
exceso de conjugado se elimina por lavados sucesivos, y -
los sitios de la preparacién donde las moléculas de anti-
" cuerpo se unieron al antigeno se detectan por la fluores--
cencia que muestran con una fuente de luz adecuada y un -
. sistemande micréscopia de buena calidad.

Para entender el fenémeno de fluorescencia, es necesario
revisar ciertos conceptos acerca de la naturaleza de la luz
y de los estados de energfa en las moléculas. Seglin la teg
ria clésica, la luz es considerada como una onda en movi--
miento, y de acuerdo a la teoria cuéntica, como una corrien
te de unidades discretas de energia; es necesario tomar en
consideraci6n ambos conceptos en los eventos involucrados
en la fluorescencia.

En su forma més simple, una onda puede ser descrita en
términos 'de su velocidad (C), su frecuencia o nfimero de vi
braciones por segundo (v) y su longitud de onda (X) o dis-
tancia entre dos puntos similares en ondas consecutivas; -
estos parémetros estin relacionados por la ecuacibén c=vi.

La luz tiene una velocidad de 3 x 10 cm/seg, por lo que
a mayor frecuencia menor longitud de onda; la longitud de
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onda se mide en Angstroms (1 R= 1x lbacm) o en nanémetros
(1 nm=10 R) la frecuencia (v) se expresa en seg-ld_en tér-
minos del nfimero de onda v= 1/) cuya unidad es cm '. La luz
visible est4 constitufda de radiacibén con longi%ud de onda
de 400 a 750 nm y constituye una pequefia porcién del espec
tro de radiacién electromagnética.

Segfin la teorfia cuéntica, la luz se transmite en paque-
tes discretos de energia llamados quantos o fotones; la -
energia de un fotén est4 dada por la expresién: E=shv, don-
de h es la constante de Planck y es igual a 6.62 x 10-27 -
erg seg y v es la frecuencia de la longitud de onda involu
crada. De la expresibn se deduce que un quanto de luz de -
mayor frecuencia (menor A) tiene mis energia que un quanto

de menor frecuencia.

La absorcifn y emisién de luz ocurre en unidades cuénti
cas de energfa completas, de modo que si en el curso de un
.ciclo .de absorcibn-emisién de un material fluorescente se
pierde energia, este decremento se manifestar4 por una lon#
gitud de onda mayor de los fotones emitidos y no por una -
reduccién del nlmero de estas unidades.

El modelo atémico de Niels Bohr propone que las molécu-
las se encuentran en ciertos estados energéticos especifi-
cos; el estado basal de energia puede ser modificado por -
excitacién de la molécula, mediante absorcién de energia
que da como resultado el paso de electrones de orbitales -
cercanos al nficleo a orbitales alejados del mismo. El 4to-
mo excitado llega a ser inestable y tiende a regresar a su
estado basal; el paso del estado excitado al estado basal
ocurre, en ciertos casos, en un perfiodo de tiempo muy corto
y es entonces cuando se emite la radiacién llamada fluores
cente. Mientras la molécula permanece en una condicibén vi-
bratoria, la radiacién fluorescente tendri un quanto de -
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energfa menor que la radiacién absorbida, y la frecuencia
de la emisifn seri mis baja; segfin Stokes el fenbmeno de
fluorescencia consiste en una emisién de luz de un color
particular por una substancia, cuando es irradiada con -
luz de un color diferente; dicho fenémeno es muy extenso
e implica una porcibn considerable del espectro electro--
magnético, de longitud de onda de 5§ x 107%a 8 x 10 A -
Sin embargo en las técnicas de microscopia fluorescente -
se emplean substancias, que al ser excitadas por radiacién
ultravioleta o luz visible de alta frecuencia (violeta, -
azul obscuro) emiten radiacién con frecuencia dentro del
espectro visible.
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Aspectos Generales.

Es a partir de los trabajos de Coons, Creech y Jones (11)
cuando la inmunofluorescencia comienza a desarrollarse con -
el uso de anticuerpos unidos a compuestos fluorescentes. =--
Coons y col, (12) desarrollaron un método en el cual el anti
cuerpo marcado con fluoresceina, se emplea como un marcador
histoquimico especifico, basdndose en observaciones previas
de que la molécula de anticuerpo puede ser conjugada con com
puestos quimicos simples, sin destruir su capacidad de reac-
cionar especificamente con su antigeno; desde entonces se -
han usado una gran cantidad de sustancias como fluorocromos,
pero s6lo unas pocas han dado resultados satisfactorios. En-
tre los fluorocromos mis comlnmente empleados se encuentran:
isotiocianato de fluoresceina (FITC), cloruro de 1l-dimetil -
amino naftalin-5 sulfo (DIS o DANSYL), lisamina-rodamina B
200 (RB 200 SC), isotiocianato de tetrametil-rodamina (MRITO
y rodamina B isotiocianate (RBITC).

Coons y col. (13) fueron los primeros en usar isocianato
de fluorescefna (FIC) para marcar protefnas; ademis de algu-
nas dificultades en la preparacién de este compuesto, el com
puesto es inestable ya que se hidroliza fécilmente y reaccio
na répidamente con grupos hidroxilo y amino, y ésto conduce
a una desnaturalizacién de las moléculas de anticuerpo (glo-
bulinas). Estas desventajas han limitado su uso en inmunofluo
rescencia y estimularon una serie de estudios para encontrar
fluorocromos méds adecuados.

Riggs (14) hizo una importante contribucién al desarrollo
de los métodos de inmunofluorescencia al :sintetizar isotio-
cianato de fluoresceina, un fluorocromo mucho mis estable -
que el FIC y que no causa desnaturalizacién de las proteinas;
el FITC emite una fluorescencia poderosa verde-amarilla, es -
soluble en soluciones alcalinas pH 8.5-9.0 y suficientemente
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estable cuando -se mantiene en frascos herméticamente cerra
dos y protegidos de la luz. Estas cualidades han producido
un uso mayor del FITC y el isocianato se ha descartado --
pricticamente.

Clayton (15) introdujo en las técnicas de inmunofluo--
rescencia un compuesto descubierto previamente por Weber
(16) y usado en estudios polarogrificos de proteinas; esté
compuesto es el 1-dimetil amino-naftalin 5 sulfonil cloru-
ro (DIS o DANSYL), emite fluorescencia verde-amarilla, es
poco soluble en agua pero se disuelve répidamente en disol
ventes orgénicos (etanol, éter, acetona, cloroformo, etc.),
es mis barato que el isotiocianato de fluorescefna pero se
usa en forma més limitada.

En la conjugacién de un fluorocromo y una proteina exis
ten grupos quimicos reactivos en las moléculas que permiten
su unién; en las proteinas estos grupos son grupos amino -
terminales de algunos aminoicidos (lisina, ornitina), o --
grupos guanidinicos (arginina), también los grupos carbox{
licos terminales de amino4cidos dib&sicos (Acido aspértico
y glutémico), los grupos fenblicos de tirosina, los grupos
sulfonflicos de cistefna, o bien los grupos amino de histi
dina y triptofano. En el caso del isocianato de fluorescei
na el enlace a las protefnas es mediante el grupo carbami-
do; el isotiocianato de fluorescefna se une a las protefnas
por un enlace tiocarbamida y en el caso del DANSYL por me-
dio de un enlace sulfon-amido.
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Variantes de la prueba

Se han desarrollado algunbs'si§temas para la deteccién
de antfgenos o anticuerpos por medio de inmunofluorescen-
cia (IF) como son: s

Prueba Directa.- En esta técnica el conjugado se aplica
directamente sobre la preparacién del ant{geno y se revela
por medio de su enlace especifico al anticuerpo marcado;

el antigeno puede ser una bacteria, una célula infectada -
por un virus, una célula tumoral, etc.; en ciertas condicio
nes patolfgicas, como en las enfermedades autoinmunes, ocwr
rre "in vivo" el enlace de los anticuerpos (autoanticuerpos)
con los antf{genos tisulares, estos anticuerpos (inmunoglo--
bulinas) pueden a su vez servir como antigenos para los con
jugados anti-inmunoglobulina y entonces ser demostrados --
por IF en un corte de tejido. El método directo se emplea
principalmente para la deteccién de antigenos en muestras
biolégicas o tejidos infectados y para estudios sobre el -
desarrollo y localizacién de antigenos virales primordial-
mente, pero pricticamente no se usa para detectar anticuer
pos.

Prueba Indirecta.- Si una preparacién del antfigeno ini ~
cialmente se cubre con una capa de un anticuerpo espec{fi-

co sin marcar, las moléculas de anticuerpo interaccionarén
con los determinantes antigénicos correspondientes; dichas
moléculas funcionan a su vez como antigeno ante el suero -
antiglobulina marcada con el fluorocromo, de manera que el
antigeno en cuestifn es identificado indirectamente median
te los anticuerpos sin marcar que se unen al conjugado, ¥y
el complejo fluoresce bajo luz ultravioleta.

Otra modificacibn de la técnica de IF es la prueba de -
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inhibicién, utilizada cada vez mis para cuantificar anti-
cuerpos en suero Yy que consiste en lo siguiente: una pre-
paracién de antfgeno (por ejemplo células infectadas con
un virus) se trata con un suero cuyo contenido de anticuer
pos espec{ficos se desconoce, posteriormente se lava y se
trata con globulina marcada conteniendo anticuerpos cono-
cidos contra el antfgeno en cuestién, si ha ocurrido la -
reaccibén entre el antfgeno y el anticuerpo del suero de -
prueba; los sitios antigénicos estarén bloqueados y el an
ticuerpo homélogo marcado no es capaz de actuar, y por -
consiguiente no se observa fluorescencia. En esta prueba
la ausencia de fluorescencia indica una reaccién positiva.
Se debe incluir un control en la prueba, una preparacién
de antigeno tratada con suero negativo en la cual la globu
lina homéloga marcada fluorescer4d. La técnica de inhibicién
se emplea frecuentemente. como un éontrol para asegurar la
validez de la prueba directa.

Otra técnica en la que se emplea la microscopia de fluo
rescencia es la tincién de complemento, en la cual la pre-
paracién de antigeno se trata con el suero en prueba y com
plemento de cuyo, deSpués de la incubacién 1a preparacién
se lava y posteriormente se trata con un suero anti-comple
mento de cuyo marcado con fluorescefna. Esta técnica tiene
la ventaja de requerir solamente un reactivo marcado (el -
conjugado anti-complemento de cuyo), el que puede ser em--
pleado con una variedad de sistemas antfgeno-anticuerpo.

El método indirecto y la tincién de complemento son un
poco mis sensibles que el método directo, el éxito de ‘am
bos depende de la formacibén de la capa del anticuerpo alre
dedor del antigeno, lo cual produce una mayor superficie
antigénich para la unién de los conjugados. El procedimien
to de tincibén de complemento se ha encontrado que es més -
sensible qué el método indirecto, sin embargo al introducir
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més reactivos biolégicos en el sistema es m4s fécil que
se produzcan tinciones no especificas. ‘ : '
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. Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI}.

El éxito de la inmunofluorescencia (IF) depende en gran
parte de la seleccién adecuada de materia prima para la -
preparacién de los reactivos fluorescentes; ademis en las
técnicas de inmunofluorescencia es importante considerar
dos factores principales: el sistema inmunolégico y el sis
tema 6ptico.

En relacibén al sistema inmunolégico, el nGmero de compo
nentes varfa dependiendo del tipo de prueba y del propbsi-
to que se persigue: localizacién del antigeno o bien bfis-
queda o cuantificacién de anticuerpos.

En el caso del método indirecto, en el cual se emplean
conjugados de anticuerpos anti-gammaglobulina capaces de
combinarse con el complejo formado entre el antfigeno y el
anticuerpo especifico, es importante considerar los siguien_
tes aspectos: a) el anticuerpo, b) el conjugado c) el mate
rial antigénico.

a) Anticuerpo.

La produccibn del anticuerpo o suero inmune comprende -
los siguientes pasos: purificacién del antf{geno, inmuniza-
cibn de animales de laboratorio y evaluacién del anticuer-
po para la conjugacién.

El prerequisito més importante para la preparacién de un
anticuerpo espec{fico es contar con un antfgeno altamente -
purificado; el grado de pureza tiene una influencia decisi- .
va en la especificidad y en la actividad del anticuerpo (el
més significativo criterio de calidad) en el suero inmune a
obtener. E1 aislamiento y la purificacién del antigeno re-
sulta en ocasiones muy caro y consume mucho tiempo, pero en
muchos casos s6lo se requieren algunos miligramos de antige
no para la inmunizacién y s6lo en algunos casos se cuenta -
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con antfgenos puros comercialmente accesibles; afortunada
mente existen varios métodos de fraccionamiento para la -
purificacién de protefnas: a) precipitacién con sulfato
de amonio, b) precipitacién con etanol y c) fraccionamien
to por cromatografia de .intercambio iénico.

Ademis de la pureza del antfgeno empleado, los siguien
tes factores tienen una gran influencia en la formacién -
de anticuerpos:

a) Inmunogenicidad del producto biolégico: peso molecular,
actividad biolbgica.

b) Seleccién de adyuvantes para reforzar la respuesté in-
mune’ por ejemplo: adyuvante completo o incompleto de ' --
Freund.

c) Esquema de inmunizacién: cantidad de antfgeno y adyu--
vante; frecuencia de las inoculaciones, localizacién de -
los inéculos (intramuscular, subcuténea e intravenosa).

d) Seleccién de especies animales: se emplean comdnmente
cobayos, conejos y carneros; se eligid el conejo por ser
el modelo que ha dado mejores resultados de respuesta in-
mune a inmun6égenos y por la conveniencia de su tamafio y -
f&cil manejo.

'e) Eleccibén del momento adecuado para la cosecha del suero
inmune.

Para 1a seleccién del anticuerpo (y posterior elabora--
c¢ién del conjugado) se requiere que sea de una buena acti-
vidad biolégica y especifico, estos criterios se establecen
por medio de pruebas inmunoquimicas. En el caso de la anti
globulina que se emplea en el método de tincién indirecta
es necesario el andlisis por doble difusién en gel de aga-
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rosa contra preparaciones de inmunoglobulina purificada y
por inmunoelectroforesis.

b) Conjugado.

El principal requisito para los fluorocromos en micros
copfa de fluorescencia es que tenga una alta emisién de -
fluorescencia en el espectro visible y un buen contraste’
de color con la autofluorescencia de fondo. Ultimamente -
se han empleado algunos fluorocromos como tincién Histolé
gica fluorescente pero pocos son adecuados para la unién
quimica a protefnas.

Los criterios para seleccionar un fluorocromo como un
marcador fluorescente adecuado, sugeridos por Chadwick vy
col., (17) y ampliados por Perse (18), son los siguientes:

1) El fluorocromo deberi poseer grupos quimicos que se -
puedan unir por medio de enlaces .cavalentes estables a
moléculas de proteinas.

2) El1 material fluorescente sin reaccionar debe ser féc11
de eliminar.

3) La eficiencia fluorescente de1 colorante deberé ser al
ta y disminuir lo menos posible al conJugarse a la protef
na.

4) El color fluorescente del conjugado deber4 ser diferen
te que el del tejido (fluorescencia de "fondo" o autofluo-
rescencia).

5) E1 conjugado deber4 ser estable bajo condiciones norma-
les de almacenaje y no diferir en sus propiedades de la -
proteina sin conjugar; la protefna conjugada deberi conser
var sus caracterfsticas inmunolégicas.

6) Los procedimientos de conjugacién deberén ser simples y
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lo m4s corto posible. Los métodos en los cuales. se emplean
reactivos estables, inofensivos y poco costosos, son los -
preferidos.

c) Material antigénico.

La preparacién del material a ser investigado represen-
ta uno de los pasos mis importantes en la reaccién inmuno-
fluorescente; el principal requisito es obtener preparacic
nes en las que la desorganizacién morfolégica sea minima,
por lo que deben ser preparadas de acuerdo al substrato en
el cual se encuentre el antfgeno o el anticuerpo, bien sea
cultivo microbiano, sangre, exudado, tejido o cultivo celu
lar. En la aplicacién de los métodos inmunofluorescentes -
en estudios virales, una sola capa de cultivé celular es -
un excelente material, dicha monocapa se prepara sobre cu-
breobjetos introducidos en tubos de Leighton, tubos ordina
rios o frascos 4mpula de cultivo, y si se usa un ambiente
con CO2 las células pueden ser cultivadas en cubreobjetos
introducidos en cajas de Petri.

La infeccién del cultivo se lleva a cabo en un estado -
particular del desarrollo del mismo, en forma tal que las
preparaciones al ser procesadas y examinadas al microscopio
de fluorescencia no presenten una densidad celular muy gran
de, ya que ésto impide la individualizacién celular y en -
algunas ocasiones las células con fluorescencia llegan a -
ser confluentes y no se distingue con precisién el sitio -
de localizacién del antfigeno o el anticuerpo.

Cuando la inmunofluorescencia se aplica al cultivo celu
lar, las preparaciones se fijan antes de la tincién inmung
fluorescente; esta fijacién comprende tres procesos: adhe-
sién del material antigénico al cubreobjeto, insolubiliza-
cién del antigeno y permeabilizacién del substrato antigéni
co para permitir la penetracién del anticuerpo.
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Se debe tener especial cuidado en mantener la estructu-
« ra morfolégica de la preparacién y la reactividad inmunol
gica del ant{geno. Las moléculas de anticuerpo gammaglobu-
lina empleada en la reaccién inmunofluorescente son grandes
y penetran a la célula con mis dificultad que los coloran-
tes para preparaciones bacteriolégicas o histolégicas; si
el antigeno se encuentra en la superficie la reaccién se -
lleva a cabo ficilmente, bero si el antigeno estd en el in
terior de los elementos morfolbgicos la reaccién no tiene
lugar a menos que se facilite el acceso del anticuerpo a -
las estructuras internas, y es necesario modificar la mem-
brana celular con la ayuda del agente de fijacién. Por -
otro lado, una fijacién insuficiente permite, si el antige
no es hidrosoluble, que se separe de la preparacién duran-
te la tincién. No se puede usar una serie de agentes de fi
jacién tales como yodo, mercurio y osmio porque pueden cau
sar una pérdida de fluorescencia, otros pueden causar alte
raciones en el antigeno de tal manera que pierde su'capaci
dad de unirse especificamente con su correspondiente anti-
cuerpo. La fijacién, aunque es un paso muy importante en -
las técnicas inmunofluorescentes, no ha sido objeto de es-
tudios sistemiticos y las técnicas de fijacién que existen
son el resultado de experiencias personales de diversos au
tores; frecuentemente se emplean disolventes orgénicos -
(aéetona y alcohol), otros agentes que tienen un considera
ble poder de fijacibén tienen una accidn desnaturalizante -
como son 4cido acético, dioxano y butanol. De la gran can-
tidad de agentes de fijacibn el que con mis frecuencia se
aplica en virologfa es la acetona, y entre otros el alcohol
etflico, el alcohol metflico y el formaldehido. La duracién
de la fijacibn varfa de unos minutos a algunas horas, gene
ralmente son necesarios de 10 a 15 minutos para fijar con
acetona fria o a temperatura ambiente y de 30 a 60 minutos
con etanol frfo. Una fijacién muy prolongada (varia horas)
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puede dar lugar a alteracién del antigeno, principalmente
cuando la temperatura no es suficientemente baja (general
mente se usa una temperatura entre 0 y 4°C). Para prepara
ciones virales se recomienda usar acetona a temperatura
ambiente o a -20°C a -70°C segln Coons y Kaplan (13) quie
nes encontraron el formaldehido poco satisfactorio. Las -
temperaturas muy bajas son necesarias cuando el antigeno
puede sufrir alteracién, si la fijacién ocurre a tempera-
turas por arriba de -20°C.
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Caracteristicas del equipo de microscopfa para pruebas de

inmunofluorescencia.

Por principio, cualquier microscopio al que se le pueda
adaptar una fuente de luz ultravioleta puede usarse para -
microscopia fluorescente; en la actualidad se fabrican mi-
croscopios especialmente adaptados para estudios fluores--

" centes que incluyen fuente de luz y sistema de filtros.

Fuente de luz.- Con el objeto de producir la excitacién -
de los 4tomos en el fluorocromo, es necesario una fuente

de radiacién suficientemente potente y con longitudes de -
onda que comprenda el intervalo de excitacién mixima del
fluorocromo empleado (496 nm para FITC, 550-560 nm para RB
200 y 330 nm para DANSYL). Inicialmente la fuente de luz -
fue una lémpara de arco con electrodos de carbén (Carl --
Zeiss Jena), pero daba una luz débil e inestable; comﬁnmeg
te se usaron 1émparas de mercurio de alta presifn que gene
ran luz uniforme y poderosa. Debido a 1la presién generada
(por arriba de 70 atm.) dentro del bulbo emisor de luz ul-
travioleta, la l4mpara se coloca dentro de una cubierta de
metal, existiendo en el mercado diferentes tipos de lémpa-
ras con varias intensidades y denominaciones; entre las més
conocidas se encuentran las siguientes: H BO - 50, 100, 200,
250, 500 W (VEB Berlin y Osram): PEK 200 - 3 (PEK labs, USA)
HGK - 200 A (Sylvania Electric Prod., U.S.A.); CS - 150
(Philips Holland); A - H6 (General Electric, U.S.A.).

Las lémparas de xenon o de mercurio.y Xxenon Son menos sa
tisfactorias que las de mercurio porque general luz débil -
en la regién del ultravioleta y mucho calor de radiagiGn.

Young y Armstrong (19) usaron una lémpara de cuarzo con
vapor de yodo, que alcanza su intensidad méxima répidamen
te y genera un espectro continuo cuya mayor parte se encuen
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Filtros de Excitacién.- Son una serie de flltro

suministrados con varios nombres por dlferente N
tes como Schott (Jena, Mainz), Cornlng (USA), Klett USA)’, .
Chance Pilkington (England)

La excitacién de f1uorescenc1a en la prepar
ser alcanzada s6lo por luz ultrav1oleta (UV) (
transmisién por arriba de 400 nm) o con luz azul uv. (fll

tros con transmisidn por arriba de 480 nm)

Las combinaciones de filtros. se hacen dependiendb del -
tipo de iluminacién (campo obscuro, claro, etc.) élkfluofg
cromo empleado, la preparacibn a ser estudiada (frotis,
seccién de tejido, etc.) y la sensibilidad del material pa
ra fotografiar; la casa Reichert de Viena recomienda para
sus microscopios de fluorescencia el uso de filtros Schott
UG 1/15 mm para condensador de campo obscuro, UG 1/1,5 +
BG 12/3 mm para condensador de contraste de fases. La casa
Leitz también suministra filtros de varios tamafios y bajo
diferentes nombres: filtros UG 1, UG S5 para radiacién*ul--
travioleta, GB 3 para luz azul UV y BG 12 pard‘excitaéiGn
en luz azul; los filtros fabricados por Carl Zeiss (de Je-, fu
na) son similares a los producidos por Leltz tanto: e" 1
tamafios como en la notacién.

Filtros de Proteccién o de Barrera.- Son ﬁﬁédp

nar el acceso de radiacién al ocular, dejando pas lﬁ:iﬁzw;ff,v

emitida por el fluorocromo y reteniendo 1la’ radlac16n perJu,': '

dicial al ojo humano; pueden ser de color verde. amar“llo; if" 

naranja o completamente ‘incoloros. Son produc1dos por’

rias casas con nombres diferentes, por eJemplo Ca715 eiss: -
los produce bajo la siguiente notacibn: GG 4, GG’ 8,
GG 10, GG16 que son de color verde amarillo Y de la
0G 1, 0G 4 y 0G 5 son naranja; también ex1steh f1it n-
coloros como Wratten 2A y 2B que tienen la ventaJa de no -
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alterar el color especifico del fluorocromo.

La radiacién producida por la lémpara es seleccionada
por los filtros de excitacién y el rayo de luz reflejado
por un espejo clncavo o mediante un sistema de prismas; -
lucgo es condensado a través de lentes de cuarzo permitien
do el paso de radiacifén ultravioleta sin aumento de calor,
y posteriormente la radiacifén penetra a través de los len-
"tes del condensador y llega a la preparacién.

La seleccién de sistema condensador depende del fluoro-’
cromo empleado, el sistema de filtros, la preparacién bajo
estudio (seca o hlmeda) y las dimensiones del portaobjeto.

Condensador de campo claro.- En microscopfa fluorescente -
se usa con frecuencia un condensador de fondo luminoso del
tipo Abbé, cuya apertura amplia asi como la calidad de sus
lentes permiten el paso de un rayo de luz potente; no se -

usa para examinar preparaciones con objetivo de inmersién

pero se recomienda en el caso de usar portaobjetos con mis
de 1 mm de grosor, y en ocasiones se usa para fotomicrogra
fias en las que es necesario usar una intensidad de luz --
muy alta.

Condensador de campo obscuro.- Este tipo de condensador -

es preferido por algunos investigadores porque da buen con
¢raste en las preparaciones, retiene parte de la luz inci-
dente y sélo penetra al objetivo la radiacién de emisiédn,
resultando un buen contraste; la intensidad de la fluores-
cencia disminuye ligeramente, pero los filtros de excita--
ci6n usados con estos condensadores son mis delgados y és-
to compensa en parte dicho decremento.

Condensador de contraste.- Es el resultado de la combina-
cib6n del condensador de campo obscuro con el contraste de
fase; con este tipo de condensador la preparacifn puede -
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examinarse en luz ultravioleta y en visible; para la regién
ultravioleta el condensador es semejante al condensador em-
pleado para el UV claro, mientras'que para el espectro visi
ble funciona como un condensador de contraste de fase, por
ejemplo: el microscopio Zetopan Binolux II producido por -
Reichert y el Ortholux Leitz W estin provistos de este ti-
po de condensador. Con dicho condensador el fondo aparece
en un color diferente al de 1la fluorescencia especifica, -
por lo que el color del fondo debe ser tal que contraste --
con el color especifico del fluorocromo; por ejemplo: en el
caso de la fluorescencia roja especifica del fluorocromo RB
200 la luz visible atraviesa un filtro verde-amarillo y en- "
tonces la fluorescencia roja contrastaré con el color verde
amarillo de los elementos no fluorescentes. L
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IIT PROCEDIMIENTOS UTILIZADOS.

A) PREPARACION DEL ANTICUERPO

Purificacién del antfgeno.- Se empleé el método de preci

pitacién con sulfato de amonio para la obtencién de gamma-

globulina a partir de suero de caballo.

Purificacién de gammaglobulina con sulfato de amonio:

. Adicionar gota a gota 40 ml de solucién saturada de sul-

fato de amonio (Rl)’ a temperatura ambiente, a 80 ml de
suero de caballo, con agitacifén continua.

. Ajustar la suspensibn a un pH de 7.8 con NaOH 1 N.
. Continuar la agitacién durante 3 horas.

. Centrifugar durante 30 minutos a 3000 rpm a temperatura
‘ambiente.

. Disolver el precipitado en solucién salina isotbnica, -

completando hasta el volumen original de suero.

La purificacibn de la gammaglobulina se logra mediante
dos precipitaciones mis: para la segunda se repitieron
los pasos del uno al cinco y para la tercera los pasos
del uno al cuatro.

Disolver el precipitado obtenido en la tercera precipita
cién en la mitad del volumen original de solucién salina
(40 ml).

. Eliminar el sulfato de amonio mediante di4lisis contra -

solucién salina amortiguada con boratos (Rz), a una tem-
peratura entre 4°C y 7°C por 24 a 72 horas; para detectar
la presencia de aniones sulfato (SOZ_) se emplea solucibn

de BaCl2 al 10%.



- 30 -

8.- Centrifugar a 4°C durante 30 minutos a 3000 rpm (Se empled
una centrifuga refrigerada Christ modeloc III con cabezal -
de cuatro lugares).

Para evitar contaminacién durante la didlisis se emple8§ -
azida de sodio (0.1 g por cada 100 ml).
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Electroforesis

Para determinar el grado de pureza de la fraccifn gamma

globulina que se empleb como inéculo, se realiz6 una elec-

troforesis cuya técnica se describe a continuacién:

1.

Verter en la cémara de electroforesis (5303 Herzel - W
Boskamp) solucién amortiguadora (Rz) hasta la marca co
rrespondiente. '

Sumergir las tiras de acetato de celulosa en la misma -
solucién (R3) durante 10 a 30 minutos, retirarlas y éli
minar el exceso de liquido entre dos hojas de papel fil
tro, evitando la desecacién.

Ajustar las tiras de acetato de celulosa en el portati-
ras, colocar el electrodo maestro y conectarlo a la --
fuente de poder (5303 Herzel - W Boskamp) a una intensi
dad de 250 volts por. 5 minutos.

Retirar el electrodo y colocar 5A de la muestra con el
\
aplicador especialmente calibrado.

Efectuar el corrimiento electroforético a intensidad -
constante de 2 miliamperes y 250 volts durante 25 minu-
tos.

Al término del corrimiento electroforético, sumergir -
las tiras en la solucibn colorante (Ry) durante 5 minu-
tos.

Eliminar el exceso de colorante, y pasar las tiras a la
solucién de primer lavado (R;) durante 5 minutos.

Pasar a la solucién de segundo lavado (Ré) durante: 5 mi-
nutos.



9.

10

11.

12.

13.

- 32 -~

Pasar a bafio de deshidratacién (R7) con alcohol al 95%,
agitando durante 1 minuto y dejando en reposo durante
otro minuto.

Colocar las tiras en la solucién transparentizadora -
(RS) durante 5 minutos, agitando ocasionalmente.

Colocar las tiras en un portaobjetos y cortar los extre
mos de manera que queden justamente del tamafio del por-
taocbjetos, pasar el rodillo suavemente de forma tal que

no queden burbujas de aire.

Dejar secar a temperatura ambiente durante 1 minuto.

Asegurar los extremos de la tira con cinta adhesiva y
colocar el portaobjetos en estufa a 60°C durante 20 mi-
nutos. Usar estufa bien ventilada para que se eliminen
los vapores de acético.

La valoracibn del correspondiente corrimiento electrofo

rético se realiza con el densitémetro, que es un aparato -
dotado de celda fotoeléctrica a la que llega el haz de luz
que pasa a través del portaobjetos donde se verifica la ab
sorcién, en proporcién a la cantidad de colorante fijado a

la

protefna. El aparato transforma automiticamente las lec

turas de absorcién en los distintos picos de las fracciones

correspondientes, obteniéndose un trazo caracteristico.

Con el objeto de conocer el contenido de protefna de 1la

fraccién gammaglobulina purificada de caballo, se procedié
a cuantificarla por el método de Lowry.
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Determinacién de Protefnas.

Método de Lowry.

Preparar una curva de calibracién a partir de un esténdar
de albGmina de 700 ug/ml (albfimina bovina, Fraction V, -96-95%
Sigma Chemical Company).

El método es el siguiente:

0.4 ml muestra Adicionar
Blancoe: 2 ml solucibn de trabajo
0.4 ml amortiguador (R, )
. 10
tris (Rg)

Mezclar y dejar reposar durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Adicionar

0.2 ml de reactivo de

Folin (Ry)

Dejar reposar 30 a 45 minutos

Leer a 750 nm en un espectrofotbémetro
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Una vez determinada la pureza de la fracci&n gammaglobu
lina y conocida su concentrarién (13.5 mg/ml), se procediéd
a preparar el inéculo para la inmunizacién, para lo cual -
se ajusté la concentracibén de proteina a 200 pg/ml con so-
lucién salina amortiguadé con boratos (Rz).

Inmunizacién.

Para la inoculacién intramuscular y subcuténea se prepa
r6 una emulsién de la fraccién gammaglobulina a la concen-
tracidn de 200wg/ ml y adyuvante completo de Freund en pro
porcibén 1:1. En la inoculacién intravenosa se aplicé una -
dosis 'de 500ug/ml. Se utilizaron 4 conejos (Nueva Zelanda),
entre 2 y 3 Kg de peso.

El esquema de inmunizacién empleado fue el siguiente:

Dia _.Regibn via . Dosis  Volumen
’ ' ’ total
inocula
do
0 pierna izq. intramuscular 200yg/m1 2 nl
14 pierna der. - intramuscular 200ug/ml 2 ml
34 peritoneal intramuscular 2009g/m1 2 ml
. 55 vena'marginal intravenosa 500yg/m1 2 ml

de la oreja

Durante la Gltima inoculacién se administré un antihista
minico (flumetazona) para prevenir un shock anafiléctico.

Después de 10 dfas de la inoculacién intravenosa se rea-
1iz6 la sangria de prueba en la vena marginal de la oreja--
del animal, y se determiné la presencia, actividad y especi
ficidad de los anticuerpos mediante inmunoelectroforesis de
los sueros obtenidos contra suero total y gammaglobulina de
caballo.,
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Posteriormente, los conejos fueron sangrados a blanco

Inmunoelectroforesis

El procedimiento consiste en la migracién electroforéti

ca en medio de agarosa, de la preparacién de gammaglobuli-
na purificada y suero total proveniente del animal no inmu
nizado de la misma especie; después de la migracién se co-

loca entre ambos pozos el anticuerpo a probar, y por difu-
sién se formarin en la placa lineas o arcos visibles en -
las zonas donde se unen el antigeno y el anticuerpo, de tal
forma que las fracciones se distinguen por su posicién ca-
racter{stica. E1 método es el siguiente:

1.

Disolver 1 g de agarosa en 100 ml de solucién amortigua
dora de Michaelis (Rlz), con ayuda de calor y agregar -
0.2 g de azida de sodio.

Sellar los portaobjetos aplicando la solucibn con un -
pincel de tal manera que se forme una capa delgada, De-
jar solidificar.

Aplicar 3 ml de la misma solucién procurando que la capa
de gel quede lo mis uniforme posible. :

Dejar solidificar y guardar en cémara hlimeda, en refrige
racién media hora antes de usarse.

Perforar las placas en la forma convencional,

Colocar el suero total de caballo en el pozo superior y
la fraccibén gammaglobulina en el inferior,

Verter en la cémara de electroforesis (5303 Herzel - W
Boskamp) solucibn amortiguadora de Michaelis (Rlz) Yy co
locar las laminillas. Hacer la coneccibn con tiras de -
papel Whattman.
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Efectuar el corrimiento electroforético a 200 volts, por
15 minutos.

Al término del corrimiento, colocar en el canal ei anti-
cuerpo anti-gammaglobulina obtenido y mantener la lamini
11a en chmara hlmera por espacio de 24 a 72 horas, tiem-
po en el cual se completé la difusién.

La anti-gammaglobulina de caballo obtenida en conejo, =-

que posteriormente se conjugé con el fluorocromo, Se obtuvo
mediante precipitacién con sulfato de amonio de los sueros
de conejo; de esta fraccién se corrié una electroforesis e
inmunoelectroforesis y se determindé concentracién de protef
nas totales por el método de Lowry.

La concentracifén de proteinas totales fue de 18 mg/ml y

como puede verse en la figura 1 se obtuvo una gammaglobuli-
na de conejo anti-gammaglobulina de caballo de pureza muy -

satisfactoria.

" ‘Conjugacibén con isotiocianato de fluorescefina (FITC).

La conjugacién de proteinas con FITC se lleva a cabo a

pH 9.0 a 9.5 y la técnica empleada se describe a continua-

cién:

1.

Adicionar el FITC seco a una solucibn que contenga 10
mg/ml de proteina en solucién salina isoténica con 10%
en volumen de amortiguador de carbonato (R13). La rela-
cién colorante-protefna utilizada en este trabajo fue
de 30 pg/ng.

La mezcla se agita cuidadosamente por 2 a 3 horas a tem
peratura ambiente y el pH se controla entre 9.0 y 9.5
ajusténdolo si es necesario con el amortiguador de fos-
fato trisédico (R14).
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3. Al término de la reaccién, el fluorocromo libre se elimi
na por diflisis contra solucién salina amortiguada con -

boratos (Rz) por cinco dias.

Preparacién del material antigénico.

En este trabajo se utilizé la lfnea celular Hep-2, esta-
blecida por Moore, Sabachewsky y Toolan en 1952 (20), esta
linea fue obtenida a partir de tumores producidos en ratas
destetadas, irradiadas y tratadas con cortisona después de
inyectarlas con tejido canceroso de laringe de una mujer de
56 afios.

La 1fnea Hep-2 cultivada habitualmente en medio M-199 en
base de Earle {medio de Morgan, Morton y Parker) (21) adi--
cionado de8% de suero fetal de ternera, 1% de mezcla de an-
tibibticos (Rls) y 0.22% de bicarbonato de sodio, fue adap--
tada a crecer en medio de Leibovitz con 10% de suero de ter
nera y 1% de mezcla de antibidticos. La adaptacién al medio
de Leibovitz (22) tuvo como objeto evitar la necesidad de -
usar una incubadora con COZ, que se requiere en 1la técnica
original a base de cultivos celulares en medios con bicarbo
nato. La incubacién en un ambiente que contenga 5% de CO2 -
es indispensable para evitar la alcalinizacién de los medios
amortiguados con un sistema fosfatos-bicarbonato.

Una vez adaptada la linea celular después de cinco subcul
tivos: se procedif a la titulacién de los tres tipos de vi--
rus de poliomielitis por el método de microtitulacién que se
describe a continuacibn: .

Método de Microtitulacién de virus.

Material.

1. Placas desechables de vinilo, con 96 cavidades, fondo -
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plano (Linbro). Las placas requieren un-tratamiento pre
vio: se sumergen en un recipiente con alcohol et{lico
Q.P. al 70% durante 24 horas, al término de este lapso
se enjuagan con agua de la llave 10 veces y luego con -
agua destilada 10 veces; después de dejarlas secar per-
fectamente son colocadas bajo luz ultravioleta, a una -
distancia no mayor de 40 cm del tubo emisor por 4 horas,
a continuacién guardar en bolsas nuevas de pléstico (co
locadas también bajo la l4mpara de luz ultravioleta).

2. Micropipetas calibradas de 0.025 ml {Cooke Engineering
Co)} esterilizables en autoclave.

3. Microdilutores (Linbro) de 0.025 ml, los cuales se estglix
rilizan a la flama. B o

4. Medio de Leibovitz suplementado con 10% de suero de ter =
nera y 1.0% de mezcla de antibibticos (Rls).

5. Suspensién de células Hep-2 conteniendo 400 000 células/
ml. . i ':l.;.’. ! . ) . .
Todo el material utilizado debe estar estéril y manejar

. §e con técnica aséptica rigurosa en campana de flujo lami-

nar.

Preparacién ‘de 1a suspensibn de células.

1, Seleccionar al microscopio la botella que se desea sub-
cultivar (observar que el tejido esté en buenas condicio
nes y la monocapa completa).

2. Desechar el medio de mantenimiento de la botella.
3. Agregar 1.0 ml de mezcla tripsina:verseno‘(nlﬁ).

4. Después de 1 a 2 minutos a temperatura de 37°C decantar
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esta tripsina y agregar 0.5 ml de tripsina nueva.

Dejar actuar la tripsina hasta que las células estén com-

pletamente desprendidas.

Agregar 2.5 ml de medio de Leibovitz para disgregar com--

pletamente las células por medio de pipeteo enérgico con

un bulbo.

. Una vez que se logra una suSpensién unicelular se pasa al

conteo de células.

Método de conteo de células:

1.

En un tubo de 13 x 100 mm medir 0.2 ml de Tojo neutro
1:500 m4s 0.8 ml de la suspensién celular.

Mezclar perfectamente y esperar 5 a 10 minutos.

. Llenar 1a chmara de Newbawer (cuenta-glébulos).

Esperar 1 a 2 minutos y contar las células en los cinco
cuadros grandes incluyendo las células sobre las lineas
de arriba y de la derecha; el nficleo de las células via-
bles se tifie con el rojo neutro. :

Bl célculo se hace como sigue:

Nimero de células en los 5 cuadros x 2000 = No. total
de células/
ml.

Volumen final a que se debe llevar 1a dilucién inicial

para tener la concentracién celular deseada por ml:

No. de células en dilucién
los 5 cuadros X inicial X 2000

No. de células deseadas/ml
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Titulacién del virus

Se emplearon las cepas vacunales de Sabin por - su 1nocu1dad
ademis de que su especificidad correlaciona con:las cepas na
turales. Las cepas de Sabin se 1dent1f1can¢com

Método:

1. Colocar 2 gotas (0.050 ml) del medlo de Le1bov1tz en cada'
una de las cavidades de 1la placa, usando una m1crop1peta
de 0.025 ml. ‘

2. Colocar una gota (0.025 mlj de la suspensién viral en las
cavidades de la primera fila usando una micropipeta.

3. Sumergir los microdilutores de 0.025 ml en las cavidades
de la primera fila y mezclar por rotacién de 10 a 15 veces.

4. Pasar los microdilutores a la siguiente fila y mezclar en
la misma forma, repetir lo mismo hasta la Gltima fila.

5. Después de mezclar en la Gltima fila, vaciar los micrddilg
tores en un recipiente que contenga fenol, enjuagar en. --
agua destilada, sumergir en alcohol y pasar por la flamél-
hasta el rojo. (Los recipientes contaminados esterilizarlos
en autoclave).

6. Adicionar anotas (0.050 m1) de la suspensién de células -
Hep-2 (400 000 células/ml) a cada una de las cav1dades, de
la placa usando una m1crop1peta de 0.025 ml.
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7. Las placas se cubren con una hoja de pléstico transparen
te flexible (tipo Ega-pack) y se colocan en charolas, cu
yo fondo tenga una compresa himeda; se cubren a su vez -
con otra charola y se incuban a 37°C durante 7 dias.

8. Revisar las condiciones de la célula a los tres y cinco
dfas y al término del perfodo de incubacibn, observar ca
da cavidad al microscopio para ver el efecto citopatogé-
nico (ECP) tipico de los virus de poliomielitis. Si las
células en una cavidad se retraen, hay aumento en la re-
fringencia de su membrana y su citoplasma se hace granu-
loso y afin m4s se lisan entonces esacéavidaé.se considera
positiva.

9. A las cavidades de las dos iltimas hileras de la placa,
agregar solamente suspensién celular y medio de cultivo

con el objeto de tener un control de células.

C4lculo para determinar el titulo de virus,

Karber (26) y otros autores han desarrollado férmulas -
para determinar el 50% en el punto final que representa la
dosis que se necesita administrar para que se produzca efec
to citopatogénico en el 50% de los cultivos inoculados. La
férmula de Karber es la siguiente: '

P1 p2 Pn
ng titulo = - log de 1la - + . = 0.7 10g de
dilucibn la
. T1 T2 Tn dilucién

mis. baja

3
J

Pn = Némero ‘total de cavidades positivas por cada dilucién

T, = Nimero total de cavidades utilizadas por cada dilucién

gy
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Los titulos obtenidos por el método de microtitulacién
descrito anteriormente fueron: 107" para el tipo 1, 10° "%
para el tipo 2 y 10™° para el tipo 3.

Se cultivaron células Hep-2 sobre cubreobjetos introdu
cidos en cajas de Petri con medio de Leibovitz suplementa-
do con 10% de suerc de ternera y 1% de mezcla de antibibti
cos (Rls). Posteriormente se determinaron las condiciones
bptimas de la infeccibn (dilucién de la suspensibn viral,
cantidad de inbculo, tiempo) que mostraron un efecto cito-
patogénico caracteristico de poliovirus (las células se re
traen, hay aumento en la refringencia de su membrana y su
citoplasma se hace granuloso) sin causar una destruccién -
celular completa, obteniéndose los siguientes resultados:

Tipo- Dilucibn Cantidad de infculo Tiempo
) (m1)} (horas)
1 1:625 (107 ) 0.2 24
133125 (2077 0.2 24

111024 (107°7) 0.2 . 24
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La técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) se rea
liz6 para cada tipo de poliovirus segfin el siguiente esquema:

Cel. Hep-2
infectadas con
poliovirus 1

Cel. Hep-2

ififectadas cnn

polioevirusil

Cel, Hep-2
infectadas con
poliovirus 1

Suero
anti-polio
tipo 1

Suero
anti-polio
tipo 2

Suero
anti-polio
tipo 3

(conjugado)
anti-gamnaglobulina
marcada con FITC

(conjugado)

(conjugado)

De 1a misma manera se llevb a cabo con células Hep-2 in~
fectadas con poliovirus tipo Z y 3 y con células Hep-2 sin- =

infectar,
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Técnica de Inmunofluorescencia Indirecta {IFI)

Materiales diversos requeridos:

Cultivo de células Hep-2 sobre cubreobjetos infectado
con cada tipo de poliovirus.

Suero anti-poliovirus, de cada tipo obtenido en caba-
1lo (sin marcar).

Globulina de conejo-antiglobulina de caballo marcada
con isotiocianato de fluorescefina (conjugado).

Solucién amortiguadora PBS (R17).
Glicerina dilufda 1:10 en PBS.
Cajas Petri y pinzas.

Método:

Sacar cuidadosamente 1os cubreobjetos con células infec
tadas de las cajas de Petri, mediante las pinzas sin da
flar 1a preparacibn.

Colocar los cubreobjetos en una caja Petri que contenga
PBS y dejarlos ahi por espacio de 2 a 5 minutos para la
var la preparacién.

Fijar con acetona a 4°C y lavar nuevamente en PBS.

. Bscurrir la preparacién colocando el cubreobjeto en po--

sicibén casi vertical, a temperatura ambiente procurando
que no seque totalmente.

Cubrir con suero anti-poliovirus sin marcar e incubar -
per 30 minutos a temperatura ambiente, cuidando que no
haya desecacifén (se puede utilizar una pequefia cémara -
hémeda) .
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11.
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L.avar tres veces con PBS,

Cubrir cada preparacién con el conjugado e incubar por
30 minutos a temperatura ambiente, teniendo cuidado ~--
nuevamente de evitar la desecacidn.

Lavar tres veces cada preparacién con PBS para eliminar
el exceso de conjugado.

Secar a temperatura ambiente.

Montar, invirtiendo cada cubreobjeto sobre un portaobje
tos usando glicerina en PBS como medio de montaje.

Examinar las preparaciones en el microscopio de fluores
cencia. En este trabajo se utilizé un fotomicroscopio -

tipo III fabricado per Carl Zeiss (Alemania} provisto -
de una limpara de mercurio H BO 50 W (Osram). El micros
copio incluye filtros de excitacién G41-204 y G41-211 -

para campo obscuro y contraste de fases y filtro de ba-

rrera G41-653.

Los sueros anti- p0110v1rus obtenidos en caballos corres

pondientes a cada serotipo se emplearon sin fraccionar, -
pues segQn algunos autores (24) el uso de gammaglobulinas

en

lugar de suero total causa fluorescencia no especifica

con mayor frecuencia. Inicialmente se probaron tres dilu--’

ciones de estos sueros para cada tipo de poliovirus: 1:10,
1:20 y 1:40, con el fin de utilizar después la que diera -

resultados més satisfactorios. Se observé una buena inten-
sidad de fluorescencia hasta la dilucién 1:40 del suero an

ti
ta

-polio 2 y en el caso de los sueros anti-polio 1 y 3 has

la dilucién 1:20.
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IV RESULTADOS.

El objetivo priﬁcipal de este trabajo fue el de montar
una técnica de inmunofluorescencia para tipificar poliovi
rus que fuera especifica, confiable y répida; ademis de -
la preparacifn de los reactivos biolégicos necesarios en
el método, con respecto a ésto los resultados fueron bas-
tante satisfactorios, ya que como se demostré por electro
foresis e inmunoelectroforesis la anti-gammaglobulina que
se’ conjugé al FITC, present6 un grado de pureia aceptable
y una buena actividad de anticuerpos.

Por otra parte la especificidad del conjugado se probé
por medio de las pruebas de inmunofluorescencia indirecta:
de cada serotipo con suero anti-poliovirus heterélogo, y
en un control de células Hep-2 sin infectar.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacién:

0

Suero anti- - Suero anti-.. Suero anti-
poliovirus1 . poliovirus2 poliovirus3

Células Hep-2 : ; . :
infectadas con 3+ . - -
poliovirus tipo 1 e .

Células Hep-2 :
infectadas con . - . 3+ -
poliovirus tipo 2 ‘ ' -

Células Hep-2 R
infectadas con - -
poliovirus tipo 3 o

Células Hep-2.
sin infectar

(3+) - fluorescencia intensa \
(-) --ausencia de fluorescencia

En cada caso sb6lo el sistema hom6logo mostré fluorescen
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cia significativa (fotomicrograffas No. 3, 4 y 5); sin em-
bargo, en el control de células sin infectar se presentb -
cierta fluorescencia en las pruebas iniciales, por lo que

se procedi6 a lavar las preparaciones con PBS por mis tiem
po (30 minutos) antes de ser fijadas, y con ésto la fluo--
rescencia desaparecid en los controles,

La intensidad de la fluorescencia se incrementé cuando
el efecto citopatogénico del virus estaba avanzado, después
de 24 horas de infeccibn, como se observa en la fotomicro-
graffa No. 6.

-



Fig. 1. Inmunoelectroforesis de la preparacibn de
gammaglobulina de conejo anti-gammaglobulina
de caballo contra gammaglobulina de caballo
y suero total de caballo.

Fig. 2. Control de células Hep-2, sin infectar,
(40x)
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3.~ C8lulas Hep-2 infectadas con antigeno poliovirus tipo
3, después de 20 horas de infeccidn (40x).

4.- C&lulas Hep-2 infectadas con antigeno poliovirus tipo
2, después de 22 horas de infeccibén (40x).
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5.- C&lulas Hep-2 infectadas con antigeno poliovirus tipo
1, después de 22 horas de infeccién (40x).

6.- Células Hep-2 infectadas con antigeno poliovirus tipo
1, después de 24 horas de infeccién (40x) .
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V CONCLUSIONES.

La especificidad del conjugado fue satisfactoria, la
fluorescencia observada inicialmente en el control de -
células sin infectar, posiblemente se debié a que las -
preparaciones contenfan alguna sustancia que producfa
fluorescencia verde amarilla similar a la producida por
el FITC, que pudo ser eliminada por un lavado mis pro--
longado.

La prueba de inmunofluorescencia indirecta presenta
grandes ventajas en la economia de tiempo y material, -
técnicamente requiere de pocas manipulaciones y el em--
pleo de bajas cantidades de medio de cultivo celular.

Sin embargo, se considera necesario evaluar el méto-
do con especimenes clinicos de sujetos con diagnéstico
presuntivo de poliomielitis; ésto no fue posible reali-
zarlo en el presente trabajo debido a que actualmente -
los casos que se presentan son escasos.
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APENDICE

REACTIVOS

Solucién saturada de sulfato de amonio (NH4)2804

1000 g de (NH4)2SO4 en 1 litro de agua, se calienta
la solucifn con agitacién a 50°C, hasta que la mayor
parte de la sal se disuelve, posteriormente se mantie
ne a temperatura ambiente,

Solucidn salina amortiguada con boratos.
BAmortiguador de boratos pH 8.4-8.5:

Acido bbrico 6.184 g
Na23407 . 10 Hzo {(b6rax) 9.536 g
H20 c.b.p. 1000 ml

Para su empleo en la didlisis: mezclar 400 ml de esta so
lucifn amortiguadora con B000 ml de solucibn salina iso-
tbnica.

Solucifn amortiguadora de veronal pH 8.6, Fuerza ibnica
0.075.

Acido dietil barbitlrico (barbital) 2.76 g
Dietil-barbiturato de sodio (barbital sbdico) 15.40 g
Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Solucibn empleada en la electroforesis: diluir esta solu
cifn en agua destilada 1:3 y afiadir cristales de timol.
Estabilidad: 2 a 3 semanas a temperatura ambiente.

Solucién colorante:

Negro amido 5.0 g
Glicerina 150 ml
Acido acético glacial 100 ml

Agua destilada c.b.p. 1000 ml
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Solucibn de primer lavado

Metanol 450 ml
Acido ac&tico glacial 100 ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Solucién de sequndo lavado

Acido acé&tico glacial 100 ml
Glicerina 150 ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Solucién deshidratante
Etanol al 95%

Solucién transparentizadora

Acido ac&tico glacial 300 ml
Etanol 680 ml
Glicerina 20 ml

Amortiguador tris HC1 0.04 M, pH 8.0

Solucidén concentrada A.- Disolver 24.2 g de tris (hidro
ximetil amino metano (tris, THAM; C4H11N03) 0.2 M
Solucién concentrada B.~- Acido clorhidrico 0.2 M
Mezclar 50 ml de solucifén A con 26.8 ml de solucibn B

y se afora a 200 ml.

Solucidn alcalina de cobre

(Solucibén de trabajo del mé&todo de Lowry)

Reactivo A: sol.al 2% de Na2C03 en NaOH 0.1 N
Reactivo B: sol. al 0.5% de Cuso4 .5H20 en tartrato de
sodio al 1.0%. ,
Merclar 50 ml del reactivo A ms 1.0 ml del reactivo B

+ Reactivo de Folin

Folin Ciocalteus. Phenolreagenz. Merck.
En el método de Lowry se emplea 1 N y se encuentra 2 N
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en la presentacifn comercial, por lo gue se diluye vo-
lumen a volumen con agua destilada.

Rlz' Solucifn amortiguadora de dietilbarbiturato-acetato
{soluci6n de Michaelis) pH 8.2 Puerza ibnica 0.05

Dietil barbituratc de sodio 133.8 g
Acetato de sodio 88.3 g
Agua destilada ¢.b.p. 1.5 1

Ajustar el pH a 8.2 con HClL 0.1 N '
Para su empleo en la inmunoelectroforesis diluir con
agua destilada 2:1.

R13-Soluci6n amortiguadora de carbonato
Solucibn A: 2.65 g de Nazco3 en 50 ml de agua (aforado)
Solucién B: 4.2 g NaHCO, aforar a 100 ml de agua desti-
lada.
Solucibn amortiguadora de carbonato al 100%.
1 volumen de sol. A + 4 volimenes de sol. B
para su empleo en la conjugacién del FITC con la gamma=~
globulina diluir con solucién salina isotbnica en propor
ci6n del 10% en volumen:
2 ml de sol. A + 8ml de s0l. B + 90 ml de NaCl al 0.9%

R14-Soluci6n amortiguadora de fosfato trisbdico
Sol. A: NaH,PO, 0.2 M (27.8 g en 1000 ml de agua destilada)
Sol. B: NaZHPO4 0.2 M (53.65 g de NaZHPO4 . 17 H20 (4] 71.7‘ g
de NaZHPO4 . 12 Hzo en 1000 ml de agua destilada)
5.3 ml1 de Sol. A mis 94.7 ml de sol. B dilufido a un total
de 200 ml con agua destilada.

R;5-Mezcla de antibibticos:
Penicilina 10 000 U/ml y estreptomicina 10 000 mg/ml
dilufdas 1:100, de tal forma que se tiene:
100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina.
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Esta mezcla se usa en proporcibdn del 1.0% en volumen
con los medios de cultivo celular tales como el medio
M-199 en base de Earle y el medio de Leibovitz.

-~ Tripsina-verseno

Tripsina (1:250}) 0.25 ¢
Verseno (EDTA disédico) 0.02 g
PBS 100 ml

- PBS:

NaCl
KC1l

KH PO4

2

NaZHPO4

H20 destilada c.b.p.

Esterilizar por autoclave 18,1b pbr,35 minutos.

3
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